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RESUMO

A ocorréncia de uma epidemia de raiva animal na regifio de Mogi Guagu, estado de Sdo
Paulo, proporcionou estudos detalhados da evolugdo clinica da doenga em animais, principalmente
ciies, possibilitando caracterizar quadros atipicos da doenga. Ao longo da evolugdo da epidemia
animal, e durante os anos posteriores em que agdes de controle foram aplicadas (de 1989 a 1998),
todos os animais de interesse epidemiolégico foram observados clinicamente, bem como coletados
materiais para estudos histopatologicos, pelas técnicas tradicionais e por imunohistoguimica.
Assim sendo, 1152 laminas de cortes histologicos de diversos orgdos de 112 animais positivos
resultantes de 635 amostras de interesse epidemiologico encaminhadas para diagnostico laboratonal
foram confeccionadas e analisadas 2 microscopia, com correlagdes posteriores aos historicos dos
respectivos animais bem como aos fatos ocorridos durante o periodo patogénico da doenga,
fornecendo, tais analises, informagdes que confirmam fatos j4 comentados na literatura cientifica,
além de outros até entdo ndo descritos. Obtivemos a caracterizagio da ocorréncia de casos atipicos
da raiva, com destaque aos casos de morte sibita sem sintomas clinicos anteriores sugestivos da
doenca, enterite hemorragica com obito sem manifestagdo neuroldgica associada ¢ manifestagdes
tipicas de outras doencas neuroldgicas. A ocorréncia de morte subita, a enterite hemorragica ¢ a
hemofagocitose nos diversos tecidos, foram alguns dos achados de maior significado no presente
estudo. Os casos atipicos com capacidade de eliminagdo do virus pela via usual, possibilitam uma
reavaliagdo dos métodos de profilaxia destinados aos comunicantes, ja que os animais vitimas de
tais manifestagbes, sio importantes fontes de infecgdo nem sempre consideradas. Portanto,
resumimos o presente trabalho como uma anilise comparativa entre as evidéncias clinicas e os
resultados da investigagdo histopatologica, produzindo informages de relevdncia para estudos

epidemiologicos.

Resumo

27



INTRODUCAO

29



1. INTRODUCAO

1.1. EVOLUCAO DOS CONHECIMENTOS

1.1.1. CLASSIFICACAO DO VIRUS DA RAIVA

Até data recente, mais de uma centena de Rhabdovirus haviam sido descritas em répteis,
mamiferos, peixes, crusticeos e plantas (BAER, BELLINI & FISHBEIN, 1990). A familia
Rhabdoviridae pertence & ordem Monomegavirale, sendo que esta ordem ainda possui outras duas
familias, a Filoviridae ¢ a Paramyxoviridae. A familia Rhabdoviridae possut cinco géneros:
Vesiculovirus, Ephenomenovirus, Cytorhabdovirus, Nucleorhabdovirus e Lyssavirus. A
caracteristica comum dos componentes desta familia é o formato de bastdio, conforme demonstrado
em microscopia eletrénica. Os dois géneros de Rhabdovirus atualmente conhecidos que acometem
mamiferos sio Vesiculavirus e Lyssavirus (DIETZSCHOLD et al., 1996, MURPHY, 1997). No
género Vesiculavirus temos os agentes virais responséveis por algumas das doengas vesiculares que
acometem principalmente animais domésticos, ndo sendo ainda conhecidas em sua plenitude as
doengas por este género que acometem as espécies silvestres de mamiferos e outros componentes do
reino animal. No género Lyssavirus encontramos o virus causador da raiva, responsivel por
encefalite em mamiferos silvestres, domésticos e inclusive o homem. Devido ao uso genérico,
passou-se a chamar o género Lyssavirus comumente de virus da raiva (VR), ou virus rabico, para

caracterizar o agente responsavel pela doenca de mesmo nome (SILVA, 1965, BAER, 1975).

Introdugdo
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1.1.2. HISTORICO

Ao longo da histéria a raiva tem sido apontada como um grande problema de saude publica,
causando conseqiiéncias sociais € econdmicas, pois provoca grande aumero de mortes humanas, de
animais domésticos de interesse econdmico ou de estimagio, investimentos elevados em
tratamentos pré e pds-exposi¢des em grande numero de pessoas, e ainda causando desconfortos
psicologicos em individuos envolvidos com a doenga (CARRADA, 1989, COSTY, 1989,
GROLEAU, 1992). |

O termo latino “Rabies” ¢ oriundo de uma palavra do Sénscrito, “Rabhas”, que significa
“cometer violéncia” (STEELE, 1975). A associagio da palavra & doenga deveu-se justamente 20
quadro severo de alteragio de comportamento observado principalmente em animais. O papel
epidemiologico do cfio na transmiss3o da raiva para o ser humano ja era descrito na antigiiidade.
Relatos que nos induzem a pensar na doenga foram encontrados descritos no “Codigo de Eshnunna”
e no “Codigo de Hamurabi”, mais de 2300 anos antes da era cristd (SELLERS, 1954). “Aristaeus” e
“Artemis” foram divindades gregas associadas ao combate ¢ a cura da doenga (BAER, 1975). Ao
descrever a historia natural da raiva, STEELE (1975) comenta que Homero fez citagdes da
mesma na Iliada, demonstrando a influéncia da estrela “Céo” (Sirio) sobre a sande da
humanidade, sendo que no Egito € posteriormente em Roma, faziam-se associagbes entre o

aparecimento da estrela e os casos de cies raivosos.

Nos primeiros séculos desta era, o homem identificava a saliva do cdo agressor como uma
possivel causa da doenga humana “por conter um perigoso veneno” (SMITHCORNS, 1958).
Durante muitos séculos, estendendo-se por toda a idade média, a idéia inicialmente defendida por
Aristoteles, quanto & cauterizagdo de ferimentos para prevenir a doenga, foi bastante utilizada por
diversos povos. Mordidas de cdes, raivosos ou ndo, eram sistematicamente tratadas com ferros
incandescentes, muitas vezes produzindo deformagdes nas vitimas, numa tentativa de bloquear o

desenvolvimento da doenga em humanos, pratica largamente empregada até algumas décadas atras.

Introducdo

33



Tratamentos empiricos também eram utilizados, como mergulhar vérias vezes uma pessoa com um
quadro de encefalite tipica de raiva, em uma colegdo de agua, para saciar a sede e perder o medo
desta (STEELE, 1975). Ainda durante a idade média, época em que predominavam os conceitos
religiosos ligados as causas de doengas, era usual apelar para determinadas entidades consideradas
sagradas na esperanca de produzir algum auxilio na prevengdo ou cura de determinado disturbio,
seja este fisico ou psicologico, sendo que no caso da raiva, a invocagdo era para “Saint Hubert”
(SCHNEIDER & BURGOA, 1994).

Componentes das primeiras expedigdes colonizadoras 4 América Latina ja foram vitimas do
virus, transmitido por agressdes de morcegos hematéfagos (BAER, 1975). A primeira referéncia da
doenga raiva nas Américas foi em 1709, no México, pelo Frei José Gill Ramirez, porém acredita—se
que a doenga ja estava neste continente antes da chegada de Colombo devido as citagdes historicas
de mordidas causadas por animais com conseqiiéncias fatais (KOPROWSKI, | 1959). Em 1804,
Zinke, na Alemanha, fez a primeira abordagem cientifica em relagio ao virus, inoculando saliva de
clies raivosos em cies sadios, obtendo sucesso na infecgdo. Galtier, em 1879, reproduziu a doenga
inoculando extratos cerebrais de coelhos com raiva em caprinos ¢ ovinos, levando tal experimento, &
conclusdo obtida por Pasteur e colaboradores, que o virus se replica no Sistema Nervoso Central
(SNC). Pasteur passou a cultivar o virus, inoculando-o sucessivamente em animais de laboratorio,
observando que o periodo de incubagio antes varidvel, encurtava € se estabilizava. Esta amostra
viral obtida experimentalmente, foi chamada de amostra “atenuada”, dando origem ao “virus fixo”,
de viruléncia constante e reprodutivel para a espécie na qual foi adaptada, ao contrario dos virus
chamados “virus de rua”, que sio normalmente isolados dos animais naturalmente infectados
(KOPROWSKY, 1985). Com o gradativo desenvolvimento da area clinica, surgiram numerosas
propostas quanto ao tratamento da raiva, sempre citando a limpeza do ferimento como procedimento
fundamental (SCHNEIDER & BURGOA, 1994). Porém nos ultimos 100 anos, alguns eventos
mudaram radicalmente os procedimentos em relagdo 4 doenga. Desses procedimentos podemos citar
a aplicagio da primeira vacinagio humana (1885), a caracterizagio do “corpusculo de Negri”
(Negri foi um patologista italiano da Universidade de Pavia, Itdlia) como  sinal

patognomdnico da raiva (1903), a aplicagdo em massa de vacina anti-rabica canina a partir de
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1940,a associagio de soro hiperimune & vacinagdo em casos de tisco potencial (1954), a adaptagdo
do virus da raiva em cultivo celular (1958, sendo que até entdo o virus so era obtido diretamente do
sistema nervoso central de animais), o desenvolvimento de anticorpos fluorescentes para o
diagnostico de cérebros de animais infectados (1959), e a identificagio de pelo menos 04 variantes
antigénicas do VR de caracteristicas proprias, originarios de areas geograficas distintas (BAER,
BELLINI & FISHBEIN, 1990).

Tais avangos permitiram o controle da doenga em diferentes paises nos diversos continentes,
embora a doenca continue existindo na maioria dos paises subdesenvolvidos ou em
desenvolvimento, dificultando assim o controle naqueles que tem tentado implantar as mais variadas
medidas sanitirias ¢ de vigilincia epidemiologica (KAPLAN, GOOR & TIERKEL, 1954;
TIERKEL, 1975, BAER, 1984). Nas ultimas décadas, avangos significativos nos métodos de
vacinagdo anti-rabica, tanto de areas urbanas como em locais de concentragdo de animais silvestres,
em algumas regides dos Estados Unidos, Canada e paises europeus, tém possibilitado um maior
controle e até mesmo uma possivel erradicagdo da doenga em regides onde os diversos fatores a
permitam, principalmente com 2 introdugdo da técnica de vacinagdo oral utilizada para imunizagfo
dos animais em areas silvestres (TABEL et al., 1974, STEELE, 1975; CENTERS FOR DISEASES
CONTROL, 1988; ESPOSITO et al., 1988, WANDELER et al., 1988). Nfo obstante, 2 raiva
continua sendo um sério problema de saide publica, principalmente nos paises subdesenvolvidos ¢
particularmente na América Latina, devido & cadeia epidemiologica envolvendo um grande nimero
de espécies silvestres, dentre elas o morcego hematofago, bastante encontrado nesta regido do

globo terrestre.

LAFRENZ et al. (1990), a0 analisarem as diversas metodologias empregadas no controle da
doenga, observaram que somente a cooperagio entre a medicina humana e a medicina veterinaria
poderd propor e desenvolver metodologias adequadas de controle da raiva, diminuindo

sensivelmente os casos observados ao redor do mundo.
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1.2. O VIRUS DA RAIVA

Pertencendo a familia Rhabdoviridae, o género Lyssavirus tem como componentes O virus
da raiva € outros virus bem semelhantes a este, menos estudados (BAER, BELLINI & FISHBEIN,
1990). Um Rhabdovirus & microscopia eletrdnica, é uma estrutura em forma de bastdo ou “bala de
revolver”, com 50 a 95 nm de didmetro e 130 a 380 nm de extensdo, possuindo projegSes
compostas de uma glicoprotetna “G” recobrindo toda a sua superficie (Figura 1). Esta proteina
glicosilada age como hemaglutinina de hemacias e ¢ responsavel pela fixagio do virus nas células
do hospedeiro. EMERSON (1985) e WUNNER et al. (1988) descreveram ainda que no interior do
envoltorio, o nucleocapsideo helicoidal € espiralado simetricamente em uma estrutura cilindrica,
dando a aparéncia de estriagSes a visualizagdo. O nucleocapsideo é composto de uma molécula de
4cido ribonucléico (RNA) de filamento unico, uma nucleoproteina “N”, e proteinas ndo estruturais
“N§”. COSLETT, HOLLOWAY & OBIJESKI (1980) demonstraram haver basicamente cinco
proteinas na estrutura viral: a nucleoproteina “N”, a bastante fosforilada proteina “NS” (também
chamada de proteina “M1” da raiva ou ainda “P”), a proteina matricial “M”, a glicoproteina “G”, e
uma proteina maior, componente do RNA. polimerase chamada de proteina “L” (Jarge protein).
Sabe-se que a nucleoproteina “N”, constitui-se na principal proteina estrutural deste grupo de virus,
agindo na protegiio do RNA contra a digestdo pela ribonuclease (RNAse) mantendo o RNA na
configuragdo que lhe permite a transcrigdo. De um modo geral as proteinas virais do VR (a exemplo
do que acontece com outros componentes da familia Rhabdoviridae), estéo associadas a pelo menos

um ou dois componentes estruturais, ou seja, a ribonucleoproteina (RNP) ou o envelope viral,

O complexo RNP (ribonucleoproteina), ¢ formado por proteinas pesadas, com
aproximadamente 1800 copias de proteinas “N” fosforiladas com 35 kilodalton (kd) cada, sendo
portanto as maiores proteinas encontradas no interior da célula infectada pelo VR. As associagdes
citadas tém a fungdo de dar sustentagio a estrutura helicoidal do nucleocapsideo (RNP central) e
segundo FLAMAND, DELAGNEAU & BUSSEREAU (1978), esta estrutura central em conjunto

com cerca de 900 copias de proteinas “NS” pesando 40 kd €30 a 60 copias de proteina “L”
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pesando 244 kd, forma o complexo RNP tido como o responsavel pela replicagdo/transcrigio viral
podendo acumular-se no interior da célula neuronal infectada, dando origem aos conhecidos
“corpusculos de Negri”, tdo caracteristicos da doenga (MIYAMOTO & MATSUMOTO, 1965). A
concentragio de cargas negativas geradas pela proteina “N” do VR faz com que esta seja uma
proteina antigénica especifica (SCHNEIDER et al, 1973). O principal antigeno viral detectado
pelas técnicas de imunofluorescéncia, imunoensaio enzimatico, imunohistoquimica e fixagio de
complemento ¢ a ribonucleoproteina porém o estimulo a produgio de anticorpos neutralizantes é
dado pela glicoproteina de superficie “G™ (ANILIONIS, WUNNER & CURTIS, 1981; PERRIN,
PROTNOI & SUREAU, 1982; WIKTOR et al., 1984 ). A proteina “G” € também considerada como
responsivel pela ligagdo do virus & membrana da célula hospedeira, conforme proposto por
[WASAKI, WIKTOR & KOPROWSKI (1973). A proteina “N”, conforme demonstrado por
SUMNER, ESPOSITO & BELLINI (1988), pode induzir uma resposta imune eficiente contra o VR.
Segundo LENTZ et al. (1984), parece haver uma interagfio entre a proteina “G” e os receptores de
acetilcolina (AChR), facilitando a entrada do virus na célula que concentra maior quantidade de
AChR. Tal fato pode explicar o neurotropismo do VR ja que uma das caracteristicas principais do
VR ¢ a disseminacio tanto centripeta quanto centrifuga, sugerindo necessidade de receptores
especificos na superficie das células hospedeiras. Vale lembrar porém que o papel dos receptores de
acetilcolina proposto por LENTZ et al. (1982) ¢ questionado por REAGAN & WUNNER (1985),
a0 demonstrarem o desenvolvimento do VR em cultivo celular, sendo que neste caso ndo ha
envolvimento necessariamente deste tipo de receptor. A anélise quimica do VR puro demonstrou ser
formado por 3 a 4% de RNA, 67% de proteinas, 3% de carbohidratos associados as proteinas e 26%
de lipidios (SCHNEIDER & DIRINGER, 1976). Devido a sua constituigio o VR ¢ facilmente
inativado por solventes lipidicos e agentes emulsificantes como detergentes, sabdes, compostos
amoniacais quaternirios e agentes oxidantes, além de ser sensivel ao calor e dessecagdo, ndo

permanecendo infeccioso muito tempo fora do hospedeiro (SOKOL, 1975).

