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RESUMO

Com o objetivo de testar medidas que implicassem em simplificacbes natécnica de
contraimunoel etroforese modificada, foi efetuado um estudo com amostras de soro de pessoas

primovacinadas e revacinadas com vacina anti-rébica “Fuenzalida’.

AsmodificacBes testadas e adotadas foram asupressdo do tratamento do antigeno com
betapropiolactona; substituicdo do tampéo verona pelo tampdo borato e autilizacdo de antigeno
produzido em cérebro de camundongos lactentes. Os resultados dos testes mostraram que as
modificacbes adotadas sdo €ficientes, conferindo a prova uma maior praticidade na elaboracdo de

antigenos e um menor 6nus permitindo assm suaimplantacdo em umamaior gamade laboratérios.



Vil

SUMARY

Aiming at to test options that imply some simplifications in modified
conterimunnoelectrophoresis, a survey was undertaken with “Fuenzalida’s” anti-rabies primovaccinated

and revaccinated treated persons seruns.

Those modifications were the betapropiolactona antigen inativation supression; veronal saline
buffer substitution by borate saline buffer and the utilization of a suckling mouse brain origin antigen.
The obtained tests results shown that adoted modifications were efficients, giving to the techinique a
greater practicity in antigen doing and a lower cost. permiting so, the test implantation in a greater

range of laboratories.



1- INTRODUCAQ

H& muito tempo que a vacinacdo anti-rabica humana vem sendo feita "as cegas" no Rio de
Janeiro, assim como na maior parte do pais, pois ndo existem técnicas efetivamente implantadas
para determinagdo do titulo de Ac neutralizantes para dar suporte ao tratamento, que unam o
custo acessivel e a rapidez na obtencdo dos resultados. A CIE modificada descrita por Diaz & Myers
(1980) é uma prova rapida e segura para este fim, porém na pratica ndo é tdo acessivel quanto o
descrito, quando diante da realidade dos laboratérios de diagnéstico de raiva do Pais que, em sua
maioria, ndo apresentam 0S recursos necessario

A motivacdo principal para realizacdo deste estudo foi a necessidade de se adotarem
modificacfes que viabilizassem a técnica de CIE e sua implantacdo em laboratdrios de diagndstico de

raiva que disponham de poucos recursos.



2 - REVISAQ BIBLIOGRAFICA

2.1. Virus rabico

A raiva é uma doenca que afeta o sistema nervoso central, sendo importante para humanos e
animais. E causada pelo Virus Rabico (VR), o qual é membro do genero Lyssavirus, da familia
Rhabdoviridae. O VR € envelopado, em forma de bala (projétil), possuindo um genoma com fita Unica

de RNA de polaridade negativa, que codifica cinco proteinas.

O género Lyssavirus compreende o virus rabico e quatro outros virus relacionados
(Mokola, Lagos Bat, Duvenhage e Finlandia). Segundo a WHO (1984), o VR, constitui a espécie tipo.
Mediante provas soroldgicas, tem-se demonstrado a existéncia de relaghes antigénicas entre 0S
distintos virus deste grupo, o que tem permitido classifica-los em 5 sorotipos (WHO, 1989):
Tipo 1- RAIVA: Cepa protétipo CVS-24 (Challenge Virus Standard 24 passagens intracerebral em

camundongos). Inclui varios subtipos distribuidos mundialmente.



Tipo 2 - TAGOS: Cepa lages Bat Inclui 3 subtipos:

subtipo

LAG 2 {prololipo)

LAG 3iprototipo)

ano

1974
1986

9

1980
1980
1980
1985

1980

hospedeiro
Morcégo Frugivoro
(Galo

Grato SA30
Morcégo SAZ
Morcego SA3
Morcégo Frugivoro
Morcégo Frugivero

Morcego Frugivoro

local

Rep.Ceniro Africana.

