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RESUMO

Uma vacina contra encefalite humana causada pelo virus Rocio foi aplicada
em empregados de fabrica localizada no Municipio de Jacupiranga, Estado de Séao
Paulo. A vacina foi inoculada em trés doses no espaco de um més e nova dose in-
jetada apds 15 meses. A avaliacdo soroldgica constituiu-se de exames de quatro
amostras de sangue, obtidas uma antes da vacinacdo, uma sete dias e, outra, seis
meses apos a terceira dose. Nova amostra de sangue foi colhida um més apés a
quarta dose. Foram utilizadas as provas de Inibicdo da Hemaglutinacao, Fixacao
do Complemento e Neutralizagdo. Verificou-se uma taxa de conversdao baixa, com
o miximo de 22% e que os anticorpos induzidos pelos estimulos vacinais foram
fugazes, pois, seis meses apds a vacinacdo, grande parte da populagdo vacinada nao

tinha mais anticorpos detectaveis.

H4 necessidade de se buscar vacina mais efi-

ciente para tentar prevenir a encefalite causada pelo virus Rocio.

INTRODUCAO

Em abril de 1975 observou-se a emergéncia
de epidemia de encefalite humana em varios
municipios do litoral sul do Estado de S&o
Paulo. O agente etiologico foi um arbovirus do
género Flavivirus, o virus Rocio (LOPES &
col.6,7) e foram notificados 825 casos de doenca
e 95 mortes atribuidas & acdo. do virus. Uma
das tentativas para combater ‘esta doenca foi
a elaboracdo, pelo Instituto Butantan, da Se-
cretaria de Satde do Estado de Sao Paulo, da
vacina contra a encefalite, a partir do virus Ro-
cio (amostra SPH 34675), inoculado em cére-
bro de camundongos recém-nascidos e inativado
pelo formol.

O presente trabalho relata os dados soro-
logicos resultantes da avaliacdo desta vacina
aplicada em seres humanos, bem como o desen-
volvimento e a duragdo dos anticorpos indu-
zidos.

MATERIAIS E METODOS

Os pormenores sobre a fabricacio e a ava-
liacdo experimental da vacina contra encefalite,

(1) Secdio de Virus Transmitidos por Artrépodos.
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sua administracdo e o desenvolvimento de pos-
siveis reacdes secunddrias, ndo foram atribui-
cOes da Secdo de Virus Transmitidos por Ar-
trépodos do Instituto Adolfo Lutz. E necesséa-
rio citar, entretanto, que esta vacina foi ino-
culada, experimentalmente, em empregados de
empresa da cidade de Jacupiranga (24°45°S,
48°00'W), Estado de Sio Paulo, em 4 doses apli-
cadas nos dias 16 e 23 de novembro de 1977,
14 de dezembro de 1977 e 4 de marco de 1979.

Os soros humanos utilizados para esta ava-
liacao foram obtidos por meio de punc¢ao ve-
nosa e recebidos, refrigerados, na Secdo de Vi-
rus Transmitidos por Artrépodos, imediatamen-
te separados de seus codgulos, rotulados e guar-
dados em congeladores —20°C até o momento
do exame.

Em 16 de novembro de 1977 recebemos 1803
soros, correspondentes as amostras de sangue
colhidas antes da inoculacdo da primeira dose
de vacina.

Em 21 de dezembro de 1977 foram recebi-
dos 1196 soros correspondentes & sangria efe-
tuada no sétimo dia apds a inoculacdo das trés
doses de vacina.

Instituto Adolfo Lutz — Caixa Postal 7027 — 01000 — S@o Paulo — SP
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Seis meses apds a aplicacdo da terceira
dose de vacina, em 21 de junho de 1979, rece-
bemos 1291 soros para avaliacido da duracadao do
nivel de anticorpos. Finalmente, em 4 de abril
de 1979 (data que corresponde a sangria feita
30 dias apés a aplicacdo da quarta dose de va-

cina), recebemos 420 soros.