Embora possam existir variantes secundarias do virus da raiva (SCHNEIDER, 1982)
temos um Gnico sorotipo considerado para efeitos praticos, bem demonstrado por OLIVEIRA et al.

(1995), ao compararem a identidade imunologica e sorologica entre a estirpe cldssica do VR
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(amostra PV) e as amostras dos virus coletados em diferentes localidades do Brasil. Destacam-se
ainda outros virus que produzem reagdes cruzadas sorologicamente com o VR, tais como o “Lagos
bat” (BOULDGER & PORTERFIELD, 1958), o “Mokola” (FAMILUSI & MOORE, 1972,
FOGGIN, 1982), o “Duvenhage” (MEREDITH, ROSSOUW & VAN PRAG KOCH, 1971), o
“Obodhiang” (SCHMIDT et al., 1965), e 0 “Kotonkan” (KEMP et al., 1973).

g Proteina M

| * Glicoproteina G

Fosfoproteina P

Nucleoproteina N

Proteina L

RNA gendmico

Figura 1 - Esquema do virus da raiva. Fonte: Instituto Pasteur — Sdo Paulo.
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1.3. EPIDEMIOLOGIA DA RAIVA

O VR tem capacidade de produzir infecgiio em praticamente todos os animais
mamiferos, porém observa - se que existe uma maior suscetibilidade para algumas espécies (WHO,
1973). As espécies tidas como as mais suscetiveis em condigSes naturais sdo os canideos selvagens
como os coiotes, chacais, raposas ¢ lobos. Moderadamente suscetiveis sdo considerados os cles
domésticos, gatos e os mio-peladas. O gamba comum € um dos menos suscetiveis a infecgdo.
Na infec¢do experimental, as espécies mais faceis onde se consegue reproduzir a doenga utilizando a
via intramuscular parecem coincidir com as espécies ja citadas nas infecgdes naturais, acrescentando
ainda os cangurus, seguidos pelos coelhos, morcegos, gatos domésticos, grandes ruminantes e
suinos. Cies, ovinos, caprinos, eqiideos, primatas nio humanos e ratos parecem ser menos
susceptivel 4 infecgfo experimental intramuscular, embora este Gltimo grupo de animais sejam
largamente utilizados para experimentos e diagnostico rotineiro em inoculagBes intracerebrais
(BAER, BELLINI & FISHBEIN, 1965).

Mesmo considerando que todos os mamiferos susceptiveis possam transmitir 0 VR ao ser
humano, a principal fonte de infecgdo continua sendo o cao doméstico (WHO, 1987). Este continua,
ao longo do tempo, sendo o principal transmissor da doenga para seres humanos em paises
subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, constituindo-se, nesses locais, no mais importante
componente da cadeia epidemiologica de transmissio (HELD, TIERKEL & STEELE, 1967,
CHADLI, 1986, TAKAOKA, 1998). A forma de transmisséo principal € através da mordida de um

animal contaminado ou o contato direto da saliva com tecido lesado de um novo hospedeiro.

E atribuido ao pesquisador europeu Zinke, como ji abordado anteriormente, a primeira
demonstragio cientifica da transmissfio do VR pela saliva de um cio com sintomas clinicos da
doenca para um outro sadio. Cées e coethos foram os primeiros animais a serem utilizados para
reprodugdo da infecgdo experimental (PASTEUR & CHAMBERLAND, 1881) com documentagdo

cientifica comprovando o fato.
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Ao centralizarmos nossa agido sanitaria aos caninos e felinos domésticos, além de termos
com@ principais transmissores outros cies e gatos desenvolvendo a doenca, teremos como fontes de
infecgdo para estas espécies, os hospedeiros selvagens normalmente encontrados em areas silvestres
remanescentes e invadidas pelo homem, embora existam relatos de transmisstes diretamente do VR
oriundo do morcego hematofago para o cdo (FERREIRA et al., 1998). Na grande maioria das
vezes, quando ha envolvimento humano, a transmiss3o do agente se da no momento da mordida dos
animais que estdo eliminando o VR pela saliva. E prudente considerar uma série de fatores, a partir
deste momento, quanto a possibilidade ou n3o da instalagio do agente no novo hospedeiro, tais
como quantidade de particulas virais inoculadas, patogenicidade da amostra, local de moculagio,
profundidade da lesdo, ntimero de lesdes e capacitagdo dos sistemas de defesa especifica e
inespecifica do novo hospedeiro. O local da agressdo parece estar intimamente ligado 4 maior ou
menor possibilidade de ocorrer ou ndo a doenga, fato demonstrado por BABES (1912) desde o
inicio do século, sendo que a inoculagio do virus em tecidos repletos de terminag¢des nervosas, como
por exemplo a face e a polpa digital, favorece a instalagio e disseminago do VR em diregéo ao
SNC.

E de se esperar que haja sempre uma agressdo para a introdugio do agente ou pelo menos
contato da saliva recém eliminada com algum ferimento visivel ou micro ferimentos nos tecidos.
Porém a transmisséo via oral, foi demonstrada por DELPIETRO et al. (1990) ao fornecerem tecidos
de morcegos, cdes, e bovinos mortos pela raiva, para ratos de espécies silvestres e sinantropicos,
sendo que estes ou desenvolveram a doenga, ou apresentaram soropositividade ao agente
indicando niveis de protecdo. Tal fato pode ajudar a explicar a introdugdo da doenga em areas
urbanas, nas espécies domésticas de companhia (cHes e gatos principalmente), quando estas t€m
acesso a quiropteros contaminados que venham a morrer nessas areas, mesmo que estes nio sejam

hematofagos.

Qutras formas de transmissdo tém sido descritas nas ultimas décadas, como por exemplo os
casos observados nos transplantes de corneas relatados por BAER et al. (1982) e O’'DAY (1989).
SIPAHIOGLU & ALPAUT (1985) descreveram um caso de raiva humana em recém nascido que,
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embora ndo tenha desenvolvido o quadro tipico da doenga tal qual a genitora, morreu algum tempo
depois do parto induzido, com diagnéstico laboratorial comprovando tratar-se de VR, indicando
uma transmissdo transplacentaria. Esta via de transmissdo também foi observada em bovinos por
MARTEL, MONTES & ALCOCER (1973). Hé ainda algumas citagbes na literatura quanto &
transmissdo via aerossol por inalagdo (WINKLER, BAKER & HOPKINS, 1972) e durante a
lactagio (MUGRAGE, 1930). A transmisséo natural por contato direto de mucosas com saliva entre
humanos também pode ocorrer segundo AMATO (1982), porém ha necessidade de maiores
investigacbes quanto A sua real possibilidade. Alguns pesquisadores questionam este tipo de
transmissdo baseados na ndo existéncia de comprovacdo cientifica descrita em literatura, o que
também ndo exclui a possibilidade dela ocorrer (HELMICK, TAUXE & VERNON, 1987),

Diversos relatos j& demonstraram que a raiva humana tende a diminuir quando ha um
eficiente programa de controle da doenga em animais domésticos, principalmente  quando
controlamos a populagio canina de maneira correta, associado a um permanente programa de
vacinagio animal acessivel & populagio (WHO, 1987). Dados recentes, divulgados em eventos
relacionados a esta zoonose (PANACHF\O et al. 1998; PASSOS et al. 1998), demonstraram que tem
aumentado a ocorréncia de casos positivos entre quirépteros enviados para diagnéstico. Devido ao
aumento das populagSes de morcegos de diversas espécies em areas urbanas, com conseqliente
aumento de notificacies de agressdes a humanos, esses animais silvestres assumem hoje o segundo
lugar em importéncia na cadeia epidemiolégica de transmissdo do VR ao homem em algumas
localidades no Brasil, principalmente devido aos diversos relatos de ocorréncia do VR em espécies
nio hemat6fagas. Em alguns paises da América Latina, os morcegos, de diversas espécies, tendem a
assumir o primeiro lugar em importincia epidemioldgica na transmissdo do VR para as populagbes
locais (HOFF et al., 1993). No periodo de 1986 a 1998 ocorreram 573 casos humanos de raiva no
Brasil diagnosticados em laboratérios, sendo que destes casos, 415 foram transmitidos por cfies e 61
por morcegos, conforme demonstrado nas Tabelas 1 e 2. O periodo em questiio coincide com o

periodo utilizado para o presente estudo.
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Tabela 1 - Casos de raiva humana no Brasil por regido do pais, durante o

periodo de1986 a 1998

Fonte: Fundagéo Nacronal da Sanude — FNC, Ministério da Saude Brasﬂ 1999

. REGIAO OCORRENCIAS
Norte 112
Nordeste 347
Sudeste 62
Sul 01
Centro Oeste _ 51 _

Tabela 2 - Casos de raiva humana segundo o tipo de animal agressor, no
periodo de 1986 a 1998
Fonte: Fundaqao Namonai da Saude FNC, Ministério da Saude, Bras:l 1999

- - - Animal agressor “’Ndimero de casos humanos

Cao 415
Morcego 61
Ignorado 38
Gato 28
Raposa 13
Primatas 10
Qutros 08
Total s < R
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1.4. PATOGENESE DA RAIVA

A saliva, em carnivoros, € a via de eliminagio usual do virus rabico sendo portanto as
glandulas salivares os principais 6rgéos envolvidos na transmissdo da doenga (DIERKS, MURPHY
& HARRISSON, 1969). Observa-se, porém, que nem sempre encontramos o© VR na saliva de
animais naturalmente infectados. Outros tecidos, particularmente os glandulares e epiteliais, podem
ser infectados tanto por inoculagBes naturais como experimentais, inclusive os 6rgéos envolvidos na
via de eliminacio de varios agentes infecciosos tais como o pulmdo, as tonsilas, os nins € bexiga,
além do tecido subcutineo, pancreas, supra-renais, esofago, estémago, intestinos € cornea (DEBBIE
& TRIMARCHI, 1970). SMITH et al. (1972) ja haviam demonstrado a presenga do virus nos nervos
ao redor do foliculo piloso em biopsia de pele, embora este ndo seja um método confiavel para
diagnéstico devido a possibilidade de falso-negativo tanto em animais como em humanos de acordo
com FEKADU & SHADDOCK (1934).

Apods a introducdo do virus, seja de forma natural ou inoculagdo experimental, o mesmo
parece “esconder-se”, devido 4 dificuldade que temos de localiza-lo nesta fase. Posteriormente, ha o
reaparecimento do VR no sistema nervoso periférico e central, antes de quaisquer sintomas clinicos
observaveis. Durante muito tempo, foi conceito generalizado que o VR, apds ser introduzido no
organismo por uma das usuais portas de entrada, penetrava em algum tecido nervoso periférico
permanecendo ai na fase inicial do periodo de incubagio, dirigindo-se posteriormente para o SNC,
onde também permaneceria por um longo periodo de tempo, antes de produzir os primeiros sinais e
sintomas da doenga. MURPHY et al. (1973) demonstraram com o auxilio de imunofluorescéncia e
microscopia eletronica o aciimulo de antigeno viral nos misculos estriados e espagos extracelulares
em “hamsters” recém-nascidos inoculados experimentalmente com amostras de Rhabdovirus. O VR
tende a replicar-se inicialmente no tecido muscular antes de penetrar no tecido nervoso periférico
através das comexdes neuromusculares, permanecendo na musculatura por um periodo
relativamente longo, porém até data recente ainda ndo estava claro se a replicagdo viral em
células musculares ¢ obrigatoria (SHANKAR, DIETZSHOLD & KOPROWSKI, 1991). Ao

Introdugdo

53



usarem ratos experimentalmente como modelo de infecgio do VR, BAER & CLEARY (1972)
observaram a permanéncia do virus no local de introdugfio ou perto deste, durante boa parte do
periodo de incubag#o, fato comprovado quando se realiza a amputagao do membro utilizado para
inoculagiio do agente, reduzindo de forma significativa os casos de manifestagio clinica. E
importante salientar que, com excegio do local de introdugdio do agente, ndo € possivel, pelos
métodos tradicionais, identifica-lo em nenhum outro tecido no espago de tempo compreendido entre
a introduco do VR ¢ as primeiras manifestages clinicas da raiva (BAER, SHANTA & BOURNE,
1968).

A grande concentragio do VR nas jungdes neuromusculares detectada por
imunofluorescéncia, parece confirmar o envolvimento dos receptores da acetilcolina como um dos
mecanismos utilizados para penetragio na célula nervosa (LENTZ et al. 1984). Depois do periodo
de dorméncia inicial e apos penetrar nos nervos periféricos, o VR tende a avangar em diregio ao
SNC utilizando a mielina destes nervos, comprovado por MURPHY et al. (1973). BAER,
SHANTA & BOURNE (1968) demonstraram o importante papel na disseminagdo do VR exercido
pelos ganglios espinais, ja que estes funcionam como uma espécie de ponte entre oS nervos
periféricos € a medula. De um modo geral, acredita-se que os agentes virais no tecido nervoso
passam a disseminar-se célula por célula, sendo este o melhor mecanismo para explicar o
direcionamento centripeto do VR ao SNC. Através das jungdes sinapticas, 0 VR passa de neurdnio

a neurdnio, transportado por movimento axonal retrogrado (TSIANG, 1978).