Zimbabwe
Africa do Sul
Africa do Sul
Africa do Sul
Africa do Sul
Senegal

Africa do Sul

Tipo 3 - MOKOLA: Ha apenas um sublipo do virus Mokola.

hospedeiro ano local

1968 {prolotipo) Mussaranho Nigeria

1969 Humane Nigéria

1971 Humano Nigéria

1971 (1974 ?) Mussaranho Camardes

1981 Republica Roedor {enlro Africana
1981 3 Gatos, Cao limbabwe




Tipo 4 - DUVENHAGE: Ha 2 subtipos do virus Duvenhage:

subtipo ano hospedeiro local
DUVI prol 719?07 | Humano Africa do Sul
1961 Morcégo Insel Africa do Sul
1986 Morcégo Zimbabwe
DUV 2 1968 Morcego Hamburgo, RFA Y
{prot.) 1970 Morcego Bremeshavem, RFA ¢
1982 Morcégo Polonia
1986/87 100 Morcegos RFAY e Dinamarca

*  Repiblica Federativa Alema

. Tipo & Finlandia Ha apenas um isolamenlo do lipo 5. de material hurrano em 1985, na
Finlandia.

Se o ciclo desses virus, que parece se completar em animais silvestres, se estendesse a
animais domesticos, ocorreria um problema de Satde Publica Km Zimbabwe foram nolificados 5
casos de virus Mokola em gatos e 1 em cao (WHO, 1989). Estes achados demonstram a necessidade de

se estudar ainda mais a natureza destes agentes e sua epizootiologia em animais domésticos.

Alraves de provas sorologicas de protecao cruzada. neutralizacao viral, cinetica de
neutralizacdo e contraimunoeletroforese, demonsirou-se que existem diferencas anligénicas entre

distintas cepas do VR (Crandell, 1966; Diaz. 1976, Wright, (948, Wiklor el al. 1973) O desenvolvimento
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recente de técnicas de anticorpos monoclonais tem permitido a deteccdo de diferencas de composicio

em um determinado epitopo da glicoproteina ou do nucleocapsideo do VR.

O uso conjunto de uma bateria de anticorpos  monoclonais  antinucleocapsideo e
antiglicoproteina, permite diferenciar as distintas cepas do VR e este dos virus relacionados a ele
(Flamand et al., 1980 a e b; Wiktor, 1978; Wiktor et al., 1980). Resta esclarecer se essas diferencas
antigénicas sdo responsaveis pelos ocasionais casos de raiva em humanos e animais devidamente

vacinados.

2.2. infeccdo e patogenia

A infeccdo rabica ocorre, habitualmente, pela mordedura de um animal raivoso, cuja saliva
contenha virus ativos. Sem dlvida, outras possiveis vias de infeccdo para 0 virus sdo: a aerégena
(Constantine, 1962; Hronovsky & Benda, 1969 a e b; Hronovsky. 1971; Jenson et al., 1969) e a oral
(Correa et al.. 1970). Nos Ultimos anos tém sido notificados casos de pessoas que contrairam raiva
depois de receber transplantes de coOrnea provenientes de doadores ndo controlados para a doenca

(U.S.Centers for Disease Control. 1980) e pela via transplacentaria (Sipahioglu & Alpaut, 1985).

Depois de introduzido por inoculagio ou mordedura, o virus aloja-se durante um periodo
varidvel de tempo no local de inoculagdo (Baer et al.. 1968; Baer & Clearley. 1972). O primeiro ciclo
de replicagdo do virus ocorre no mulsculo estriado comprometido, que atua entdo como sitio
amplificador da infeccdo. Murphy et al. (1973) consideram que em infec¢des com um periodo de
incubagéo prolongado, este tecido poderia atuar também como sitio de sequestro do virus, ainda que

esta hipotese ndo tenha sido comprovada (Charlton & Casey, 1981; Charlton et al., 1982).
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O VR tem demonstrado um marcado neurotropismo, em condigbes naturais e

experimentais (Matsumoto, 1962; Tsiang. 1979).