As provas soroldgicas utilizadas nesta ava-
liacdo foram as da Inibicdo da Hemaglutina-
cdo (IH) e da Fixacdo do Complemento (FC)
de acordo com as técnicas desenvolvidas por
CASALS1; os antigenos empregados foram pre-
parados pelo método de sacarose-acetona e nas
provas de IH os soros a examinar, extraidcs
com acetona, para eliminar os inibidores ines-
pecificos e diluidos, inicialmente, a 1:10; nas
provas de FC a diluicdo inicial foi 1:4. Nas
provas de neutralizacdo (N), em camundongos
de trés semanas de idade, usou-se a inoculagio
por via intracerebral 11. Os soros foram testa-
dos puros, adicionados de fator acessdrio, uti-
lizando-se 20-50 LD,, do virus Rocio (amostra
SPH 34675) e o periodo de incubacdo da mis-
tura soro-virus foi de uma hora a 37°C.

As amostra de flavivirus utilizadas nesta
avaliacdo foram:

1 — Virus Rocio (ROC), amostra SPH
34675 isolada a partir de fragmento do cérebro

humano 1, a mesma fornecida para a fabrica™
cdo da vacina, objeto da presente avaliacio;--

2 — Virus da encefalite de Sao Luis (SLE),
amostra SPAn 11916, isolada em Sao Paulo a
partir de camundongo sentinela8; 3 — Virus
Ilhéus (ILH), amostra de protétipo, recebida
dos “Rockefeller Foundation Virus Laborato-
ries”, de Nova Iorque, EUA.

Seguimos, para a interpretacdo dos dados
sorolégicos obtidos, os seguintes critérios:

Negativo — Auséncia de anticorpos detec-
taveis na menor diluicio da prova soroldgica
utilizada, ou seja, 1:10 em IH, 1:4 em FC e 1:2
em N.

Conversiao ndo significativa — Casos em
que houve elevacdo de titulo em somente uma
diluicio na prova soroldgica utilizada, ou seja,
elevacio em uma das amostras de apenas O
dobro do titulo quando comparada com Os SO-
ros colhidos anteriormente.

Conversao significativa — Casos em que
houve elevacdo de titulo em duas ou mais di-
luicGes na prova soroldgica utilizada, ou seja,
elevacdo de 4 ou mais vezes do titulo, na amos-
tra, em relacdo aquele existente nos soros co-
lhidos anteriormente.

Sem alteracao de titulo — Casos de indivi-
duos com anticorpos no soro pré-vacinal e que
nao tiveram elevacdo significativa deste titulo
ap6s o estimulo da vacina.

Taxa de conversao — A relacdo observada
entre o numero de individuos que converteram
(significativa e nfo significativamente) e o nu-
mero de pessoas examinadas.

Devemos assinalar que todos os soros de
um individuo foram sempre testados simulta-
neamente, qualquer que fosse o tipo de prova
soroldgica utilizada.

RESULTADOS

Parte das pessoas que forneceram amos-
tras de sangue para a avaliagdo soroldgica da
vacina contra encefalite ndo recebeu todas as
doses vacinais ou falhou quanto ao forneci-
mento de uma ou mais amostras de sangue. Os
resultados dessas amostras ndo serdo discuti-
dos neste trabalho.

As Tabelas I e II mostram os resultados
gerais das provas de IH e FC.

Recebemos amostras pares de 944 pessoas
que foram inoculadas com trés doses de vacina
e forneceram, portanto, duas amostras de san-
gue (uma pré-vacinal e outra 7 dias apds a ter-
ceira dose). Examinamos 871 (92,3%) em pro-
vas de IH e 620 (65,7%) em provas de FC.
Deste grupo, 706'pessoas forneceram uma ter-
ceira amostra de sangue, seis meses apods a
vacinacéo e delas foram examinadas 705 (99,9%)
em IH e 598 (84,7%) em FC.

As pessoas que haviam recebido trés do-
ses da vacina em 1977, foram inoculadas com
nova dose em 1979 e, trinta dias apds, forne-
ceram nova amostra de sangue. De 390 pessoas,
que haviam cumprido totalmente o esquema de
vacinacdo e sangria, obtivemos quatro amos-
tras seriadas. Destas foram examinadas 389
(99,9%) em IH e 327 (83,8%) em FC.

Examinamos, em provas de IH (Tabela I),
pares de soros de 871 pessoas.
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TABELATI

Provas de Inibicio da Hemaglutinagio realizadas em soros de pessoas vacinadas contra encefalite em Jacupiranga, Estado
de Sao Paulo, 1977-1979.