Apbs chegar e se instalar no encéfalo passa a haver replicaggo intensa do virus por todo o
tecido, havendo uma concentragdo maijor, em algumas espécies, na regiéo do hipocampo superior,
sendo que a concentragdo de proteina viral no sistema limbico € responsavel pela alteragio de
comportamento dos animais afetados, aumentando, ma maioria dos casos, a agressividade do
hospedeiroc (MURPHY et al,1985). Imediatamente apos a replicagio no encéfalo ha uma
distribuigdio centrifuga do virus em diregao aos outros ¢rgaos, podendo ser detectado na saliva de
varios animais, comprovando a disseminag&o em direcdo as glandulas salivares (DEAN, EVANS &
MCCLURE 1963), havendo fortes indicios de predominancia de altos titulos do VR na glandula

salivar submaxilar.
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No final do século XIX e inicio do século XX, a necessidade em desenvolver uma
metodologia eficiente de diagnéstico da raiva, fez com que diversos estudos patoldgicos fossem
desenvolvidos, que culminaram na evidenciagdio de inclusSes no interior do citoplasma das
células nervosas, inclusdes estas que permanecem até hoje como sinal patognoménico para
diagnostico. As inclusdes receberam o nome de seu descobridor, Adelchi Negri, passando a ser
chamadas de “corpusculos de Negri” (NEGRI, 1903; PERL, 1975). WARRELL, DAVIDSON &
POPE (1976) ¢ WARRELL & WARRELL (1988) descreveram que os achados patologicos, em
casos de raiva humana, limitam-se 4 ocorréncia de infiltrado inflamatério perivasculares, congestdo
de vasos sangiiineos, algumas neuronofagias, e pequenas areas de necrose neuronal, alteragdes estas
que ndo justificam o elevado grau de disturbios traduzidos pelos sintomas como aerofobia,
hidrofobia, excitabilidade, incoordenagdes, convulsdes e coma. NEHAUL (1955) e PERL
(1975) observaram quadros patologicos diferentes em pessoas agredidas por quirbpteros,
tendendo a desenvolver mais paralisias progressivas, Estes autores descreveram ainda que ndo
observaram alteragbes patologicas significativas em outros Orgdos, embora corpisculos de Negri
pudessem ser detectados, o que foi confirmado por HELMICK, TAUXE & VERNON (1987) ao

isolarem o VR post mortem de varios 0rgdos.
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1.5. ASPECTOS CLINICOS DA RAIVA

1.5.1. CONSIDERACOES QUANTO A EXPOSICAO E INFECCAQ

Varios estudos da histdria da raiva como por exemplo o descrito por BABES (1912),
apontam casos de agressGes humanas que ndo evoluiram para doenga, em situagdes de auséncia total
de tratamento pos-exposicio, e sendo que o animal agressor provocou a morte de pelo menos uma
pessoa. Fatores ja analisados como quantidade de VR inoculado no momento da agressio, tipo de
agressdo, e local da mordida podem explicar em parte a nfio evolugiio nesses casos, porém devemos
salientar ainda que, como € usual encontrarmos sorologia positiva para VR em animais que nunca
tomaram vacinas, ¢ de se esperar nestes casos ter havido uma imunoprofilaxia naturalmente
adquirida (BLACK & WIKTOR, 1986). MCKENDRICK (1941) ja4 apontava como sendo as
mordidas por animais raivosos a forma mais comum de haver infec¢do e desenvolvimento da
doenga, sendo que somente nas Gltimas décadas € que se observaram outras vias de penetragdo como
possiveis de provocar a doenga, vias estas ja discutidas quando abordamos a transmissibilidade do
VR. Chamamos a atengio para o crescente numero de casos mais recentemente descritos como

exposigbes de origem desconhecidas, ou seja, ndo ficaram caracterizadas fontes de infecgdo, apos

excluidas as tradicionais (CENTERS FOR DISEASE CONTROL, 1984; CHADLI, 1986).

Como formas ndo naturais de infec¢fo, a literatura aponta o transplante de cornea
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL, 1980 e 1981), a vacinagdo humana com material
inadequadamente inativado (PARA, 1969) e a possibilidade de transmissdo sangiiinea, devido a

viremia observada em pacientes raivosos (BURNE, 1980).

Introducdo

59



1.5.2. PERIODO DE INCUBACAO DO ViRUS DA RAIVA

Tanto em humanos quanto em animais, ¢ periodo de incubagdic do VR tende a ser
extremamente variado (DUTTA, 1992), podendo ser de apenas uma semana (PHUAPRADIT et al,,
1985) até varios anos (WANG, 1956; DEAN, EVANS & MCCLURE, 1963, CENTERS FOR
DISEASE CONTROL, 1965, WILDE & CHUTIVONGSE, 1988; GRATTAN et al., 1992).

O periodo de incubagdo, assim como o ja abordado sucesso ou ndo da infecgdo viral, esta
relacionado com a quantidade de particulas virais inoculadas, distincia do local de inoculagio do
SNC, e estado imunologico do hospedeiro (SIKES, 1962). Ha uma tendéncia do periodo de
incubacdio ser menor em criangas do que adultos (DUPONT & EARLE, 1966, HELD, TIERKEL &
STEELE, 1967), assim como também ser menor, naqueles casos onde o paciente recebeu
corticoterapia apos  exposi¢do ao agente (ANDERSON et al., 1985; ENRIGHT, 1974).

E de extrema importincia observarmos que no final do periodo de incubagdo, ou seja, antes
da instalagio de um periodo prodrémico propriamente dito, ¢ comum a eliminagdo do VR
pela saliva do animal, principalmente do cdo, por até cinco dias anteriores, sendo que nesta fase o
mesmo ndo apresenta nenhuma sintomatologia da raiva, havendo citagdo na literatura de elimina¢dio
do VR por esta via, quando inoculado experimentalmente, por até treze dias antes de inicio da fase
prodrdmica (FEKADU, SHADDOCK & BAER, 1982).
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1.5.3. PERIODO PRODROMICO E SINTOMATOLOGIA INICIAL

As alteragdes iniciais observadas quase sempre sdo confundidas com outras doengas por néo
serem especificas, tais como febre, calafrios, cefaléia, cansago, inquietagdo ou sugestivas de
envolvimento do aparelho respiratorio, (como tosse, dispnéia, irritagio da mucosa), aparetho
digestorio (anorexia, nauseas, vomitos, dores abdominais, diarréia) (HATTWICK, 1972). A medida
que a doenga progride, observam-se alteragSes mais caracteristicas de encefalites, como por
exemplo a fotofobia, o priapismo, a agitagdo ou depressdo, o aumento da libido, a hiposbnia e
distirbios psicologicos (BHANDARI & KUMAR, 1986, CENTERS FOR DISEASE CONTROL,
1988). Em varios casos humanos, hd queixa de dores no local da mordida e parestesias
(TANGCHAI, YENBUTR & VEIJAIIVA, 1970; KAPLAN, TURNER & WARRELL, 1985). Nos
animais, observamos alteragdes bem semelhantes aos humanos, embora alguns distirbios sejam de
dificil caracterizagio (CENTERS FOR DISEASE CONTROL, 1988).

1.5.4. PERIODO DE ENVOLVIMENTO NEUROLOGICO AGUDO

Em uma fase mais adiantada da doenga ha disfungdes neuroldgicas mais observaveis, sendo
que quando ha uma hiperatividade, o quadro ¢ classificado como raiva furiosa, ao passo que quando
ha predominio de paralisias, € considerada raiva paralitica ou muda (LOVE, 1944, CHOPRA et al,,
1980; VERMA et al., 1985; LANSKA, 1992). Periodos febris, rigidez da nuca, tremores
musculares, convulsBes e hipersalivagiio podem ser encontrados em quaisquer das duas formas maits
comuns de apresentagio da doenga, segundo esses autores. Na raiva furiosa, ansiedade, agitacdo,
alucinagio, agressdo e alteragdes de comportamento graves podem ser fregiientemente encontradas,
associadas a quadros intermitentes de hidrofobia (WARRELL, DAVIDSON & POPE, 1976;
ANDERSON et al, 1985), além de reagdes violentas a outros estimulos como tateis, auditivos,
olfatérios e visuais. A simples movimentagdo do ar pode ser suficiente para desencadear um
processo de agressio ou convulsdo. Ainda nesta fase, ha alternéncia entre periodos de extrema

agressividade com periodos de relativa normalidade, conforme observaram KAPLAN, TURNER
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& WARRELL (1985). Tais periodos ocorrendo em animais, principalmente os de companhia,
acabam por significar riscos potenciais a seus proprietarios, ndo so pela possibilidade de transmisséo
do virus como também pelas lesBes provocadas devido as mordidas, geralmente em criangas, ja que
a alterndncia de comportamento levam com freqiiéncia o proprietirio e até mesmo o médico
veterinario menos atendo, a ndo acreditar tratar-se de encefalite pelo VR. Na raiva paralitica, ¢
comum observarmos um quadro inicial de parestesia, evoluindo para paralisias flacidas, diminuigdo
dos reflexos, paraplegia, triplegia e tetraplegia (CHOPRA et al,, 1980). H4 casos de paralisias
multiplas de inicio sibito, nem sempre caracterizando uma evolugo da sintomatologia. Observa-se
ainda relaxamento de esfincteres e alteragBes sensoriais significativas (PAWAN, 1939). Paralisias
dos musculos da degluticio e da respiragiio acabam, assim como na raiva furiosa, levando o
hospedeiro a morte (HEUSCHELE, 1987).

1.5.5. CASOS ATIPICOS E COMPLICAC()ES NA RAIVA

BHATT et al. (1974) e GODE et al. (1976) descreveram uma série de alteragdes organicas
eventuais, principalmente nos casos em que os pacientes apresentaram uma fase clinica mais
prolongada, tais como edema cerebral, aumento de secregdo de horménio antidireético, diabetes
insipidus, hipoxemia, arritmias cardiacas, hipotensio, retengdo uriniria, hipotermia, e hemorragia
intestinal (CENTERS FOR DISEASE CONTROL, 1988). A literatura demonstra citagSes de
envolvimento cardiaco provocado pelo VR, tais como achados eventuais de corpusculos de inclusdo
e miocardite focal em pequeno nmiumero dos casos humanos examinados (ARAUJO, BRITO &
MACHADO, 1971). Outros quadros atipicos de raiva animal, tém sido relatados na literatura,
levando a confusdes de diagndstico clinico, o que abordamos no diagnéstico diferencial da raiva e

na discussdo do presente trabalho.
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1.6. DIAGNOSTICO

1.6.1. DIAGNOSTICO CLIiNICO

Considerando que a maioria dos casos humanos e animais com encefalite sugestiva de raiva
apresentam sintomas bem caracteristico da doenga (LANSKA, 1992), é de se esperar que o
diagnéstico clinico correto seja feito com certa freqiiéncia. A pratica, porém, ndo tem demonstrado
que ha uma eficiéncia desejavel neste tipo de diagndstico por uma série de fatores. ANDERSON et
al. (1985) apontaram como alguns desses fatores, os sintomas inespecificos que podem ocorrer
durante a fase prodrémica, levando o clinico, tanto da drea humana quanto veterinaria, a suspeitar de
outras doencas infecciosas ou ndo, ¢ até mesmo doengas degenerativas. Nos paises pouco
desenvolvidos, as falhas de formagdo profissional e de informagdo continuada a rede de assisténcia a
saide, tendem a contribuir para a falta de diagnostico clinico precoce, sendo que mesmo nos paises
desenvolvidos, grande parte dos casos humanos s6 sfo diagnosticados ap6s a necropsia (DUPONT
& EARLE, 1966; CENTERS FOR DISEASES CONTROL, 1985, 1988), ou quando o paciente
desenvolve encefalite de origem desconhecida associada ao historico de possivel exposigio ao VR
O diagnéstico tardio da doenga pode, de certa forma, comprometer o esquema de tratamento pos
exposi¢io de todas as pessoas que tiveram contato com o paciente, ou seja, 0s comunicantes na
defini¢iio usual da epidemiologia (REMINGTON, SHOPE & ANDREWS, 1985). E importante
conhecer os agentes causadores de meningoencefalites, principalmente os virais, que comumente
podem causar dividas, quer na patogenia, quer nas manifestagbes clinicas, como por exemplo, a
pseudoraiva, a rinotraqueite infecciosa, ¢ a febre catarral maligna (HEUSCHELE, 1987). Outras
doengas infecciosas que podem lembrar quadro clinico de raiva sio o tétano, malédria cerebral,
doengas por rickettsias, febre tifdide, e ainda as ndo infecciosas tais como sindrome de Guillan-

Barré, intoxicagio por produtos quimicos e encefalomielite alérgica vacinal (TURNER, 1983;

2

HEMACHUDHA et al., 1987).

Em medicina veterinaria, encefalites provocadas por doengas virais como a cinomose em

ces, a encefalomielite virdtica dos eqiiideos, a encefalomielite ovina, e a doenga de Aujewsky em
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suinos, podem levar o clinico menos atento a erro de diagnostico. As ocorréncias menos comuns,
mas de igual importincia no diagnostico diferencial como a listeriose, abscessos pituitarios,
linfossarcomas compressivos, hipovitaminose A, botulismo, ingestdo de plantas toxicas, toxemia por
organofosforados, envenenamento por chumbo, salivagio por ingestio de toxinas de anfibios,
conseqiiéncias de parasitoses, e doengas congénitas de envolvimento neurologico sdo algumas
patologias ou disfungdes que sempre devem ser consideradas quando o clinico analisar um

envolvimento neuroloégico, nas diversas espécies animais (SHERMAN, 1987).

1.6.2. DIAGNOSTICO LABORATORIAL
De acordo com ANDERSON et al. (1985), testes quimicos e hematologicos ndo sdo

totalmente seguros para o diagnéstico de raiva, devido alteragbes significativas ndo serem
observadas em todos os casos positivos. Normalmente observam-se a hematologia, indices
ligeiramente fora dos padrdes nos primeiros dias de curso do quadro clinico, acentuando-se a
medida que a doenga progride, 0 mesmo acontecendo a anélise da urina, e exame do liquido cefalo
raquidiano. KOMSUOGLU, DORA & KALABAY (1981) afirmaram que o eletroencefalograma
(EEG) sd caracteriza alteragbes significativas no periodo final da doenca. Outros meios de
diagndsticos , tais como a tomografia computadorizada e a ressondncia magnética, edema ¢ sinais
indicativos de infartos cerebrais podem ser observados 4 medida que a doenga progride (CENTERS
FOR DISEASE CONTROL, 1988). Ao longo do tempo diversas técnicas de diagnostico tém sido
utilizadas para o VR, geralmente utilizando o material, tanto animal quanto humano, coletado apos a
morte destes, sendo que prevalece as técnicas rotineiras de diagnostico, principalmente a
imunofluorescéncia direta (SILVA, SILVA & GUIMARAES, 1973).