O virus passa logo aos nervos periféricos através da juncdo neuromuscular, onde o0s
receptores da acetilcolina exercem papel importante para a entrada do VR nos nervos periféricos
(Tsiang, 1979), a partir dai ele se desloca passivamente pelo axoplasma de forma centripeta até 0s
ganglios espinhais aonde se replica aumentando a quantidade de virions que chegardo ao cérebro
através dessa estrutura. As tentativas de identificar o VR no sistema nervoso periférico ndo tém tido
éxito, sendo a raiz do ganglio dorsal o primeiro ponto de onde se consegue isolar 0 VR entre 0 ponto
de entrada e o SNC Uma vez atingida a medula espinhal, o curso ascendente para o cérebro é
rapido (Baer, 1975). Geralmente, a infeccdo estd limitada ao neurbnio e suas estruturas, porém,
tém-se notificado casos de raiva com invasdo de astrocitos e células da glia (Matsumoto. 1975; Sung

et al.,, 1976).

inicialmente a infeccdo compromete ao sistema limbico e estende-se logo ao resto do
cérebro (Torres et al., 1984). Nesta etapa, comeca a dispersdo centrifuga do virus, que pode ocorrer
por via axoplasmica. por infeccdo de neurGnios ou através do espaco intersticial (Murphy, 1977).
Praticamente qualquer neuronio do corpo pode servir para multiplicacdo do virus nesta etapa da
enfermidade, assim como células da cornea (Larghi et al., 1973; Schneider, 1969), da pele (Blenden et
al.. 1983; Smith et al., 1972), células cromafins do pancreas, miocardio, gordura parda e glandulas
salivares (Dierks et al., 1969; Dierks, 1975; Murphy. 1977). A presenca de VR nas glandulas salivares
tem sido detectada inclusive em animais pré-sintomaticos (Bell et al., 1969; Sikes, 1962; Vaughn et
al., 1963). Também foi verificada a eliminacdo intermitente de virus na saliva de animais

aparentemente sdes (Fekadu & Baer, 1980; Fekadu et al. 1981; Yurkovsky. 1962). Em periodos
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terminais da enfermidade, observa-se, as vezes, a infeccdo macica das terminagBes olfatorias e das

papilas gustativas (Dierks et al.. 1969; Dierks, 1975).

Segundo Murphy (1977), o VR exibe uma marcada habilidade para enganar oS mecanismos
de defesa do hospedeiro até fases muito avangadas da infeccdo. Assim este autor observou, em parte,
que o fendmeno de brotamento ao nivel da membrana citoplasméatica é raro no SNC, e que o0 nimero
de particulas liberadas no meio extra celular é limitado e estas infectam rapidamente as células
vizinhas ou ficam retidas na bainha de mielina que envolve o axodnio. Por outro lado, ndo se
evidenciam alteragfes citopatologicas que possam estimular reagdo inflamatéria no tecido nervoso

ou em tecidos extra neurais.

Em acompanhamento sorolégico de 40 pacientes humanos que vieram a falecer de raiva,
Souza (1980). encontrou apenas 7 com titulo de anticorpos neutralizantes nos soros colhidos na
Manhd do falecimento, dos quais trés estavam recebendo tratamento vacinal quando adoeceram,

entretanto, por falta de dados ndo foi possivel precisar o inicio dos sintomas em cada paciente.

Em pacientes ndo vacinados, anticorpos ndo aparecem antes do 10° dia de doenga, mas
apos este dia, o titulo sobe rapidamente, atingindo niveis muito altos. Uma similar elevagdo foi
observada em pacientes que receberam vacinagdo pos-exposicdo (Hattwick & Gregg. 1915). A
auséncia de anticorpos neutralizantes durante os 10 primeiros dias de doenca sugere que a raiva €
uma infeccdo imunologicamente privilegiada que ndo estimula mecanismos imunes até o inicio da
doenca clinica. Durante o periodo de incubacdo, o virus estd presumivelmente dentro dos neurdnios,

protegido do sistema imune do hospedeiro. Como a morte ocorre normalmente antes do 10° dia, as



defesas do hospedeiro sdo alertadas tarde demais para poder ajudar nos casos ndo tratados (Hattwick

& Gregg, 1915).