Negativos Conversdes Com anticorpos nas
amostras anteriores
. : Taxa de
Soros Recebidos  Examinados Sem conversio
Sem elevacao Nao sig- Signi-
anticorpos de titulo nificativo  ficativo Negativo  Positivo
Pares 944 871 597 79 93 102 — — 22,4%
(68,5%) (9,1%) (10,7%) (11,7%)
Triplos 706 705 488 69 0 0 112 36 0,0%
(69,2%) (9,8%) (15,9%) (5,1%)
Quéadruplos 390 389 217 39 15 12 32 4 7,0%
(55,8%) (10,0%) (3,9%) (3,1%) (8,2%) (19,0%)
VAR A R Ty

De acordo com esses testes, 597 (68,5%)
nio apresentaram anticorpos detectaveis em ne-
nhuma das duas amostras, sendo, portanto,
consideradas como negativas e 79 (9,1%) que
possuiam anticorpos pré-vacinais para ROC,
SLE e ILH n&o apresentaram elevacdo signifi-

versdo de 22,4%, sendo que em 93 (10,7%) esta
clevacao foi significativa.

Os dados obtidos por provas de FC em pa-
res de soros (Tabela II) foram ainda mais po-
bres, pois, 490 (79,0%) pessoas foram negati-
vas e 40 (6,5%) nao tiveram o titulo de anti-

cativa de titulo, para qualquer um dos antige-
nos. As restantes, 195 pessoas, mostraram ele-
vacao no titulo de anticorpos com taxa de con-

corpos pré-vacinais alterado. Apenas 90 conver-
teram, significativamente ou nao, dando uma
taxa de conversdo de 14,5%.

TABELAII

Provas de Fixagdo do Complemento realizadas em soros de pessoas vacinadas contra encefalite em Jacupiranga, Estado
de Séo Paulo, 1977-1979.

Negativos Conversoes Com anticorpos nas
amostras anteriores
Soros Recebidos  Examinados Taxa d_e
Sem conversaoc
Sem elevagao Nao sig- Signi-
anticorpos de titulo nificativo  ficativo Negativo  Positivo
Pares 944 620* 490 9 11 — —_ 14,5%
(79,0%) (6,5%) (12,7%) (1,8%)
Triplos 706 5988 475 0 0 68 21 0,0%
(79,4%) (5,7%) (11,4%) (3,5%)
Quédruplos 390 327+ 232 26 3 31 20 8,9%
(70,9%) (4,6%) (8,0%) (0,9%) (9,5%) (6,1%)
* — N&o computados 71 pares com, pelo menos, um soro anticomplementar ~

§ — Nao computados 55 triplos com, pelo menos, um soro anticomplementar
+ — N&o computados 27 quddruplos com, pelo menos, um soro anticomplementar

A etapa seguinte da presente avaliacdo foi
o exame de soros de pessoas que haviam toma-
do as trés doses de vacina, j4 haviam forneci-
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do duas amostras de sangue e que foram san-
gradas apds seis meses, para verificacdo da du
racdo do nivel de anticorpos.
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Pela Tabela I, podemos verificar que, em
provas de IH, o numero das pessoas cujos so-
ros foram negativos e das que ndo apresenta-
ram alteracdao no titulo de anticorpos, foi apro-
ximadamente igual ao da avaliacdo anterior.
Porém, das 148 pessoas que haviam desenvol-
vido anticorpos apds o estimulo vacinal, 112 dei-
xaram de apresentd-los, mostrando que 75% da-
quelas que tiveram anticorpos induzidos pela
vacina perderam-nos, decorridos seis meses da
vacinacéo.

As provas de FC em soros triplos (Tabela
II) mostraram que esses anticorpos foram, tam-
bém, muito fugazes pois, apenas 21 (3,5%) pes-
soas tinham anticorpos fixadores do comple-
mento seis meses apds a vacinacdo.

Examinamos, em provas de neutralizacio,
os soros de 37 pessoas que forneceram trés
amostras seriadas de sangue. Dezoito delas,
cujos soros haviam sido negativos em provas
de IH e FC também o foram por essa prova;
das 19 pessoas selecionadas dentre as que ti-
veram elevado o titulo de anticorpos séricos
em provas de IH e FC, 14 tinham anticorpos
neutralizantes, pelo menos na segunda amos-
tra, e cinco foram negativas.

A dultima etapa da presente avaliagdo foi
feita apos a aplicacdo da quarta dose de vacina.