Para diagnostico ante mortem, pode-se utilizar a técnica de bidpsia de pele com bastante
sucesso (BINGHAM & MLAMBO, 1995), juntamente com a imunofluorescéncia direta, ou ouiras

técnicas como coleta da saliva e inoculagdo intracranial em camundongo ou em cultivo celular,
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impressdo da coOrnea, utilizagio da secregdo traqueal e liquido cerebroespinhal. E importante
salientar que nenhuma destas técnicas produzem 100% de resultado positivo nos casos de raiva em
pesquisa ante mortem. Os laboratorios de diagnostico de raiva utilizaram por longo periodo a
identificacdio dos corpusculos de inclusdo citoplasmatica, conhecidos por corpusculos de Negri para
diagnéstico post mortem (FU, WETHE & ZHENG, 1993). Porém, devido ao grande nimero de
resultados falso-negativos e ao aparecimento de técnicas mais confiaveis tal método deixou de ser
utilizado rotineiramente. No Brasil, a rotina laboratorial nos laboratdrios credenciados utiliza as
provas de imunofluorescéncia direta e isolamento do virus, também chamada de prova biologica ou
inoculagio em camundongos. A imunofluorescéncia direta demonstra ser um método de grande
sensibilidade, revelando as particulas virais disseminadas pelo material examinado, € evidenciando a
infeccdo pelo VR mesmo que pouco material viral esteja contido na amostra. A evidenciagio se faz
através de mintisculos pontos fluorescentes, denominados comumente de “poeira antigénica”, que €
o resultado da ligagio do antigeno viral com o anticorpo comjugado com isotiocianato de
flurosceina, quando submetido a iluminagic especial (SILVA, SILVA & GUIMARAES, 1973). A
prova biolégica consiste em preparar o tecido nervoso a ser pesquisado, transformando-o em um
macerado diluido em solugfio fisiol6gica, e tratado com antibidticos, para inoculagdo intracerebral
em camundongos lactentes, na expectativa de reprodugéo da doenga. Apds a inoculagio aguarda-
se por um periodo minimo de 21 dias com observagdo didria para detectar quaisquer
sintomatologias ja4 conhecidas da infecgio pelo VR nestes animais. Os tecidos nervosos dos
camundongos mortos neste periodo sdo coletados e submetidos a um novo exame de
imunofluorescéncia direta para confirmar se a causa foi realmente a raiva. Todo este processo visa
garantir o maximo possivel de confiabilidade no resultado dos exames. (NILSSON & SUGAY,
1966).

A imunofluorescéncia direta e a prova biologica sdo de grande valor para o diagnostico da
raiva na rotina laboratorial devido a pouca possibilidade de ocorrer falso-negativos, mesmo quando
comparados com o diagnostico citolégico imunchistoquimico (FEIDEN et al., 1985). ZIMMER et
al. (1990) descreveram que os principais métodos de diagndstico tém sido comparados quanto a sua

eficiéncia. A técnica de peroxidase e anti-peroxidase juntamente com a imunofluorescéncia direta
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sio as que apresentam melhores resultados quando comparadas com a prova bioldgica, cultivo
celular, identificacio de corpiisculos de Negri e avaliagio de alteragdes inflamatorias nos tecidos,
sendo estes dois ultimos métodos de pouca utilizagdo no diagnostico definitivo. Ainda em relagdo
ao diagndstico, a técnica de imuno diagnostico enzimatico rapido para raiva (RRAID) tem sido
apresentada como método de maior sensibilidade ¢ especificidade para o VR, quando comparada
com a imunofluorescéncia direta e a prova bioldgica, porém com necessidade de adaptagBes aos
diferentes hospedeiros observados para este agente (SAXENA et al., 1989). E importante salientar
que em certa situagdes, como por exemplo na utilizagdo de saliva de animais raivosos para
diagnéstico, tanto a imunofluorescéncia direta quanto o teste enzimatico ndo apresentam diversidade
quanto a sensibilidade (JAYAKUMAR, RADAMASS & RAGHAVA, 1989). Anticorpos contra o
virus da raiva podem atualmente ser detectados por diversas técnicas, sendo que o método imuno
ensaio enzimatico (ELISA) e o teste de inibi¢do rapido (RFFIT), parecem ser os que mais tém
sensibilidade (MEBATSION et al., 1992).
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral:
o Estudar prospectivamente as manifestagdes clinicas da raiva em animais domésticos, durante a

ocorréncia da epidemia em animais no municipio de Mogi Guagu e regido, estado de Sdo Paulo,

no periodo de 1989 a 1998.

Objetivos especificos:

o Estudar as manifestaces clinicas tipicas e atipicas da doenga, que ocorreram no periodo.
o Estudar as alieragdes macro e microscopicas dos tecidos dos animais vitimas da doenga.

e Estudar a correlagiio anatomo-clinica dos casos tipicos e atipicos da doenga.

Objetivos

77



Animais e Métodos

79



3. ANIMAIS E METODOS

3.1. SELECAO DA AMOSTRAGEM

Durante uma epidemia de raiva animal na micro regido de Mogi Guagu, estado de Sao Paulo,
envolvendo inclusive os municipios de Mogi Mirim, Itapira, Estiva Gerbi ¢ Leme, houve a
necessidade de implantagdo de um Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) para as atividades de
controle da doenga raiva em animais e outras zoonoses. A implantacio do CCZ propiciou a busca
ativa dos casos, observagdo clinica dos animais, coleta de material e encaminhamento para 0s
laboratérios oficiais de diagnostico, além de fornecer subsidios para os procedimentos médicos de
atencdo a saude coletiva quanto & vacinagio ou soro-vacinagio humana. Mesmo durante a fase de
implantagio do CCZ passamos a fazer observagdes clinicas dos animais que teriam algum tipo de
envolvimento na cadeia epidemiolégica da raiva. Os animais clinicamente doentes (com
sintomatologia tipica esperada para raiva), os suspeitos, os comunicantes ¢ os agredidos (e
provavelmente em perfodo de incubagio) eram encaminhados para o Centro de Controle de
Zoonoses para os procedimentos de rotina. A populagio foi orientada para que informasse sobre
todo animal que apresentasse mudanga de comportamento, por mais sutil que este se
manifestasse, para que a unidade de controle o retirasse do convivio doméstico ou da rua, mesmo
que temporariamente, € o submetesse a observagdes diarias no intuito de caracterizar manifestages
clinicas sugestivas da infecgio pelo VR. Todo animal encaminhado ao CCZ era submetido a exame
clinico ¢ colocado em observagio por um periodo minimo de dez dias a partir de uma possivel
agressio a humanos ou a detecgdo, ainda na residéncia, de mudangas de comportamento. Pelo
menos quatro vezes ao dia os animais em isolamento eram rigorosamente observados para a
detecgio de quaisquer sintomatologias sugestivas de infecgdo pelo VR, sendo os dados anotados em

folha de observagdo propria.
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Cies nio domiciliados capturados nas ruas ¢ os que eram espontaneamente doados para as
equipes de captura ou levados até o CCZ eram mantidos em canis coletivos, excetuando aqueles
com sintomas sugestivos da raiva ou com alguma outra doenga manifestada. Utilizou-se ainda,
como fonte de infec¢fio, os animais que eram encaminhados ja mortos ao CCZ, quer por municipes,
quer por médicos veterinarios autdnomos. Alguns casos de animais mortos vieram de municipios
vizinhos para coleta de material e encaminhamento para analise laboratorial. Além de cdes, drgéos
de alguns felinos e bovinos que também morreram com sintomas neurologicos e com diagnostico

posterior positivo para VR, foram regularmente examinados.

E importante salientar que todos os animais que morreram naturalmente, desenvolvendo ou
ndo sintomas da raiva, nos canis de isolamento ou coletivos, tiveram o SNC coletado para
diagnostico, como também fragmentos do tecido cardiaco e de diversos orgos em alguns casos para
serem posteriormente processados, tdo logo o envolvimento do VR fosse confirmado. O mesmo se
deu com os cdes que, por motivos variados, tiveram a historia natural da doenga abreviada por
eutanasia e, ainda, os que foram encaminhados ja mortos para o CCZ. Um dos objetivos iniciais era
estudar a disseminacgio do VR no tecido cardiaco, razio pela qual no primeiro momento somente ter
sido coletado fragmentos do SNC e coragfio. Passamos, posteriormente, a coletar fragmentos dos
diversos érgios de todos os animais caracterizados como possivel fonte de infec¢o. Gragas ao
acompanhamento clinico rigoroso dos animais em observagdo ¢ que se pdde observar a morte sibita
em alguns clies que aparentemente ndo apresentavam quaisquer sintomas sugestivos da doenga

raiva, ou outra patologia clinicamente detectavel.
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3.2. CASUISTICA

Como a proposta inicial era estudar mais detalhadamente o tecido cardiaco de animais
raivosos, nos primeiros casos ndo foram coletados outros 6rgos, a no ser tecido nervoso do SNC e
o coragdo (periodo de agosto de 1989 a julho de 1990). Todos os animais que foram encaminhados
ao Centro de Controle de Zoonoses no periodo de agosto de 1990 a agosto de 1998, ja mortos ou
que tiveram morte natural no CCZ, e que tinham importancia epidemiologica (atropelamentos,
doengas com envolvimento neurologico, mudanga de comportamento, histérico de ter sido
agredido anteriormente por animais de destino desconhecido, morte siibita) foram necropsiados,
com coleta de fragmentos do SNC para envio a laboratérios credenciados para o diagnéstico do VR,
e coleta de fragmentos dos diversos orglos. Entre animais das espécies canina, felina e bovina,
foram coletadas amostras de tecidos de 6335 animais, sempre observando o critério de haver um
indicativo epidemiolégico importante no historico do animal ou no proprio Obito, relacionado com a
possibilidade de ocorréncia da doenga raiva. A distribui¢do dos casos ¢ do material colhido estao

descritos na Tabela 3.
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Tabela 3 - Distribui¢édo da coleta de material segundo causa da morte no
periodo de agosto de 1989 a agosto de 1998

ESPECIE - - CAUSA DA MORTE NUMERO DE CASOS .
Cies:
.Sem observacdes clinicas:

. Atropelamentos ¢ morte 33

. Atropelamentos com necessidade de
eutanisia 10

. Eutanasia na propria residéncia ¢
realizada pelo proprietario 39

.Observacgdes clinicas por outros profissionais:
. Encaminhados por clinicas veterinarias,
ja mortos, com historico de agressaes 23
.Observacdes clinicas no CCZ:
. Sintomatologia neurologica tipica da raiva,

com morte espontanea 268
. Sintomatologia neurclogica tipica da raiva,

com eutandsia por solicitagdio do proprietirio 71
. Mudanca de comportamento ¢ morte

espontiinea sem sinais neurologicos tipicos 38

. Encaminhados para observacio
com histéria de agressio anterior porém
sem sintomas neurolégicos no CCZ, com

morte espontinea por outras doencas 97
. Animais em periodo de observacio, sem
smtomas € com morte snhlta mesperada 12
Gatos . Atropelamentos seguldos de morte 6
. Doencas de envolvimento neuroldgico tipico 13
. Eutandsia na propria residéncia, realizada pelo
proprietario 4
. Entanasia no CCZ, por solicitacao do
proprietirio 5
. Encaminhados por clinicas veterinarias 3

. Agressores por outras doencas, sem

envelvimento neurelogico 4

._Morte abita 3

Bovinos: B Doenc;as ‘de envolvimento neuroldgico tipico 4
. Morte acidental com historico

__de agressio anterior por ¢io 2
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Para garantia dos resultados, no mesmo periodo, 65 amostras controle de SNC foram
encaminhadas para diagnostico laboratorial sendo que desses, 20 foram processadas para
histopatologia. Todas essas amostras pertenciam a animais da espécie canina, foram coletadas
aleatoriamente e tiveram diagndstico laboratorial negativo para o VR. Dos 635 casos de importancia
epidemiologica encaminhados para diagnostico laboratorial, 112 apresentaram diagnostico positivo
para raiva na imunofluorescéncia direta e prova biologica. Deste total, 74 foram utilizados para o
presente estudo. Foram selecionados também 10 casos de animais vitimas de outra doenga viral, a
cinomose, tipica de cdes, para estudo dos mesmos materiais coletados para a doenca raiva, ¢

posterior avaliagdo comparativa.

Considerando que desde a coleta de material e remessa ao laboratorio credenciado de um
caso com envolvimento epidemioldgico importante para a doenca raiva até que se tenha o
diagnostico conclusivo demanda algum tempo, principalmente devido & prova biolégica, ndo nos
restou outra alternativa a nio ser coletar fragmentos de tecidos de todos os animais encaminhados,
iniciar a fase de processamento e aguardar os resultados para dar continuidade ou néio ao processo.
Os animais eram necropsiados sempre com a preocupagio de detectar alteragbes orgénicas
macroscopicas sugestivas da raiva (como por exemplo a presenca de corpos estranhos no estémago e
intestino ) como também de outras doengas tipicas de animais (como por exemplo gastroenterite por
outras viroses ou parasitas). Fragmentos de tecido nervoso, e de outros tecidos como glindulas
salivares, lingua, estdmago, intestinos, linfonodos diversos, rins, bexiga, supra-renal, figado, bago,
pulmao foram retirados e colocados em solugdo de formol a 5%, em recipientes devidamente
identificados. Todos os coragdes dos animais envolvidos foram coletados inteiros, bem como os
respectivos SNC, sendo que destes, parte foi preservado e o restante encaminhado para diagnostico

{aboratorial.
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3.3. METODO DE PROCESSAMENTO DO MATERIAL

O uso da parafina como método de preservagio de estruturas para visualizagiio microscépica
tem sido largamente utilizada ao longo do tempo ¢ demonstra ser um dos melhores métodos mesmo
quando comparado a outras formas de preservagdo (BOURGON & CHARLTON, 1987). Apés a
confirmagiio da positividade da amostra para o VR, o material que estava ja a alguns dias na
solugdo de formaldeido a 5% era encaminhado para o laboratério de histopatologia do Departamento
de Anatomia Patologica da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP), onde através de técnicas rotineiras era colocado em blocos de parafina (em
média 20 blocos para cada animal) para posterior confecgdo de liminas e submetidos a técnicas de
coloragdio. Ao processar o tecido cardiaco, além das estruturas musculares procurou-se coletar as
regides anatomicamente conhecidas como concentrantes de génglios ¢ outros tecidos nervosos. No
total foram confeccionadas 1152 laminas (ja4 descartadas as que apresentavam quaisquer tipos de
imperfeictes & confecg#o), sendo 992 de animais positivos para o VR e 160 dos animais controle.
Além disso, tecidos de 10 animais com diagnéstico laboratorial positivo para cinomose, doenga de
envolvimento neurologico tipicamente canina, foram também processados para que pudéssemos ter
um padriio comparativo de outra doenga viral, dando um total de outras 82 ldminas. Todas as
[Aminas foram submetidas & técnica de coloragdo pela hematoxilina-eosina (FIE), identificadas
adequadamente (tecido de origem) e numeradas, sendo que os blocos originais foram igualmente
identificados e arquivados, seguindo metodologia de processamento laboratorial descrita por
ALLEN (1992). Os tecidos que deram origem aos fragmentos coletados, estdo conservados em
solugfio de formaldeido e submetidos periodicamente a substituigdo da solugiio. Depois de prontas,
as laminas foram criteriosamente examinadas. Foram anotadas todas as alteragdes histopatologicas
observaveis a microscopia Optica tais como presenga de infiltrado inflamatério intersticial, infiltrado
inflamatério perivascular, necroses focais, ganglioneurite, corpusculos de Negri, hemofagocitose, e
outras ndo relacionadas com a raiva, como granulomas inespecificos e cistos parasitarios, nos
tecidos dos Orgdos examinados e linfonodos regionais. Para quantificagdo dos achados
histopatolégicos, procuramos colocar em categorias de acordo com o nimero de achados, conforme

demonstrado na Tabela 4.
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Tabela 4 - Critério de quantificacdo de achados histopatologicos
observaveis a microscopia éptica_

