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RESUMO - Os cides, bastante difundidos no semi-drido nordestino, estdo expostos ao ataque de raposas,
freqlientemente encontradas com raiva na regido. Com o objetivo de verificar o comportamento bioldgico,
patogenicidade e a susceptibilidade de cdes jovens a infec¢do experimental com virus rdbico isolado de raposa, foram
infectados cinco cdes. Os animais foram inoculados no musculo masseter com a amostra R1 (V 915; GenBank AY
962059) e mantidos no canil do HV do CSTR/ UFCG. Apenas um dos cées apresentou sintomatologia caracteristica da
raiva, com periodo de incubagdo de 99 dias e evolugdo clinica de cinco dias. Nas provas de IFD e ICC todos os tecidos
do SNC e glandula parétida, tiredide e supra-renal foram positivos, e negativos para figado, pulmao, coracio, rim, baco,
lingua, esofago e linfonodos. O diagnéstico morfoldgico a histopatologia constatou encefalite ndo supurativa, difusa
discreta com corptisculos de inclusdo eosinofilicos intracitopldsmaticos nos neurdnios de Purkinge. Apds 180 dias de
observacdo os animais foram eusacrificados e apresentaram IFD, ICC e Exame histolpatoldgico negativos. A amostra
testada apresentou comportamento biolgico compativel com o genotipo I dos Lyssavirus, mostrando-se patogénica
para caes.
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EXPERIMENTAL RABIES IN DOGS INOCULATED WITH AN ISOLATED
SAMPLE OF FOX (Pseudalopex vetulus)

ABSTRACT - Dogs are common in the rural zone of the northeastern Brazil, frequently being exposed to the attack of
rabid foxes. With the objective of verifying the biological behavior, pathogenicity and susceptibility of young dogs to
the experimental infection with a hoary fox (Dusicyon vetulus) virus isolate, five dogs without defined race were
inoculated into the masseter muscle with 0.1 mL of a 10% brain suspension of the rabies virus isolate R1 (V 915;
GenBank AY 962059). The 50% end-point dilution of the virus was 10°%/0.03 mL for intracerebral inoculation in 21
day-old mice. The dogs were maintained in the kennel of HV of CSTR / UFCG for 180 days. One of the dogs presented
symptoms characteristic of rabies, with the incubation period of 99 days and five days of clinical course. By the FA and
MI tests, samples of CNS and parotid, thyroid and suprarenal glands were positive, and negative for liver, lung, heart,
kidney, spleen, tongue, esophagus and lymph node tissues. Histological lesions showed signs of diffuse non-suppurative
encephalomyelitis, with intracytoplasmic inclusion bodies in the neurons of Purkinge’s cells. The other sacrificed dogs
presented negative results by FA, MI and Histologic examinations. The fox isolate presented biological behaviors
compatible to those described for other genotype I lyssaviruses, being pathogenic for dogs. Dogs are susceptible to
rabies virus of fox origin.
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INTRODUCAO

A raiva é uma doenca viral com distribui¢do
mundial, acometendo animais domésticos e silvestres,
causando uma encefalomielite aguda (WILKINSON,
1988).

O agente etiolégico pertence a ordem
Mononegavirales, familia Rhabdoviridae e ao género
Lyssavirus, apresentando uma morfologia caracteristica
em forma de bala de revélver, didmetro de 75 nm e
comprimento de 100 a 300 nm (TORDO, 1996).

A epidemiologia da raiva depende da transmissdo
do virus de um individuo infectado a outro susceptivel,
principalmente através da saliva (KAPLAN, 1985). O
periodo de incubacdo, mais comum varia de 30 a 90 dias.
No entanto, existem casos que o periodo de incubacdo é
de poucos dias, e outros de até mais de um ano. Variando
em funcio da quantidade de virus inoculado no animal, do
tipo de virus, do local de penetracdo e da drea da
mordedura e da adaptagdo das amostras ao sistema
bioldgico utilizado (GERMANO et al., 1988).

O principal reservatério da raiva humana € o cdo
enquanto que para os herbivoros sdo os, morcegos,
raposas e cdes. Os cédes sdo fonte de infeccdo, devido sua
popularidade. No mundo, existem diferencas entre as
espécies capazes de atuarem como reservatdrios da doenga
e das diversas formas que elas interagem em seus habitat
(KAPLAN, 1985).