Em humanos, o VR normalmente pode ser isolado do cérebro apds a morte, em casos em
que esta ocorre cedo no curso da doenca. Mas ap6s 10 a 14 dias. o isolamento do virus do cérebro,
pos-morte ou em bidpsias cerebrais, pode ser impossivel (Rubin et al., 1970; Hattwick et al.. 1972). O
titulo de anticorpos no liquido céfalo-raquidiano, na raiva clinica € muito maior do que o obtido com
aplicacdo de soro hiperimune (Bell et al.. 1971; Hattwick et al., 1972) ou induzido pela vacinagéo

(Arko et a1.1973).

Segundo teorias recentes, o desenlace fatal desta enfermidade poderia debitar-se a
fendbmenos imunopatologicos. Tem sido demonstrada a produgdo de interferons em animais
infectados experimentalmente, assim como periodos de incubagdo excessivamente prolongados em
animais atimicos ou com imunossupressdo quimica (Guillon & Tsiang, 1980; Smith et al., 1982)
Também poderiam participar certos mecanismos de disfuncdo neuronal ainda ndo identificados
(Tsiang. 1982). E provavel que varios fatores interajam para aumentar a severidade e a fatalidade
da enfermidade. A complexidade do problema justifica a necessidade de se continuar com essa linha

de pesquisa para esclarecer 0s possiveis mecanismos imunolégicos e moleculares envolvidos.

Dados comprovam que a raiva humana e canina vém aumentando em todo mundo, apesar
dos conhecimentos adquiridos e da disponibilidade de meios para controlar a doenga (Schneider,

1990).
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Alguns paises de economia capitalista desenvolvida, como o Japdo e a Inglaterra,
conseguiram controlar a raiva. Por outro lado, na india ocorrem anualmente cerca de 25.000 Gbitos
causados por raiva humana (WHO, 1986). A raiva na América Latina ainda é um sério problema de
salde puablica. Em 1985 foram registrados 250 casos em humanos, sendo que em alguns paises a
situacdo é bastante grave, e depois da india, esta é a segunda regido no mundo em nimero de
casos notificados de raiva humana, provavelmente devido as condices sdcio-econdmicas e culturais

de seus habitantes.

A raiva, bem como outras doencas transmissiveis. ttm uma situacdo conjuntural bastante
favoravel para se expandir vem na América Latina frente a grave crise socio-econdmica que
ocorrendo neste continente, agravada ainda mais pela divida externa de grande parte dos paises, 0S
quais, como parte das negociacbes com os paises credores, deterioram ainda mais a qualidade de

vida de seus habitantes (Schneider. 1990).

2.4. A raiva no Brasil

O Brasil j& apresentou incidéncia de raiva humana e canina altas. porém com a criagdo em
1973 do Programa Nacional os de Profilaxia da Raiva (PNPR), mediante convénio firmado entre
Ministérios da Saude e da Agricultura, Central de Medicamentos (CEME) e a Organizacdo Panamericana
de Salde (OMS-OPAS), este indice vem se reduzindo consideravelmente. Para ilustra-lo pode-se citar
que em 1980 notificaram-se 168 casos de raiva humana e 4.570 casos caninos, e ja em 1988 foram
notificados 37 casos humanos e 464 caninos, havendo uma reducdo de 78% e 89,8% respectivamente.

Porém esta redugdo ndo foi homogénea em todo Pais. A regiao sudeste que em 1980 apresentava 40%
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dos casos de raiva humana notificados no Brasil, passou a apresentar apenas 10.8% dos casos

diagnosticados em 1988 (Schneider. 1990).

A regido sul desde o inicio da criagio do PNPR, sempre apresentou uma baixa incidéncia

de casos de raiva humana e ndo registrou nenhum caso entre no periodo de 1982 a 1986.