Achado discreto + > 5§ achados
Achado moderado ++ 6 a 15 achados
Achado intenso +++ < 15 achados

Os fragmentos de tecidos preparados a coloragio HE que demonstravam alteragdes
significativas observdveis 4 microscopia Optica, ou seja, que foram classificados como achado
intenso conforme descrito na tabela anterior, eram selecionados {os blocos parafinados) para serem
submetidos a imunohistoquimica, com exce¢do do material oriundo dos animais vitimas de morte
subita. A investigagio do VR pela técnica imunohistoquimica, foi demonstrada em casos de raiva
humana (FEIDEN et al,, 1985), sendo que nos animais objetos do presente trabatho, o referido
pesquisador deu sua contribuigio utilizando igualmente anticorpo especifico contra a
ribonucleoproteina (RNP) do VR (FEIDEN et al., 1988). Nao foi possivel submeter todo o material
3 analise imunohistoquimica, porque dependiamos de envolvimento de pesquisadores de outras
instituicbes, porém o material encaminhado para ser processado fora do pais forneceu resultado
suficiente para complementar nossos estudos. Dos 74 casos estudados, 22 foram submetidos &
imunohistoquimica na Alemanha, sendo principalmente segBes do tecido cardiaco, da glandula
salivar, da supra-renal ¢ do SNC. Deste material processado na Alemanha, 34 laminas pertencentes a
10 animais foram devolvidas para a origem, todas com positividade ao VR demonstrada através de
anticorpos monoclonais. Os casos de cinomose foram selecionados a partir de investigagdo da
historia natural da doenga durante o periodo que estiveram sob a guarda dos respectivos
proprietarios ou internados em clinicas veterindrias, associados a evidenciagio clinica da doenga,
principalmente a instalagio  de mioclonias tipicas. Todos os casos foram confirmados

laboratorialmente e também encaminhados para analise da presenga do VR.
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Os 20 animais separados para controle passaram por exames clinicos e foram submetidos a
eutandsia apos um periodo de observagdo idéntico aos animais suspeitos de raiva, sendo parte dos
encéfalos encaminhados para exames laboratoriais. Embora ao longo de todo o perfodo de coleta de
material utilizado neste trabalho nfio foram somente estes que apresentaram diagnostico negativo
para o VR, somente destes foram coletados fragmentos dos diferentes 6rgéos por terem sido
submetidos a acompanhamento clinico rigoroso e necropsiadosl. A pesquisa histopatologica desses
animais foi feita de forma *“cega simples”, ou seja, sem que se conhecesse a origem, para nfio haver

nenhum tipo de indugfo.
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4, RESULTADOS

4.1. RESULTADO DA IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA E
PROVA BIOLOGICA

Todos os exames para diagnéstico de raiva foram encaminhados para o Centro de Controle
de Zoonoses do municipio de S#io Paulo ou para o Instituto Pasteur de Séo Paulo. Como
procedimento de rotina, o material foi processado para imunofluorescéncia direta e prova biol6gica.

O resultado das amostras enviadas aos laboratérios credenciados estio distribuidos na Tabela 5.

Tabela 5 - Resultado laboratorial para a raiva dos casos de importincia
epidemiolégica enviados para diagnéstico no periodo de
_agosto de 1989 a agosto de 1998

Numero de casos animais analisados em Iaboratono ............... 635
Cas0S ANIMAIS POSIIIVOS PATA A TAIVA. ciiiuuisummmssinisturinisasereniio s 112:417,6T%)
. Caninos posmvos .107
. Felinos positivos..........cccceeennivisecininnncanan, 3
. Bovinos positivos.. .2
. Animais negativos.......cc.suusierrscasssns ....519
. Casos impossibilitados de dlagnéstlco laboratorial.....cccrcneeres 4

Casos humanos Posiivos para raiva no mesmo periodo..oierrvcse3 .

Das 635 amostras, 04 nfo puderam ser processadas devido ao adiantado estado de
decomposi¢io. No periodo de agosto de 1989 a agosto de 1998, 03 casos humanos tiveram
diagnéstico para raiva na regido, sendo o material igualmente encaminhado ao Instituto Pasteur de
Sio Paulo.
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' 4.2. RESULTADO DA AVALIACAO CLINICA NO PERIODO DE
OBSERVACAO DOS ANIMAIS

Durante o periodo de observagdo dos animais recothidos a0 CCZ, ou que permaneceram na
residéncia, pdde-se caracterizar o desenvolvimento da raiva nas suas manifestagdes clinicas
tradicionais em pelo menos 59 casos. Doze cées tiveram morte stbita, sendo que desses, 10 estavam
recolhidos a0 CCZ. Definimos como morte sibita os casos em que o animal morreu sem manifestar
quaisquer sintomas tipicos de raiva ou de outras doencas durante o periodo de observagio, fato este
caracterizado pela observagdo criteriosa de todos animais no minimo 3 vezes ao dia, sendo ainda
submetidos A necropsia to logo fossem detectadas as mortes. Dos 12 cies com morte subita, 06
apresentaram diagnostico positivo para raiva ao exame laboratorial. Cinco desses animais estavam
no CCZ, sendo que um deles, oriundo de quarentena em residéncia (devido hist6rico de ser agredido
por cdo desconhecido 28 dias antes da morte), se enquadrava perfeitamente na nossa definigdio de
morte stubita. Enterite hemorragica, sem outras alteragdes tipicas da raiva, detectada clinicamente
através de produgio de fezes com indicios de sangue em decomposigio, eliminagdo de muco, e odor
caracteristico foram observados em 14 animais posteriormente diagnosticados positivos para raiva,
gue permaneceram vivos por um periodo superior a 4 dias de evolugdo clinica natural. Esta
ocorréncia também foi notada em 06 animais que foram tratados com terapia de suporte (reposicio
hidro-eletrolitica e sedagdo), permanecendo vivos por periodo superior a 8 dias de evolug8o clinica
da doen¢a. Em 02 cies, a manifestagdo clinica principal foi paralisia progressiva dos membros
posteriores sem caracterizagio de agressividade ou outras manifestagdes de distirbios de
comportamento, entrando em coma rapidamente (3 dias) e indo a 6bito. Um animal apresentou todos
os sintomas tipicos da doenga nos 4 primeiros dias de observacdo, iniciando um progressivo
processo de restabelecimento a partir do 5° dia, voltando inclusive a se alimentar guase que
normaimente no 7° dia de evolugdo clinica, porém no 9° dia iniciou um processo de paralisia
progressiva indo a obito no 12° dia. As principais ocorréncias verificadas durante a observagdo estéo
distribuidas na Tabela 6.
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Tabela 6 - Ocorréncias no periodo de observagdo dos animais de interesse
epidemiologico na histdria natural da raiva

. Niimero total de animais de interesse epidemiolégico .........cccoeviisncen s 635
. Nimero de cies de interesse epidemiologiCo. ... rreerriasiaccsnsncncsssssnssnnas 591
. Cies observados clinicamente.........ccccuernevecnmmnmmrraniniesescasmassasssssssssnssanas 403
. Cdes vitimas de morte subita durante a observaqéo .................................. 10
. Manifestacdes clinicas tradicionais nos animais da espécie
canina, POositivos para a raiva..........cuecsmnm e 59
Agressividade - . 24
Paralisias generalizadas.........c..oeeeemssmnsssmrncccreoscsensaninssen 13
Agressividade seguida de paralisias generallzadas ...... 22
SialOTTEIA. .. evovmeirmerrensrrmmrrremrsnnr s sa st arsaman s e s s s sammmsasssasaes 47
Paralisia da musculatura da deglutiGao........eccrsnisniiennnss 52
APALIA 1uoeeeeeeisirrsssmsnsisiennissanireassnraniasssesenssnreasasnansnnnsnsyorns 11
. Manifestacoes clinicas sugestivas de outras doengas de
envolvimento neurolégico em cées positivos para a raiva........c.ee 25
MiIOCIONIAS ...ccveeeeereerinreansemarecasrsmms s rassanmn s s anaanssaessass s onnassnnns 5
Auto MULHAGAO. ....cceverrermsrmcsasnmsmmnsn s s s essmsse s s e es e 2
J 7} (- P—— nesvoammmmancsasEsRSERERRORRRRRAS smLmAa 9
Alteracgao do reflexo pupnlar ............................................... 3
CONVUISOES. .. eereceersrmeremreseersrssresstsssansssasussntnssasssssrsensansas s sass 5
. Manifestagoes clinicas sem envolvimento neurolégico com
diagnéstico positivo para a faiva.........cresnnsnnssscsansnn e 17
Enterite hemorragica exclusivamente............cccveenaans 10
Broncopneumonia exclusivamente.........cc.ococcimnmnncncns 3
Enterite @ bronCOpPNeUMONIa........cccccnireisccensnissnmsnmnnnnd 4
_Caes vitimas de morte sibita positivos para a raiva...........scvumssessnin 6
_Numero de caes positivos para a Faiva.......oeeueiineins e ssensnsssssessssns 107
. Enterite hemorragica como um dos achados nos caes
POSitivos para a FaIVA......ueresssermmsemsenmsemrcessnsstssssnemearenes 39
. Evolugdo atipica quanto ao periodo patogemco esperado
da dOeNCA €M CAGS....cccusssesmmmsssisrsrmmssrsmissssssnsassensmnasensasnssmssssasaas 1
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Houve uma morte por asfixia logo no primeiro dia de observago apos o animal ser recolhido
ao CCZ por ter agredido o seu proprietario. A necropsia, verificou-se que houve asfixia por
alimentos deixados & disposi¢do do c#o, ja que este estava com dificuldade de deglutigdo. Tal fato

1nos induziu a mudanga na estratégia de fornecimento de alimentos a animais suspeitos de raiva.

A maioria das observagdes nos casos de cinomose foi no periodo final da doenga, onde ja ha
manifestagdo neurolégica tipica, sendo que nesta fase ¢ comum os proprietrios procurarem
descartar o animal devido 2 impossibilidade de resolugfio. Dos 10 animais observados, 04 tiveram
morte natural € 06 foram submetidos a eutandsia ap6s 15 dias de recolhimento a0 CCZ. Durante a
observagiio, pdde-se detectar ocorréncia de 04 casos de pneumonias tipicas na fase inicial da doenga,
além de mioclonias, apatia ¢ paralisias de ocorréncia final em todos os animais, conforme o

esperado ¢ citado na literatura.
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4.3. RESULTADO DAS NECROPSIAS

Todos os animais comprovadamente raivosos utilizados no presente trabalho foram
necropsiados para identificagdio macroscopica de possiveis alteragdes. Em 11 cées foram
encontrados objetos estranhos no estomago e intestinos (pedras, plasticos, madeira, tecidos, metais e
outros), provocando lesBes gastrointestinais por corpos estranhos, porém em 39 clies observamos
um quadro tipico de enterite hemorrigica com lesdes generalizadas ao longo da mucosa do intestino
delgado e em muitos casos estendendo para o intestino grosso. Lesdes por auto mutilagdo foram
detectadas em 02 cdes, sendo que um apresentava a parte superior da pata direita bastante mutilada
por mordeduras e lambeduras constantes ¢ outro com mutilagio do prepucio e parte do pénis (a
observagdo clinica ja havia detectado tais processos). Presenca de liquido no pulmdo foi achado
constante embora a caraterizagio de edema pulmonar generalizado s6 foi confirmada em 08 animais.
Em 16 cies observou-se comprometimento pulmonar provavelmente por infec¢des oportunistas,
produzindo grande quantidade de secregio muco purulenta. Peritonite generalizada foi encontrada
em um dos cdes que tinha ingerido corpos estranhos, sendo que neste caso havia uma transfixa¢éo
de um pedago de arame em uma alga intestinal com extravasamento de contetido intestinal para a
cavidade peritonial. Os casos de morte subita ndo apresentavam quaisquer alteragdes macroscopicas
significativas, salvo em 02 animais onde foram encontrados exemplares de Toxocara canis , 0 que
foi também achado macroscopico, junto de outras parasitoses, em 31 outros animais com
diagndstico positivo para raiva. Quanto aos demais casos de morte stbita que tiveram diagndstico
negativo para o VR, niio foi possivel chegar a nenhuma conclusio através da necropsia. Na maioria
dos animais que tiveram resultado positivo, pdde-se observar macroscopicamente, congestio dos
vasos no encéfalo. Tal achado foi comparado aos casos controle submetidos a eutanasia. Nestes,
nenhuma alteragdo foi detectada, a ndo ser as referidas parasitoses, embora com infestagdes sem
grande conseqiléncias aparentes para os animais hospedeiros. Dos 10 animais utilizados para
diagnéstico de cinomose, 04 apresentavam alteragdes pulmonares (pneumonias, atalectasia, edema

moderado) e 01 com urolitiase, sendo que um célculo jé havia se deslocado para a bexiga.
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4.4. RESULTADO DOS EXAMES HISTOPATOLOGICOS

Seguindo os critérios anteriormente apresentados (Tabela 4) referentes a quantificagdo do
achados histopatologicos, passaremos a apresentar os resultados por orgdos, ou seja, das 1152
laminas coletadas de diversos orgdos e estudadas. Um achado freqiiente, e de certa forma inesperado
a0 inicio dos nossos trabalhos foi a ocorréncia de hemofagocitose em quantidade acima do que se

normalmente observa como fato natural, em varios tecidos. Tal ocorréncia pode ser observada na

Figura 2.

Figura 2 ~ Ocorréncia de hemofagocitose em tecidos de animais com diagnéstico positivo para a raiva
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4.4.1. CORACAO

Dos 74 casos positivos para raiva que tiveram material cardiaco processado, foram
confeccionadas 407 JAminas dos ventriculos ( papilar anterior ¢ posterior ), atrios, no sino-atrial, €
aorta-pulmonar. Houve o critério de sempre tentar localizar um ou mais génglios nervosos na

observacio microscopica. Os achados mais comuns estdo distribuidos na Tabela 7

Tabela 7 - Achados histopatolégicos no coragao de cédes raivosos
a microscopla 6pt|ca de l&minas coradas pela HE

g *'Tipo de alteracio patologica e quantidade - - N.°de casos % do total
. Infiltrado inflamatério intersticial, intenso 27 36
. Infiltrado inflamatério intersticial, moderado 62 84
. Infiltrado inflamatério perivascular, intenso 27 36
. Infiltrado inflamatério perivascular, moderado 48 65
. Ganglioneurite nos ginglios vegetativos, discreta 59 80
. Corpusculos de Negri, discreto 28 38
. Hemofagocitose, intensa - 25 34
. Hemofagocitose, moderada 20 27
. Necrose focal, discreta 04 05
. Cisto parasitdrio tinico 02 03
. Granuloma inespecifico tmnico 01 01

Os coraghes de 01 bovino e 02 felinos examinados nfio apresentaram alteragBes

significativas. A evidenciag#io dos corptisculos de Negri, foi através da propria técnica de coloragéo
HE, nZo sofrendo o material quaisquer outros procedimentos de coloragio. Como foram feitas varias
lAminas de um mesmo tecido cardiaco, observaram-se alteragdes como os infiltrados inflamatérios

linfocitérios perivasculares em graus variados oriundos de um mesmo material.
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4.4.2. GLANDULAS SALIVARES

Foram examinas 113 liminas oriundas de 52 animais positivos para raiva, com achados

histopatolégicos descritos na Tabela 8.