No Brasil, conforme a Organizacdo Pan-
Americana de Sadde (2001) foram registrados 61 casos de
raiva em animais silvestres no ano de 2000, dos quais 22
ocorreram em raposas. Com relag¢do a raposa do Nordeste
(Dusicyon vetulus), existem registros da doenca no Estado
do Ceard (BARROS et al., 1989), Paraiba (GOMES,
2004), Pernambuco, Bahia e Minas Gerais (ARAIjJO,
2002).

Em Patos, no semi-drido paraibano, o animal
silvestre mais envolvido em agressdes a humanos tem sido
a raposa. No periodo de 15 de agosto de 2000 a 11 de
fevereiro de 2003, 24 pessoas foram agredidas por raposas
e atendidas na Unidade Basica de Saide Aderban Martins,
no Municipio de Patos—PB (SOUSA, 2003).

Os cdes sdo bastante difundidos no semi-drido
nordestino e as campanhas de vacinacdo anual ndo sdo
suficientes para imunizar o grande nimero de animais
nascidos nesse intervalo. Na zona rural ndo existe nenhum
controle de natalidade, ¢ grande o nimero de cées jovens e
ndo imunizados, constituindo assim, uma populacido de
susceptiveis exposta ao ataque de carnivoros silvestres,
principalmente as raposas que sdo vistas com freqiiéncia
tanto no meio rural como préximo a periferia das cidades
e nas rodovias, onde sdo freqiientemente atropeladas.

O objetivo desse estudo foi avaliar o
comportamento bioldgico e a patogenicidade de uma
amostra de virus rabico de raposa, autctone da regido
semi-drida paraibana, bem como, a suscetibilidade de cées
domésticos a infec¢@o experimental por via intramuscular.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados cinco cies sem raga definida, de
uma mesma ninhada sendo de uma matriz com histdrico
de imunizagdo anti-rdbica nos ultimos sete anos. Estes
foram mantidos em baias individuais no canil do Hospital
Veterindrio do Centro de Saidde e Tecnologia Rural da
Universidade Federal de Campina Grande (CSTR/UFCQG),
por um periodo de adaptacio de 30 dias. Foram
vermifugados e 21 dias apds repetiu-se a vermifugacdo,
ainda na fase de adaptacdo.

Os cdes com 68 dias de vida foram inoculados no
musculo masseter direito com 0,1 mL de uma suspensdo a
1:10 p/v preparada a partir de cérebro de camundongo
previamente inoculados com a amostra de virus isolado de
raposa (P. vetulus) na sua primeira passagem, contendo
entre 300 e 1000 DLs.

Estes foram observados por um periodo de 180
dias apds o desafio, para verificacdo dos periodos de
incubag@o e evolucdo clinica da doenca. Os cdes que
sobreviveram esse periodo foram submetidos & eutandsia
seguindo o protocolo sugerido pela comissdo de Bioética
do CSTR/UFCG: aplicag¢do de 0,5mg/kg de xilazina por
via intravenosa (IV), 15 minutos apds, aplicacdo de 12,5
mg/kg de tiopental sédico por via IV e 3 minutos apés,
aplicacdo de éter etilico por via inalatdria.

A amostra de virus rabico utilizada para desafio
foi a R1 (V 915; GenBank AY 962059) procedente de
raposa (D. vetulus) isolada e mantida pelo Laboratério de
Virologia do CSTR/UFCG, amostra esta submetida a
tipificagdo antigénica e genética com base no gene MI,
realizada no "Canadian Food and Inspection Agency",
Fallowfield, Otawa, Canadd, patrocinado pela IICA —
"Inter-American  Institutes for  Cooperation  on
Agriculture" (BERNARDI et al, 2005) e caracterizagdo
genética do gene N no laboratério do "National Institute
of Infectious Diseases”, Toyama, Toéquio, pelos
pesquisadores do "College of Bioresources Sciences" da
Nihon University, Kanagawa, Japao (SHOJI et al., 2006).