Em prova de IH (Tabela I), dos 389 soros
quddruplos examinados 217 (55,8%) nao tive-
ram anticorpos detectados e. 39 (10,0%) nao
tiveram alteracdo de titulo. Verificamos, tam-
bém, que houve conversao sorolégica em 27
soros de pessoas que nido tinham mostrado ele-
vacdo de anticorpos nas .trés amostras ante-
riores, com taxa de conversdo de 7,0% e que,
das 106 pessoas (272%) com anticorpos em
pelo menos. uma das amostras anteriores, 32
(82%) nao demonstraram anticorpos inibido-
res da hemaglutinacdo. Em provas de FC (Ta-
bela II), das 327 pessoas examinadas, 232
(709%) n#o tiveram anticorpos séricos de-
monstraveis e 15 (4,6%) nfo tiveram altera-
cdo de titulo. Verificamos, ainda, converséo so-
roldgica em 29 pessoas, com uma taxa de 8,9%.

Finalmente, das 51 (17,5%) pessoas com an-
ticorpos em pelo menos uma das trés amos-
tras anteriores, 31 (9,5%) nao tiveram an-
ticorpos fixadores do complemento apéls a ad-
ministracdo da quarta dose de vacina.

Selecionamos, para testes de neutralizagao,
soros de 40 pessoas que nao haviam mostrado
anticorpos detectdveis, em nenhuma das qua-
tro amostras de sangue, nas provas de IH e
FC. Todas as 40 foram negativas, sem qual-
quer aumento significativo do tempo médio da
sobrevida dos animais inoculados, fato que su-
gere, em concordancia com as duas provas an-
teriores, que a vacina avaliada também nao in-
duziu anticorpos neutralizantes.

A Tabela III mostra, por provas de IH, o
nivel dos titulos de anticorpos, induzidos pela
vacina, em pessoas que nao possuiam anticor-
pos pré-vacinais para os trés flavivirus estuda-
dos. Podemos verificar que a grande maioria
mostrou titulos de 1:10 e 1:20 sendo que ape-
nas 3 pessoas levantaram-nos a 1:80, o ma&xi-
mo por nés observado. Pela Tabela IV veri-
fica-se que a maioria dos soros das pessoas
sem anticorpos pré-vacinais mostrou anticor-
pos, fixadores do complemento, ao nivel de 1:4
e apenas 11 pessoas fixaram o complemento a
diluicio de 1:8, titulo méximo observado.

TABELA III

Nivel de anticorpos obtidos em provas de Inibicdo da He-

maglutinagido realizadas em soros de pessoas que n@o tinham

anticorpos pré-vacinais e vacinadas contra encefalite em
Jacupiranga, Estado de Sao Paulo, 1977-1979

Titulos
Soros Total
1:10 1:20 1:40 1:80
Pares 90 96 21 1 208
Triplos 30 15 1 0 46
Quédruplos 35 46 19 2 102
Total 155 157 41 3 356

TABELA IV

Nivel de anticorpos obtidos em provas de Fixacdo do Com-

plemento realizadas em soros de pessoas sem anticorpos

pré-vacinais e vacinadas contra encefalite em Jacupiranga,
Estado de S&@o Paulo, 1977-1979

Titulos
Soros Total
1:4 1:8
Pares 80 ‘5 85
Triplos 22 [0} 22
Quédruplos 27 6 33
Total 129 11 140
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DISCUSSAO

Para o controle de varias doencas causa-
das por virus sdo utilizadas vacinas prepara-
das com virus inativados por meios fisicos ou
quimicos. Assim, entre outras, a influenza e a
encefalite japonesa empregam este tipo de va-
cina, além da vacina contra poliomielite que
foi substituida pela de virus vivos. Evidente-
mente, a eficicia de uma vacina inativada é
funcdo da poténcia antigénica obtida e do es-
quema eficiente de sua aplicacdo. E 0 caso da
vacina inativada de poliomielite que, em testes
de campo efetuados na Suécia em 1955, produ-
ziu anticorpos em 99% das pessoas inoculadas
e reduziu, praticamente a zero, a incidéncia da
doenca 3. As vacinas monovalentes de virus de
influenza também mostram indice aprecidvel de
anticorpos 2 e a vacina contra encefalite japo-
nesa, preparada a partir do virus replicado em
cérebro de camundongos adultos, purificado e
inativado pelo formol, chega a estimular o apa-
recimento de anticorpos em até 95% das pes-
soas inoculadas com duas doses*5.