Tabela 8 - Achados histopatolégicos nas glindulas salivares de caes raivosos
a microscopia dptica de laminas coradas pela HE

. Tipo de alteraciio patalégma ¢ quantidade 7 'N.°.decasos % do total
. Infiltrado inflamatorio intersticial
linfoplasmocitario, intenso 16 31
. Infiltrado inflamatério intersticial
linfoplasmocitario, moderado 38 73
. Ganglioneurite nos ganglios
parassimpaticos, discreta 36 70

Corpiisculos de Negrl, dlscreto e 12 23

4.4.3. SUPRA-RENAL

Foram examinas 86 lidminas oriundas de 52 animais positivos para raiva, com achados
histopatolégicos descritos na Tabela 9.

Tabela 9 - Achados histopatoldgicos na supra-renal de caes raivosos
a microscopia déptica de laminas coradas pela HE

" Tipo de alteracdo patolégica ¢ quantidade . N."de casos % do total _
. Infiltrado inflamatdrio intersticial
linfoplasmocitario intenso na regifio medular 07 13
. Infiltrado inflamatério intersticial
linfoplasmocitario moderado na regifo medular 18 35
. Ganglioneurite nos ganglios parassimpaticos das
imediagGes 22 42

.Co

nisculos de Negri, discreto 04

08
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4.4.4. INTESTINOS

Foram examinas 73 liminas oriundas de 52 animais positivos para raiva, com achados
histopatolégicos descritos na Tabela 10.

Tabela 10 - Achados histopatolégicos nos intestinos de cies raivosos
a microscopia 6pt|ca de aminas coradas pela HE

“Fipo de slteraciio patolégica e quantidade - N.>de casos % do total _
. Infiltrado inflamatério intersticial

linfoplasmocitério, intenso 18 35
. Infiltrado inflamatério intersticial

linfoplasmocitario, moderado 37 71
. Ganglioneurite nos plexos, moderado 11 21
. Infiltrado inflamatoério perivascular, intenso 01 02
. Infiltrado inflamatdrio perivascular, moderado 09 17
. Hemofagocitose, moderada 04 08
. Corpusculos de Negri, discreto 02 04
. Necrose da mucosa intestinal, moderada 07 13

Dos 52 animais raivosos examinados 39 apresentavam sinais clinicos de enterite hemorrdgica
aguda, fato confirmado & necropsia.

4.4.5. SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Parte do SNC foi separado para envio ao laboratério de diagndstico, sendo que geralmente a
metade do hemisfério cerebral mais fragmentos do cerebelo, regifio de tramsigiio para medula, e
porgdo inicial da medula foram processados para histopatologia. Dos 52 casos positivos para raiva
estudados, selecionamos 118 laminas, com achados patologicos descritos na Tabela 11. Como
resultado, destacamos também a ocorréncia de proteina viral indistintamente por todos os
componentes do SNC, nfio limitando-se aos tradicionais locais de concentrago citados na literatura.
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Tabela 11 - Achados histopatolégicos no SNC de caes raivosos
a microscopia 6pt|ca de laminas coradas pela HE

- Tipo de alteraciio patolégica e quantidade - 'N.° de casos - % do total
. Encefalite caracteristica no cérebro, moderada 19 36
. Encefalite caracteristica no cerebelo, discreta 05 10
. Infiltrado inflamatério linfoplasmocitario

discreto no tronco 35 67
. Infiltrado inflamatério linfoplasmocitério

moderado na medula (proximal) 12 23
. Infiltrado inflamatério linfoplasmocitério

perivascular, intenso 17 33
. Infiltrado inflamatério linfoplasmocitario

perivascular, moderado 24 46
. Necrose neuronal, discreta 15 29
. Corpiisculos de Negri, moderado 27 52

4.4.6. BEXIGA URINARIA

Foram examinas 37 liminas oriundas de 52 animais positivos para raiva, com achados

histopatolégicos descritos na Tabela 12.

Tabela 12 - Achados histopatolégicos na bexiga urinaria de cées raivosos
a mlcroscopla optica de laminas coradas pela HE
“Tipo de alteraciio patolégica e quantidade - N.° de casos % do total
_Infiltrado inflamatorio intersticial
linfoplasmocitario moderado na regido

adventicia dos vasos linfaticos 09 17
. Infiltrado inflamatério intersticial
linfoplasmocitério moderado na regido muscular 04 08

. Gang 1oneuntc discreta | 16 31
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4.4.7. PULMAO

Foram examinas 31 liminas oriundas de 52 animais positivos para raiva, com achados
histopatologicos descritos na Tabela 13.

Tabela 13 - Achados histopatolégicos no pulmao de cdes raivosos
a mlcroscopla 6pt|ca de laminas coradas pela HE

Tipo de alteraciio patolégica ¢ quantidade ~- -+ N.%.de casos % do total
. Infiltrado inflamatério intersticial

linfoplasmocitirio, moderado 05 10
. Antracose, moderada 22 42
. Atalectasia, discreta 13 25
. Edema, discreto 07 13
. Congestdo de vasos, moderada 09 17
. Ganglioneurite, discreta 08 15
. Hemofagocitose, discreta 06 11

44.8. RIM

Foram examinas 27 ldminas oriundas de 52 animais positivos para raiva, com achados
histopatolégicos descritos na Tabela 14.
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Tabela 14 - Achados histopatolégicos no rim de caes raivosos a
microscopia 6ptica de laminas coradas pela HE

“Tipo de alteraciio patolégica e quantidade < N.° de casos % do total

. Infiltrado inflamatério intersticial

linfoplasmocitario, intenso 05 10
. Infiltrado inflamatdrio intersticial

linfoplasmocitério, moderado 10 19
. Necrose focal crénica, moderada 05 10
. Pieloneftrite, discreta 07 13

Ureterite, discreta 06 11

4.4.9. BACO

Foram examinas 34 liminas oriundas de 52 animais positivos para raiva, com achados

histopatolégicos descritos na Tabela 15.

Tabela 15 - Achados histopatolégicos no baco de cées raivosos
& microscopia 6ptica de laminas coradas pela HE

_ Tipo de alteraciio patolégica e quantidade - N.° de casos % do total
. Plasmocitose, discreta 04 08
. Hemofagocitose, intensa 21 40
. Centros germinativos ativados, moderado 09 17
. Necrose focal, discreta 03 06
Autolise, moderada 02 04
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4.4.10. FIGADO

Foram examinas 28 laminas oriundas de 52 animais positivos para raiva, com achados
histopatolégicos descritos na Tabela 16.

Tabela 16 - Achados histopatolégicos no figado de cées raivosos
4 microscopia dptica de laminas coradas peta HE

Tipo de alteraciio patoléglca e qnautidade NS de casos % do total
. Hemofagocitose, moderada 19 36

. Necrose focal, discreta 07 13

. Autdlise, discreta 01 02

. Infiltrado inflamatério linfoplasmocitério

perivascular, moderado 03 06

4.4.11. LINGUA e GANGLIOS LINFATICOS ADJACENTES

Foram preparadas 26 laminas de tecido muscular da lingua e 12 laminas de ginglios
linféticos de regides diversas. No material processado do tecido muscular, quase niio se detectou
alteragBes significativas, sendo digno de nota apenas pequenas regides com infiltrados inflamatérios

linfoplasmocitérios discretos. Nos génglios linfaticos observamos a presenca de hemofagocitose em

03 casos.
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4.5. RESULTADO DA IMUNOHISTOQUIMICA

As laminas analisadas demonstraram uma grande quantidade de proteina viral distribuida
pelo citoplasma, principalmente nas células dos ganglios nervosos cardiacos (Figura 3) . O tecido do
SNC e glandula salivar examinados também demonstraram concentragdo de proteinas virais, em
intensidade varidveis. Dos animais submetidos & imunohistoquimica, 04 casos tiveram um curso
maior de periodo patogénico, sendo que pestes a quantidade de material concentrado nos
citoplasmas das células nervosas também foi maior. Chamou a atengdo o fato de 02 ces que
tiveram morte stbita, embora demonstrando pouca quantidade de material viral a
imunofluorescéncia direta no SNC (mas suficiente para serem considerados positivos), apresentarem
quantidade significativa de reagio & imunohistoquimica nas ldiminas oriundas dos génglios
cardiacos. Observamos ainda a imunohistoquimica, uma grande disseminagio do virus por todo o
citoplasma das células do material submetido a esta técnica de investigag#io, sendo que em alguns
casos, toda a célula nervosa apresentava a proteina viral, o que pode ser observado na Figura 4. Nos
cortes histopatolégicos obtidos em seqiiéncia ¢ submetidos a diferentes métodos de coloragdo para
observagio & microscopia, conseguimos detectar a ocorréncia de apenas alguns corpisculos de
Negri 4 observagiio por técnicas de coloragio usuais. O material contiguo, quando submetido a
imunohistoquimica, apresentava, além dos tradicionais anéis de concentragio de proteina que
caracteriza a formacfio dos corpusculos de Negri, uma quantidade relativamente grande de antigenos

distribuidos pelo citoplasma da celula.

Resultados

125



Figura 3 — Presenga do virus rabico em células do ginglio vegetativo do coragdo,
demonstrado por imunohistoquimica

Figura 4 — Presenga de virus ribico em células do SNC, demonstrado por imunohistoquimica
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4. 6. CORRELACOES ANATOMO-CLINICAS

Considerando que durante as observagdes pdde-se caracterizar a ocorréncia de
variadas manifestagdes clinicas da raiva em animais, algumas bastante discutidas na literatura
disponivel tais como quadros de apatia intensa alternada com agressividade, agressividade
seguida de paralisias generalizadas, apenas ocorréncia de agressividade, apenas ocorréncia
de paralisias, apatia seguida de paralisias, e outras manifestagdes menos citadas como as convulsdes,
os quadros de diarréia, as mioclonias, e as alucinagdes, procuramos confrontar esses dados com
outras manifestages clinicas e achados histopatologicos. Para methor entendimento dos resultados
das correlages apresentadas a seguir, as manifestagSes clinicas mais comumente observadas foram
caracterizadas por numeragfio: apenas apatia durante o petiodo patogénico (1), apenas agressividade
durante o periodo patogénico (2), apatia alternando com agressividade (3). Estas manifestag0es
clinicas foram comparadas com outras detectadas durante o periodo de observagfio, com dados do

histérico dos animais e com os achados histopatolégicos.

A comparagio do nimero de 6rgdos com infiltrados inflamatérios com os grupos de
manifestagdes clinicas mais comuns demonstrou nfio haver diferencas significativas (p = 0,08673), 0
mesmo ocorrendo comparando o achado histopatolégico ganglioneurite e o achado corpisculos de
inclusio (Negri). Os animais que receberam mais doses de vacina anti-rébica anuais tenderam a
apresentar a doenga sem manifestacdes de agressividade, sendo que o quadro de apatia (p =
0,00372) e morte por paralisias progressivas foram as ocorréncias mais observadas. O teste
“student newman keuls” mostrou diferengas significativas (p<0,05) comparando todos os grupos
em pares. Quando comparamos a ocorréncia apatia e os achados histopatolégicos por 6rgéo, njo
caracterizaram-se resultados que pudessem expressar correlagdes significativas (Tabela 17). O
mesmo se deu  comparagio entre a agressividade e os achados histopatolégicos por 6rgdo (Tabela
18).
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Tabela 17 - Comparacéo entre os achados histopatolégicos nos animais
vitimas da raiva e a manifestagao clinica apatia observada
peri atogénico da doenga

. Infiltrado inflamatério linfocitario no coragdo 0,08433 0,33788
. Infiltrado inflamatério linfocitério no SNC -7,33709¢-04  0,49855
. Corpiisculo de Negri no coragio 0,2429 0,11107
. Corptisculo de Negri no SNC 0,26218 0,12807
. Orgos com infiltrado inflamatério linfocitario 0,01912 0,46228

Orgaios com ganglioneurite 0,12628 0,26511

Orgdios com corpusculos de Negri 0,07554 0,35689

Tabela 18 - Comparagio entre os achados histopatologicos nos animais
vitimas da raiva e a manifestagéo clinica agressividade observada
periodo patogénico da doenga

e S R

. Infiltrado inflamatério linfocitario no coragio 20 -9,85034e-

. Infilirado inflamatério linfocitério no SNC 20 0,29296

. Corpiisculo de Negri no coragéo 20 0,02555

. Corpisculo de Negri no SNC 20 0,21523

. Orggios com infiltrado inflamatério linfocitario 20 0,12127 0,30526

. Orggios com ganglioneurite 20 0,3641 0,05725
Orgdos com corpusculos de Negri 20 0,20253 0,19589
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4.6.1. CORRELACAO ANATOMO-CLINICA DA DIARREIA

Para verificarmos a possibilidade de ocorréncia de quaisquer correlagdes entre os achados
histopatologicos € a manifestagio clinica diarréia, estudos comparativos foram realizados, obtendo-
se 0s resultados indicados na Tabela 19, caracterizando uma tendéncia de aparecimento de infiltrado
inflamatério linfoplasmocitirio nos animais com achados mo intestino ou com diarréia. Estes
achados podem ser demonstrados quando fazemos a correlagfio entre a diarréia e a linfoplasmocitose
ponderada (p = 0,00018).

Tabela 19 - Comparagio entre os achados histopatolégicos dos animais
vitimas da raiva e a manifestagao clinica diarréia observada
no periodo patogénico da_doenga_

Infiltrado inflamatério linfocitario no coragio 14 0,13774 0,3 193 1
Infiltrado inflamatorio linfocitario no SNC 14 0,52456 0,02706
Infiltrado inflamatoério linfocitario na glindula salivar i4 0,51614 0,054
Infilirado inflamatério linfocitario nos intestinos - 14 0,61774 0,018
Infiltrado inflamatério linfocitério no esdfago 14 0,5203 0,056
Ganglioneurite na glindula salivar 14 0,0536 0,42779
Ganglioneurite no intestino delgado 14 0,53809 0,046
Hemofagocitose no intestino delgado 14 0,20393 0,24218
Plasmocitose no SNC 14 0,26319 0,18163
Plasmocitose na gidndula salivar 14 0,46387 0,04738
Plasmocitose na supra-renal 14 0,21697 0,2281
Plasmocitose no intestino delgado 14 0,485 0,03938
Plasmocitose no intestino grosso 14 0,63178 0,00768
Corpusculo de Negri no coragéo 14 0,43771 0,05875
Corpusculo de Negri na supra-renal 14 0,34843 0,11106
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Quando comparamos 0s animais que manifestaram diarréia com os que nio a apresentaram,
podemos observar que h4 uma ocorréncia maijor de certos achados histopatolégicos nos animais que
apresentaram esta manifestagdo clinica. Tais dados estdio demostrados na Tabela 20.