A amostra foi reativada apés uma passagem por
via intracerebral camundongos (ICC), a partir de uma
suspensdo a 10% p/v de cérebros dos camundongos
infectados. Sendo titulada pelo método de Reed &
Miiench. (MESLIN, 1996)

A necropsia colheram-se amostras do sistema
nervoso central (cérebro, cerebelo, tronco encefilico,
medula cervical, tordcica e lombar), e alguns 6rgdos como
figado, pulmdo, coracdo, rim, glandula parétida, tiredide,
supra-renal, baco, lingua, esdfago e linfonodo para a
imunofluorescéncia direta (IFD) de acordo com Dean et
al., (1996) e ICC conforme a metodologia descrita por
Koprowski (1996) e exame histopatolégico corado com
hematoxilina — eosina.

O titulo encontrado para a amostra inoculada
ap0ds sua primeira passagem em camundongos de 21 dias
foi de 10>%/ 0,03mL por via intracerebral.
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Dos «cinco c@es apenas um apresentou
sintomatologia nervosa caracteristica da raiva. Durante o
periodo de incubacdo que foi de 99 dias, todos os
parametros fisiolégicos mantiveram-se normais. Os sinais
observados foram: movimentos laterais da cabega, prurido
no musculo masseter direito e na regido orbicular direita,
letargia, desidratacdo leve evoluindo para grave, auséncia
de reflexo de degluticio, fasciculacdes musculares
generalizadas, sinais de incoordenag@o: ataxia, paresia dos
membros tordcicos e andar em circulo. Devido a dispnéia
mixta, tentava assumir a posicdo de cdo sentado caia
ficando em decubito lateral com dificuldade para levantar.
Apresentava movimentos de pedalagem, claudicacdo, e
arqueamento dorsal. Apresentava também
hiperexcitabilidade, taquicardia, hipertermia, congestdo
ocular, movimentos mastigatdrios irregulares, anorexia,
urinou vdrias vezes em pequenas quantidades, defecando
uma pequena quantidade de fezes liquefeitas. Apresentou
uns cinco segundos de agressividade. A evolugido clinica
durou cinco dias.

As provas de IFD e ICC mostraram-se positivas
para o sistema nervoso central e as glandulas parétida,
tiredide e supra-renal, enquanto que para figado, pulmao,
coragdo, rim, bago, lingua, esdfago e linfonodo
apresentaram-se negativas, nos tecidos do cdo que
apresentou sintomatologia nervosa.

A histopatologia ndo foram encontradas lesdes
histolégicas significativas no cortex frontal, cortex
temporal, cortex occipital e no hipocampo; focos discretos
de infiltrado mononuclear no neurdpilo e nos nicleos da
base; discreto infiltrado mononuclear perivascular no
talamo e no coliculo rostral; discreto infiltrado
mononuclear na ponte e pedinculo; discreto infiltrado
mononuclear perivascular no neurdpilo e no &bex;
corpusculos de inclusdo eosinofilicos intracitopldsmaticos
nos neurdnios de Purkinje no cerebelo; discreto infiltrado
perivascular nas medulas cervical, tordcica e lombar;
Acentuada congestdo: no figado e pulmdo; ndo foram
encontradas lesdes histoldgicas significativas no coragao,
rim, glandula parétida, tiredide, supra-renal, linfonodo,
baco; Focos de infiltrado neutrofilico no epitélio e entre as
fibras musculares da lingua. Ao diagnéstico morfolégico
da histopatologia constatou-se encefalite ndo supurativa,
difusa discreta com corpusculos de inclusdo eosinofilicos
intracitopldsmaticos nos neurdnios de Purkinge e glossite
neutrofilica multifocal moderada.

Aos 180 dias de observacdo os outros animais
foram sacrificados, para colheita de materiais visando a
confirmagdo do diagndstico. Todas as provas de IFD, ICC
e Exames histopatoldgicos apresentaram-se negativas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A variabilidade de sinais clinicos pode ser
determinada pelo titulo de virus no indculo, pela
patogenicidade da cepa viral, pela proximidade entre o
local de inoculagd@o e o encéfalo e pelo estado imune do

animal (JUBB e HUXTABLE, 1993). O titulo encontrado
nesse trabalho foi menor que o observado por Jayakumar
et al., (1990) em uma amostra de cdo, podendo ter relacdo
com a variagio nos resultados.