A duracdo dos anticorpos, produzidos pela
vacina inativada de poliomielite, foi estimada
em cerca de um ano e, em caso de dose de re-
forco, observou-se elevacdo de anticorpos, ti-
pica de respostas secunddrias3. Também na
vacina desenvolvida contra a encefalite japone-
sa, verificou-se que cerca de 60% dos indivi-
duos imunizados com a amostra Nakayama,
mantiveram anticorpos de titulo 1:10, ou mais,
decorrido um ano da vacinagdo e, apos dose
de reforco, os anticorpos foram detectados até
dois anos 4.

A vacina contra a encefalite causada pelo
virus Rocio, objeto da presente avaliacdo soro-
16gica, mostrou, a julgar pelos dados obtidos
por nés, um estimulo antigénico muito inferior
ao das outras vacinas virais inativadas.

Assim, grande numero de vacinados (217
de 390 pessoas) nido desenvolveu anticorpos pe-
las provas escolhidas para esta avaliacdo, nem
mesmo apds a inoculacdo de quatro doses de
vacina.

Além disso, nos arbovirus e, em especial,
nos flavivirus, existe o que se chamou de in-
feccdo secunddria 10 ou superinfeccdo®. Isso
se manifesta em individuos que tiveram no
passado uma infec¢do causada por um flavivi-
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rus e que, a uma nova infecgdo por outro vi-
rus deste grupo, respondem com elevagdo ri-
pida e alta do titulo de anticorpos, sendo que,
por vezes, os heterdlogos tém titulo mais alto
do que os anticorpos homdlogos.

Na presente avaliagdo, cerca de 10% das
pessoas que possuiam anticorpos pré-vacinais
demonstraram ndo ter recebido estimulo anti-
génico suficiente para elevar os anticorpos ad-
quiridos no passado.

Este fato € ainda mais realgado porque,
além da amostra SPH 34675 homologa a da va-
cina, utilizamos, em todos oOs nossos testes,
amostras dos virus Ilhéus e da encefalite de
Sdo Luis, do mesmo grupo antigénico a que
pertence o virus Rocio. Além do mais, depois
da aplicacdo da quarta dose da vacina, apenas
7% das pessoas cujos soros foram negativos,
apds a administracdo de trés doses, mostraram
conversdo soroldgica nas provas utilizadas. E,
8% daquelas que revelaram anticorpos detectd-
veis em, pelo menos, uma das amostras de
sangue, foram negativas, ndo respondendo ao
estimulo vacinal que deveria ter sido induzi-
do pela quarta dose. Isto demonstrou que
a inoculagcdo de uma quarta dose nao produziu
os efeitos que seriam esperados de uma dose
de reforco.

Também a duracdo dos anticorpos induzi-
dos pela vacina foi fugaz, pois, das 148 pessoas
que apresentaram conversao soroldgica apds a
inoculacdo de trés doses da vacina, 112 foram
consideradas como negativas, decorridos seis
meses do término do primeiro esquema de va-
cinacao. Estes achados foram amparados pelo
fato de que 32 pessoas, que tiveram elevagdo
de anticorpos pela agio da-vacina, foram con-
sideradas como negativas em provas de IH e
FC quando seus soros foram examinados apds
a aplicacdo do quarto estimulo vacinal.

A obtencdo de vacina eficiente contra a en-
cefalite causada pelo virus ‘Rocio € de extre-
ma importéncia, pois a doenca causada por este
virus € grave e, em muitos casos, leva a morte
ou a incapacidade fisica. Resta, portanto, a bus-
ca de vacina mais potente, seja pela escolha
de amostras mais antigénicas, seja principal-
mente pela elevacdo da poténcia desta vacina,
de forma que a quase totalidade das pessoas
vacinadas adquira anticorpos e que estes se-
jam durdveis.
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Porém, esta vacina foi, até agora, avaliada
apenas sorologicamente durante nossos estudos,
uma vez nao houve atividade epidémica deste
virus o que possibilitaria, também, uma ava-
liagdo epidemioldgica.

SUMMARY

Serological evaluation of a vaccine against hu-
man encephalitis caused by Rocio virus

A vaccine against the encephalitis caused
by Rocio virus was evaluated in humans by
hemagglutination-inhibition, complement fixa-
tion and mouse-titration tests. The results have
shown a low conversion rate (22%), and that
the antibodies induced by the vaccine were
short lasting.
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