Tabela 20 - Comparacéo entre os achados histopatolégicos nos animais
sem e com diarréia, vitimas da raiva
Varidvel: Orgados com infiltrado inflamatério
Manifestac#o clinica: diarréia
P =0,02076
Animais com diarréia apresentam maior ocorréncia de infiltrado inflamatorio
Varidvel: Orgfios com hemofagocitose
Manifestag#o clinica: diarréia
P=0,01064
Animais com diarréia apresentam maior ocorréncia de hemofagocitose
Variavel: Linfoplasmocitose ponderada
Manifestagfio clinica: diarréia
P =0,04751
Animais com diarréia apresentam maior ocorréncia de linfoplasmocitose
Variavel: Org#os com infiltrado inflamat6rio perivascular ponderado
Manifestag8o clinica: diarréia
P=0,01744
Animais com diarréia apresentam major ocorréncia de infiltrado inflamatério perivascular
Varidvel: Orgios com congestio
Manifestacio clinica: diarréia
P =0,01079
Animais com diarréia apresentam maior ocorréncia de congestdo

4.6.2. CORRELACAO ANATOMO-CLINICA DOS CASOS DE
MORTE SUBITA

Embora tenham sido detectados 06 casos de morte stbita, todos com diagndstico laboratorial
comprovado para a doenga raiva, 03 desses casos nfo foram estudados na sua integridade, tanto
porque niio houve preocupagdio inicial de coleta dos varios 6rgéos para estudo, como jéa relatado nos
métodos de trabalho. Devido a este fato achamos por bem utilizar somente os 03 casos onde
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pudemos coletar os vérios 6rgos e estuda-los sistematicamente, sendo que o resultado desses
estudos estdo demonstrados na Tabela 21.

Tabela 21 - Comparacgéo entre os achados histopatolégicos e a
manifestacdo morte subita no periodo de observagéao

Variavel: Infiltrado inflamatério linfocitario no coragéio

Morte subita

P =0,03168

Animais vitimas de morte sabita apresentaram menor mimero de infiltrado inflamat6rio
linfocitario no coragéio

Vari4dvel: Infiltrado inflamatério linfocitario no sistema nervoso central

Morte suibita

P =0,4745

Animais vitimas de morte sibita nfo apresentaram alteragOes significativas quanto nimero
de infiltrado inflamatério linfocitdrie no sistema nervoso central

Varidvel: Infilirado inflamatério linfocitério na gléndula salivar

Morte suibita

P = 0,81909

Animais vitimas de morte siibita nfio apresentaram alteragtes significativas quanto nimero
de infiltrado inflamatério linfocitdrio na glindula salivar

Variavel: Ganglioneurite no coragéo

Morte sibita

P =0,07705

Animais vitimas de morte stbita nfo apresentaram alteragbes significativas quanto nimero
de ganglioneurite no coragio

Varisvel: Corpusculos de Negri no coragfio

Morte subita

P =0,07286

Animais vitimas de morte stibita nfo apresentaram alteracGes significativas quanto mimero
de corptisculo de Negri no coragio

Variavel: Corpiisculo de Negri no sistema nervoso central

Morte subita

P=0,31361

Animais vitimas de morte sibita nfio apresentaram alteragdes significativas quanto nimero
de corpisculo de Negri no sistema nervoso central

Variavel: Nimero de 6rgdos com ganglioneurite

Morte subita

P =0,28286
Animais vitimas de morte sibita nfio apresentaram alteragSes significativas quanto niimero
de 6rgfos com ganglioneurite
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4.6.3. COMPARACAO ENTRE AS DOENCAS RAIVA E CINOMOSE

Embora o estudo da cinomose nfio se constituisse em um dos objetivos do presente trabalho,
achamos por bem obter um modelo comparativo de ocorréncia de doenga viral, que manifestasse de
forma semelhante ao virus da raiva, para verificarmos se as alteragfes histopatologicas encontradas
na raiva eram de ocorréncia exclusiva da mesma. Os estudos histopatolégicos resultaram em
observa¢Bes de infiltrado inflamatdrio linfocitario e hemofagocitose em niveis semeihantes nos
animais estudados para ambas as doengas, porém as vitimas da cinomose apresentaram achados um
pouco mais acentuados em alguns 6rgios, conforme demonstrado nas anilises a seguir. Comparando
a densidade do infiltrado inflamatoério linfocitdrio entre casos de raiva e da cinomose encontramos
maior intensidade para cinomose em vérios Orgdos, tais como sistema nervoso central, (teste U
Mann Whitney p = 0,0009), supra renal (teste U Mann Whitney p = 0,0074), intestino delgado
(teste U Mann Whitney p = 0,00792), intestino grosso (teste U Mann Whitney p = 0,02083),
estdbmago (teste U Mann Whitney p = 0,00549). A glindula salivar nfio demonstrou ocorréncia de
infiltrado inflamatorio maiores para cinomose (teste U Mann Whitney p = 0,09). Ao compararmos a
sobrevida nas duas doencas, observamos tempo significativamente menor na doenga raiva (teste U
Mann Whitney p = 0,00503).
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5. DISCUSSAO

A partir do momento em que se estabeleceram as diretrizes para o presente estudo todos os
animais com diagnéstico laboratorial positivo para raiva oriundos da micro regifio em questéo foram
utilizados. Embora os casos positivos possam ter sido em um ntimero muito maior que os
diagnosticados ao exame clinico ¢ laboratorial, fato demonstrado devido aos constantes relatos da
populagio quanto a eliminagio de clies agressores ¢ descarte das carcagas, pbde-se utilizar um
nimero bastante significativo de casos positivos de raiva animal naturalmente desenvolvida.
Estudos experimentais semelhantes tornam-se relativamente dificeis devido a uma série de fatores,
sendo o risco de transmissfo as pessoas envolvidas algo a ser considerado, bem como a dificuldade
de reproducsio da doenga em condigdes experimentais. Mesmo assim, um grande nlimero de tecidos
pode ser processado, constituindo-se em um arquivo significativo de material utilizado para o
presente trabalho e para outros que por ventura venham a ser solicitados, encontrando-se
devidamente conservado e arquivado na Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

No estabelecimento de critérios para coleta ¢ remessa de material ao laboratdrio de
diagnostico de raiva, procuramos selecionar os animais de interesse epidemiologico para que néo
houvesse utilizagiio inadequada dos meios de diagnéstico. Selecionamos todos os animais que na
observagio clinica apresentaram alguma manifestagido neuroldgica, sugestiva de raiva ou ndo,
animais com alteraclio de comportamento (por mais sutil que este se apresentasse), animais com
manifestagdes clinicas sugestivas de alguma doen¢a ou distirbios pertencentes aos grupos tidos
como passiveis de produzir confusdes no diagnostico diferencial, e animais vitimas de
atropelamentos. Procuramos ainda incluir os casos onde a caracterizaglio de outras doengas nio foi
evidenciada. A inclusdo neste Gltimo grupo de vitimas de enterite , pneumonia ¢ morte subita,
possibilitou que encontréssemos casos completamente atipicos de raiva. Tal procedimento pode vir a
ser incluido nas normas de seleglio ¢ remessa de material para diagnéstico de raiva, ampliando

assim, a seguranga dos comunicantes.
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A observacdo clinica com avaliagfes virias vezes ao dia, ajudou a caracterizar os casos de
morte subita, bem como a coleta das varias informagGes apresentadas ao longo do presente trabalho.
Tal procedimento s6 se torna possivel quando hd a instalagdo de unidades de controle de zoonoses
nos municipios, com estrutura adequada de funcionamento, € equipe com formagéo e treinamento
para desempenhar as agles. A caracterizacfo de um caso onde o periodo patogénico se estendeu por
12 dias, nos induz a repensar a norma de observagfio de animais agressores com o intuito de liberar
os comunicantes humanos de imunoprofilaxia, que hoje prevé um periodo de observagiio nfio
superior a 10 dias.

Os corpos estranhos encontrados & necropsia no aparelho digestorio de 11 animais (10% dos
animais positivos), com as consegléncias tipicas desses casos, reforgam a necessidade de
encaminhar para diagnéstico todas as vitimas de aiteragfio de comportamento, mesmo que, nestes
casos, nio hajam manifestagdes clinicas sugestivas da raiva, ja que a morte pode ocorrer antes dos
sintomas caracteristicos.

A utilizacio de anticorpos monoclonais j4 havia side apontada por PASTORET
(1982) e MACEK (1982), como uma grande aliada na andlise e resolugfio de problemas nas dreas
biolégicas, principalmente na Medicina Veteriniria, devido as possibilidades amplas de utilizagio
em combinacfio com outras técnicas conhecidas na época ¢ a serem desenvolvidas. O uso de
anticorpos monoclonais contra o VR tem sido bastante difundido nos iltimos anos para diversas
finalidades, como jd previa SMITH (1988), ao apontar o uso de monoclonais em estudos de
“prevaléncia, distribuigfio, transmissdio € outros, principalmente no que se refere 4 raiva silvestre.
OXFORD (1982) ja havia demonstrado a importincia do uso de anticorpos monoclonais em
virologia. LAFON et al. (1985) utilizaram o anticorpo monoclonal para testes imunoenzimaticos
demonstrando poténcia de vacinas, através da presen¢a de glicoproteina nas mesmas. Nos nossos
achados, pdde-se observar e demonstrar que, em virios 6rgdios estudados, ha uma predilegiio do VR
para o tecido nervoso, principalmente concentrando-se nos génglios nervosos, confirmando o relato
de FEIDEN et al. (1985).
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Embora por muito tempo tenha sido sustentada a hipétese de concentragdo viral em
determinadas areas do SNC, razfio pela qual sempre se utilizou dreas como ¢ hipocampo, tidos
como locais de concentragio do VR (MURPHY, 1997), passamos a considerar a hipotese de
distribui¢o das particulas virais por todo o SNC dos animais, aumentando no decorrer do curso
natural da doenga. A proteina viral é detectavel por imunohistoquimica nas células nervosas, sendo
que quando comparamos os tecidos assim processados oriundos dos animais que passaram pelo
curso natural da doenga, ou seja, tiveram uma sobrevida maior, com os animais vitimas de morte
subita, os primeiros apresentam uma quantidade significativamente maior de proteina viral no
interior das células.

Ao visualizarmos a célula acometida pelo virus através da imunohistoquimica, podemos
perceber que pode haver tanto uma distribui¢8io da proteina viral, como concentragdes da mesma em
determinados locais da célula. Como a coloragio utilizada para detecgio de corpusculos de Negri
baseia-se justamente nz evidenciaco dos locais onde ha maior concentragdo do VR (SELLERS,
1955), é de se esperar que a mesma nio evidencie bem as poucas particulas virais que por ventura
estejam disseminadas pelo citoplasma. Por conseguinte, através da imunohistoquimica, podemos
supor que a auséncia de corpusculos de Negri ndo exclui a hipotese da presenga do VR. Embora a
comparagio da ocorréncia de corptsculo de inclusdio a coloragdo por HE e imunofluorescéncia
direta em relag&o & positividade por imunchistoquimica nfo fosse objeto do nosso estudo, pode-se
observar que a ocorréncia de algumas Areas positivas 8 imunohistoquimica nfio evidenciava na
mesma propor¢do a presenga de corpéisculos de Negri, nem concentragdo da chamada “poeira
antigénica” tipica na imunofluorescéncia direta. Tal fato tende a corroborar com as evidenciagdes
descritas por PALMER et al. (1985), sendo que no presente estudo além do SNC, as evidéncias
também foram observadas em ginglios nervosos de outros 6rgdos, demonstrando urna maior
sensibilidade da imunohistoquimica. A wutilizagio de anticorpos monoclonais para auxilio no
diagnéstico rotineiro ou ainda em estudos epidemioldgicos pode vir a ser mais uma alternativa no
futuro, a partir da utilizag8io de material fixado por solugdo de formaldeido ou outros conservantes,
j4 que de acordo com nossos estudos a imunohistoquimica provou ser superior como m¢todo para
visualizacgio de antigenos, quando comparado com outras técnicas rotineiras, porém com limita¢Ses
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quando se preconiza o diagndstico laboratorial rapido. Salientamos ainda que incluses
citoplasmaticas em células nervosas de céics comprovadamente néo raivosos, indistingiliiveis quanto
a forma e estrutura das inclusBes observadas em animais raivosos ¢ denominadas de corplsculos de
Negri, foram observadas por NIETFELD et al. (1989), o que possivelmente nfio ocorreria a
utilizagfio de anticorpos monoclonais.

Os achados nas laminas processadas pela coloragio HE dos varios tecidos coletados, €
confirmados por imunohistoquimica, podem ser interpretados como uma distribuigdo generalizada
do VR por todo o organismo animal, conforme 34 havia sido teorizado por SILVA & SOUZA (1968)
quando reproduziram a doenca utilizando diferentes tecidos de cfio raivoso, inoculando-os em
animais de laboratério. Da mesma forma, os achados histopatologicos no tecido nervoso cardiaco na
maioria dos animais por nos estudados, sugerem o comprometimento progressivo deste 6rgéo na

histéria natural da doenga.

Procuramos classificar, mesmo que para efeitos didaticos, os hospedeiros doentes em
tipicos, em fase prodrOmica e atipicos, sendo que estes ultimos tornaram-se um dos principais
objetos do nosso estudo. A importincia dada aos casos atipicos se deve aos riscos de determinados
hospedeiros poderem e¢liminar o agente pela via usual de transmisséio, sem apresentar quaisquer
sinais ou sintomas que permitam ao médico veterinario clinico caracterizar o caso como sendo
raiva (SILVA & SILVA, 1973). A possibilidade de elimina¢fo do virus na auséncia de quaisquer
sintomatologias sugestivas da raiva, numa fase prodromica, ji havia sido considerada por FEKADU,
SHADDOCK & BAER, (1982).