Jayakumar et al., (1990) relataram em infec¢do
experimental com virus em cdes que o periodo de
incubagdo foi diferente, nos cades que apresentaram raiva
furiosa média de 17 dias, na raiva paralitica média de 32
dias. No nosso caso o periodo de incubacdo foi de 99 dias,
o que concorda com as informacdes de Tierkel (1959) que
mostra que em cd@o pode variar de dez dias até seis meses.

Usualmente classifica-se o curso clinico da raiva
em trés fases: prodromica, excitatoria e paralitica, estas
fases podem apresentar variabilidade de sinais e extensdes
irregulares (TIERKEL, 1959; ROBINSON e FISHBEIN,
1991) No entanto, o curso clinico de cinco dias observado
neste experimento, caracterizou-se apenas em duas fases:
uma prodromica e outra paralitica.

O isolamento do virus a partir de emulsdes de
supra-renal e pardtida confirma a presenca do virus em
outros 6rgaos além do sistema nervoso o que condiz com
achados de Silva e Souza (1968).

Dantas et al., (2001) encontraram as seguintes
alteracdes microscépicas em um cdo naturalmente
infectado com o virus da raiva. No encéfalo observaram-
se manguitos perivasculares mononucleares. Havia
microgliose, degeneragdo neuronal, mdltiplas dreas de
hemorragia no hipocampo e no tronco encefdlico e a
presenca de inclusdes eosinofilicas intracitoplasmaticas
em neurdnios do hipocampo. Observou-se também
infiltrado inflamatério semelhante no Ganglio trigémio,
nas glandulas salivares e nas adrenais; e macroscopicas
apos ser fixado como: dreas puntiformes avermelhadas no
diencéfalo, no tronco encefdlico e na porgdo inicial da
medula espinhal, estas alteragdes ndo foram encontrados
no cdo infectado com virus de raposa.

A amostra R1 ja foi inoculada em caprinos e
ovinos, que apresentaram um periodo de incubacdo com
intervalo de 17 a 20 dias, mostrando perda de apetite,
dificuldade de apreens@o e mastigac@o, bruxismo, prurido
intenso no local de inoculagd@o, incoordenagdo motora,
decubito lateral, fasciculacdes musculares e movimentos
de pedalagem (GOMES et al.,, 2005). Estes mesmos
sintomas também foram observados no cdo. Porém a
sialorréia intensa nos cdes, descrita por Robinson e
Fishbein, (1991), Dantas et al., (2001) e por Gomes et al.,
(2005) nos caprinos e ovinos ndo foi verificada no nosso
experimento.

Lima et al., (2005) associa um caso de raiva em
ovino a um cdo que tinha sido mordido anteriormente por
uma raposa. Radostits et al., (2002) relata que a raiva pode
ser transmitida por carnivoros, devido a facilidade com
que os ovinos sdo agredidos por cdes ou raposa. A
susceptibilidade do cdo observada neste experimento ao
virus origindrio de raposa reforca a importancia dessas
espécies na epidemiologia da doenga na regido semi-drida
do Nordeste.
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Rupprecht et al., (2002) considera o cdo como
maior reservatério e vetor causando 35000 mortes em
humanos por ano. Sendo considerado de susceptibilidade
moderada a infec¢cdo com virus rdbico, enquanto a raposa
¢é extremamente sensivel, isto baseado em DLs, por via
intramuscular em camundongos (Kaplan 1985). Neste
experimento de cinco animais infectados apenas um (20
%) apresentou sintomas no periodo observado, deixando
evidente que o virus prevalente na raposa do semi-arido
pode ser uma ameaca a satide humana.

O fato de apenas um dos cdes ter apresentado
evolugdo clinica da raiva, pode ser creditado a
interferéncia de anticorpos maternos. Mesmo que seja
procedente de cadela vacinada com a dose utilizada foi
capaz de reproduzir a doenca.

CONCLUSOES

A amostra de virus R1 (V 915, Genbank AY 962059)
apresentou comportamento bioldgico compativel com o
gen6tipo I dos Lissavirus, mostrando-se patogénica para o
cdo.
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