A revisfio bibliografica realizada para elaborarmos o presente trabalho ndo apresentou
nenhuma citagdo de morte subita sem sintomatologia anterior de encefalite pelo VR em animais,
sendo que o Gnico caso documentado foi um relato de morte sibita por VR em humano, descrito por
SIPAHIOGLU & ALPAUT (1985), sobre um recém nascido cuja mée desenvolveu quadro tipico de
raiva no altimo més de gestacio, sendo necessario a indugdo do parto. Segundo os autores a crianga
foi a 6bito pouco tempo apds o nascimento e s6 foi investigado o envolvimento neurolégico pelo

VR, devido ao histérico materno.
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Os casos de morte subita com diagndstico positivo para o VR & imunofluorescéncia, € com
positividade & imunohistoquimica, ¢ conseqiiente ocorréncia de infiltrados inflamatédrios nos
ganglios nervosos cardiacos, sugerem alteragdes fisiopatologicas neste rgéio quer por disfungdo no
SNC, quer por alteragdes no proprio tecido nervoso do coragéio. Como hipétese, poderiamos supor
que a morte ocorreu por anomalias no sistema de condugdo, devido a presenga do virus no SNC,
causando arritmias ¢ bradicardias graves, desencadeando a morte sibita, assim como ¢ observado
em pacientes humanos vitimas de epilepsia (OPESKIN, THOMAS & BERKOVIC, 2000). Nio
deixamos de considerar a possibilidade da morte stibita ser conseqiiéncia da ganglioneurite, como
descrito em doengas virais em pacientes humanos por JAMES & IMAMURA (1981), possibilidade
de raiva humana (METZE & FEIDEN, 1991) e doenca de chagas (BAROLDI, OLIVEIRA &
SILVER, 1997), porém as alteragdes detectadas nio nos da subsidios suficientes para caracterizar a
ocorréncia da morte subita devido as disfungdes do tecido cardiaco das vitimas, levando-nos a crer
que o &bito ocorre por agdo do virus diretamente no SNC, principalmente pelo fato da ocorréncia da
morte stbita se dar no periodo inicial da proliferagdo do VR. O fato é que, independentemente da
origem, a ocorréncia da morte siibita comprovada por VR torna-se um sério risco a saide publica,
pois coloca proprietarios e outros comunicantes com o animal vitimado passiveis de contrairem o
VR sem terem ciéncia de tal fato, principalmente quando consideramos os achados indicatives de
comprometimento da glindula salivar pelo VR em 3 dos animais que apresentaram morte sibita.
Quando comparamos os achados histopatologicos dos animais vitimas da raiva, incluindo os casos
de morte stibita, com os animais vitimas de cinomose, observamos que a cinomose, provavelmente
por ter um periodo patogénico maior, produz achados histopatolégicos em quantidade sendo maior,
pelo menos na mesma propor¢dc que a raiva nos animais, com excecdo da glindula salivar,
confirmando a nossa hipdtese de comprometimento deste tecido pelo VR, mesmo na auséncia de
sintomatologias. Como ja € conhecido a transmissdo do VR na fase prodromica da doenga, esses
animais podem perfeitamente infectar humanos por contdgio direto, sendo que a morte subita
dificilmente resultard em coleta de material ¢ envio para diagnostico especifico. A tendéncia
natural seria descartar a carcaga do animal, descartando por comseguinte qualquer atitude de
profilaxia em relagio a uma eventual transmissdo e instalagdo do virus em outros hospedeiros

humanos ou animais que conviveram com o vitimado, principaimente se agressdes niio fizerem
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parte do histérico. Portanto, podemos afirmar que o conhecimento adequado das fontes de infecgdo,
das vias de eliminacfo, das vias de transmissdo e das vias de penetragfio, associados aos
conhecimentos das atipias do VR, em muito pode colaborar com a vigilancia epidemiolégica da
raiva, capacitando os técnicos para desenvolvimento de programas sanitarios e educativos
adequados ao controle da mesma, conforme ja havia sugerido por PERRY (1987); STEHR-GREEN
& SCHANT?Z (1987) e NIEUWENHULJS, HAAGSMA & LINA (1992).

A raiva assintomiatica, ou melhor dizendo, sem a sintomatologia cldssica conhecida foi
observada por SHERIKAR (1991), e apontada também como um grave problema de saide publica.
Os casos por nos observados de enterite hemorragica com curso relativamente curto da raiva podem
perfcitaménte confundir o clinico menos avisado. O mesmo podemos considerar quando
analisamos as apatias e as paralisias progressivas sem uma caracterizacdo clara de outros
sintomas sugestivos da doenga raiva. A gravidade do problema ¢ maior quando verificamos que
varias regides do pais continuam sendo caracterizadas como “silenciosas” para a raiva animal, ou
seja, embora ndo estejam ocorrendo casos notificados oficialmente, o mimero de solicitagbes de
diagnéstico laboratorial de animais de interesse epidemiolégico para a raiva € insuficiente ou até

mesmo inexistente para traduzir tais regides como livres da doenga.

A ocorréncia significativa de hemofagocitose na maioria dos casos de raiva comprovada,
fato até entio no demonstrado para esta doenga em Medicina Veterindria (ASSIS, BRANDAO &
METZE, 1996), sugere uma desorganizagdo do sistema imunologico frente a esta doenga viral,
a exemplo do que ji foi relatado em casos de doengas virais humanas. EAKLE & BRESSOUD
(2000) relataram ser a hemofagocitose uma desordem caracterizada por proliferagdo intensa de
histi6citos, observada nfio s6 em doenga virais (como Epstein-Barr), mas também em doengas
bacterianas e parasitarias, Porém, os mecanismos fisiopatolégicos da hemofagocitose ainda ndo séo
bem conhecidos conforme relatado por SOTTO et al. (1994). A hemofagocitose foi ignaimente por

nés observada nos casos de cinomose, que também € uma doenga viral, tipica de cles.
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A apatia, com tempo de duragio variavel, foi mais observada em animais que tinham
histérico de vacinagfio anti-rdbica anterior, conforme ficou demonstrado na correlagio desses fatos.
Como o processo de imunizagio animal também estava sob responsabilidade do CCZ, sendo que
havia uma certa garantia da qualidade do produto e das a¢Bes (vacinagio anual), hipotetizamos que
pode ter havido uma instalagiio mais gradativa do VR no SNC, provavelmente devido aos anticorpos
formados pela vacinagio, embora insuficientes para bloquear a doenga, conforme ocorre em outras

viroses de animais, como exemplo, a parvovirose.

A correlagio dos achados histopatologicos nos animais raivosos que apresentaram a
manifestagio clinica diarréia, com os que embora igualmente positivos para o VR nio a
apresentaram, demonstrou haver uma tendéncia de concentragdo de infiltrados inflamatérios nos
diversos tecidos, além dos intestinos. Ocorréncia de hemorragia intestinal no curso da raiva €
apontada como um dos achados em raiva humana (CENTERS FOR DISEASE CONTROL, 1988),
porém ndo ha relatos da freqiiéncia em animais. Como em medicina veteriniria existe um grande
nimero de agentes causadores de gastroenterites, inclusive virais que tendem a cursar de maneira
semelhante ds observadas nos ces raivosos, a ocorréncia de tais doengas tornam-se freqiientes na
clinica, dificultando o diagnéstico pelo profissional menos atento quanto a raiva, principalmente

considerando que tal manifestagiio nfio é comumente citada como manifestagéio clinica da raiva.

Gracas ainda a quantidade de material examinado, pOde-se caracterizar fatos ndo bem
elucidados pela literatura cientifica consultada até a data deste trabalho. Os mais relevantes sfo: a
presenca de grande quantidade de virus em determinados drgdos mesmo quando hd pouca
distribuigio do mesmo no SNC, demonstrado por imunohistoguimica, sugerindo disseminagio
desordenada do VR pelo organismo; a concentragéio de infiltrados inflamatorios em determinados
locais, sem que haja concentragio compativel do agente nestes sitios, demonstrado por
imunohistoquimica, sugerindo um desarranjo dos sistemas de defesa; a caracterizagfio de que nem
sempre hi presenca do VR no tecido glandular salivar, mesmo quando hi disseminacfo da proteina
viral por outros tecidos.
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Os animais controle néo apresentaram alteragdes dignas de nota, sendo que a utilizagio dos
mesmos serviu para testarmos a confiabilidade de todos os procedimentos realizados, jd que as
numeragdes dos materiais examinados & histopatologia nfio indicavam a origem.

Todo o trabalho foi realizado em casos naturais da doenga, sendo que tal procedimento, além
das informagdes clinicas ¢ histopatoldgicas ja discutidas, produziram outros dados importantes para
serem abordados nesta discussfo. A disseminagio do virus em area wrbana demonstrou estar
intimamente ligada & imediata ou ndo interferéncia do homem no processo. Animais de interesse
econdmico criados pelo homem, tais como suinos, caprinos, ovinos, eqtiideos, ¢ bovinos, tém no
morcego hematéfago a principal fonte de infecgdo, porém vale salientar que a prética demonstrou
que os cdes, em uma situaglo de epidemia da doen¢a em animais, constituiram-se nos principais

transmissores para estas especies.

A detecgio da epidemia de raiva animal na regido estudada s6 foi possivel mediante estudos
retrospectivos quanto a circulagio do agente na mesma, ao longo dos anos. O estudo retrospectivo
revelou diagnosticos laboratoriais esporddicos de raiva animal em cies, gatos, bovinos e eqiiinos
desde a década de 60, porém sem nenhum trabalho anterior de controle efetivo da circulagfio do VR.
Tal fato nos levou a crer que a circulagfio do agente viral ja era antiga € ciclica, razéio pela qual
eventualmente nos picos das epidemias animais, um ou outro caso era encaminhado para
diagnéstico, mantendo ao longo de quase trés décadas (tempo utilizado de estudo retrospectivo) o
aparecimenio eventual de resultados laboratoriais, muitos deles com intervalos de varios anos.
Importa salientar que o ultimo caso positivo detectado na micro regifio foi em 1993, em um bovino,
sendo que a coleta sistemdtica de material permaneceu até o més de agosto de 1998, devido ser este
tempo (5 anos) considerado como periodo de seguranca para caracterizar uma determinada 4rea
como controlada para a doencga raiva, apds uma epidemia animal da mesma. Casos posteriores a

1993 foram encaminhados ao CCZ de Mogi Guacu por profissionais do municipio de Leme.
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A identificacio das epidemias de raiva animal parecem sempre estar associadas & presenga
de profissionais com formagfio em saide publica especifica, o que nos leva a supor que devem
ocorrer muitos outros casos de raiva nas diversas espécies animais e quem sabe até mesmo em
humanos do que se tem noticia, embora a doenga nas ultimas décadas tenha declinado
significativamente em vérias regides, principalmente no estado de S&o Paulo gragas ao trabalho
desenvolvido pelas comissdes e Institutos ligados ao controle da mesma. Enquanto ndo hi
possibilidade de controle mais eficiente e duradouro, o nosso estudo contribui para que hajam
metodologias de prevenglio mais rigorosas para a populagdo exposta nas areas onde a doenga €

sabidamente sem controle,

Falta de pessoal adequadamente treinado, deficiéncia do processo de educagio em salide,
dificuldade de convergéncia dos varios profissionais envolvidos em uma agéio de controle ¢ auséncia
de decisdo politica sdo provavelmente alguns dos principais motivos para se perpetuar a situagéio de
epidemia da raiva animal em uma regifio ndo controlada, conforme ja afirmavam TIERKEL (1975)
¢ BAER (1984). Passamos a considerar tal afirmagio quando analisamos que os trés casos humanos
na regido estudada com diagndstico laboratorial positivo s6 foram evidenciados justamente devido
ao trabalho de conscientizagiio da populagdo e das agdes estabelecidas pelo sistema de saude dos
municipios envolvidos frente & epidemia de raiva animal detectada. Na realidade, ao detectarmos
uma fonte de infegdo importante na zona urbana, e gragas a um intenso trabalho de educagio em
sande, pudemos ampliar as agBes de vigildncia epidemiolégica tdo importantes para a continuidade
dos trabathos desenvelvidos no sentido de minimizar a circulagfio do VR bem como implantar uma
estrutura adequada de controle de populagfo animal, fato este que s6 ocorreu apés o primeiro dbito
humano. Assim que foi implantado o Centro de Controle de Zoonoses (CCZ), conforme a diretrizes
apontadas pelo Programa Nacional de Zoonoses (PNZ) do Ministério da Saide que na época
estabelecia as normas para tal fim, foram iniciados os trabalhos de controle desta zoonose
permitindo um material para estudo que pudesse ser adequadamente controlado, dentro de um
principio de rigidez cientifica, e com condigBes de gerar as informagGes necessarias para o presente
trabalho e outros de natureza epidemiolégica, saiude publica, comportamento animal, e controle da

raiva.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos nas observagdes clinicas, nas necropsias, na
histopatologia convencional, na imunohistoquimica ¢ no periodo de acompanhamento da epidemia

da raiva, podemos enumerar algumas conclusdes:

s Foi demonstrada a presenga do virus da raiva por imunohistoquimica no sistema nervoso central,
no coragic e na glindula salivar de animais vitimas de morte subita, sem qualquer
sintomatologia anterior sugestiva da raiva ou outra doenga.

e A rajva pode apresentar-se com sintomatologias atfpicas tais como diarréia e apatia, como
tnicas manifestagbes clinicas, ou apresentar-s¢ com manifestagSes sugestivas de outras
doengas induzindo a um diagnéstico clinico errbneo.

o Ficou caracterizada a possibilidade de ser as alterag8es provocadas pelo VR no SNC, o principal
fator de desencadeamento da morte subita.

o A ausénecia de corplsculos de inclusio no citoplasma de células nervosas ndo exclui a
possibilidade de haver proteina viral disseminada nas mesmas.

e A ocorréncia de proteina viral nos tecidos de ces na fase prodromica da doenga, ¢ um fator
indicativo da eliminagio do virus pela saliva, sendo este um fator de risco potencial a saide
publica, principalmente nos casos de morte stiibita.

o Hi ocorréncia de hemofagocitose em freqiiéncia elevada nos diversos tecidos de animais vitimas

da raiva, sugerindo desorganizagdo do sistema imunolégico.
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7. SUMMARY

The occurrence of an epidemic of rabies in a certain region in the State of Sdo Paulo
provided detailed investigations related to the clinical development of the disease in animals,
particularly in dogs. The event made the identification of the discase atypical pictures possible.
During the animal epidemic evolution and the following years, when control actions were applied
(from 1989 to 1998), all the animals presenting epidemiological interest were clinically observed,
and material for histopathological studies was collected both through traditional techniques and
immunehistochemistry. This way, 1152 slides of histological cuts from different organs of 112
animals positive in 635 epidemiologically interesting samples - which were sent for laboratory
diagnosis - were prepared and analyzed under microscope. Afterward, comparisons with the history
of these animals were carried out as well as with the facts which occurred during the pathogenic
period of the disease. These analyses provided information confirming facts already mentioned in
the scientific literature in addition to others which are not yet described. As a result, the occurrence
of atypical rabies cases was identified such as sudden death without previous clinical symptoms
suggesting the disease, hemorrhage enteritis followed by death without associated neurological
manifestation and typical manifestations of other neurological discases. The occurrence of sudden
death, the hemorrhage enteritis, and the hemophagocytosis in several tissues were some of the major
discoveries in this study. Atypical cases able to eliminate the virus through usual ways make a re-
evaluation of the prophylaxis methods destined to communicators possible, since the animals which
are victims of such manifestations are important infection sources and have not always been
considered. Therefore we summarized this work as a comparative analysis between clinical
evidences and the results of the histopathological investigation, thus producing information relevant

to epidemiological studies.
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