As regides Norte e Nordeste tém apresentado anualmente incidéncia de raiva humana
bastante alta e em 1988 mil os coeficientes de incidéncia nestas regides foram de 0.07/100
habitantes (hab) e 0,06/100 mil hab, respectivamente. Estes indices foram bastante superiores ao da

regido sudeste no mesmo periodo, que foi de 0.01/100 mil hab. (Schneider, 1990).

Convém lembrar que o nimero de casos de raiva diagnosticados estd relacionado com o
volume de amostras recebidas em cada estado. Grande nlmero das amostras encaminhadas para
diagnéstico da raiva, concentram-se na regido Sudeste, onde se localizam 14 dos 27 laboratorios de
diagnostico do Pais. Em contrapartida nas regides Norte e Nordeste o nimero de casos notificados é
minimo, contando estas regifes com apenas 3 e 5 laboratorios respectivamente (Ministério da Sadde,

1992).

A partir de 1974 surgiram as Vacinas Anti-Rébicas (VAR) produzidas em células diploides
humanas. Outras vacinas derivadas de cultivos celulares, mais econdmicas sdo agora disponiveis (por
exemplo: vacina purificada de células VERO e vacina purificada de embrido de galinha). Apesar da alta
poténcia e Otimos resultados desta nova geracdo de vacinas, a maioria dos paises do Terceiro Mundo

ndo tém condi¢bes de implantar sua produgdo em laboratorios da rede publica para producdo em
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massa, devido primordialmente, ao seu custo ainda bastante elevado para a realidade de tais paises

(Kaplan et al.. 1986).

Na América Latina ocorre a maior parte das vacinacbes humanas em todo o mundo e a
maioria destes paises utiliza a vacina produzida em cérebro de camundongos lactentes desenvolvida
por Fuenzalida & Palacios (1955). A partir de 1964, esta vacina comegou a ser adotada por paises
como o Chile, Argentina, Peru, Uruguai e Brasil. No Brasil apesar de introduzida em 1965, somente a
partir de 1973 foi escolhida dentre as varias vacinas até entdo produzidas no pais, como a que
melhor atenderia as exigéncias do PNPR, sendo produzida, a partir dai, com a adogdo da inativacdo
pela beta-propriolactona (Silva et al.. 1967; Markus et al.. 1971). Testes e padrbes foram também
adotados para o controle de qualidade de sua producdo. A vacina Fuenzalida tem sido utilizada
nestes paises em grande escala para cdes, gatos, bovinos e para o homem, e em muitos deles a raiva
foi controlada com éxito (Fuenzalida et al., 1964; Fuenzalida. 1914). Esta vacina preparada em
cérebros de camundongos lactentes contém altos titulos de virus antes de sua inativagdo (1075 a
1085 DL 50 / 0,03 ml por via intra cerebral em camundongos), sendo estes os maiores ja obtidos
quando comparados com qualquer sistema utilizado para replicagdo do virus. Quando
convenientemente inativada, € inteiramente segura para qualquer espécie animal suscetivel a doenca

(Souza. 1980).

2.6. Imunidade

Anticorpos  anti-rdbicos parecem estar relacionados principalmente as classes das
imunoglobulinas 1gM e 1gG (Fujisaki et al., 1968; Matsumoto, 1970; Rubin et al., 1971; Souza, 1980).

Durante a resposta primaria IgM pode, aparentemente, ser detectada antes de 3 a 4 dias (Fujisaki et



al., 1968), enquanto que lgG aparentemente ndo pode ser detectada até aproximadamente o 10° dia
(Rubin et al., 1971). Souza (1981), acompanhando as respostas de IgM e IgG em 22 pacientes
primovacinados. detectou titulo de IgM a partir do 4° dia em 3 pacientes (14%) e dos 31 testados

para 1gG, esta foi detectada no 4°dia em 2 (9%).

Souza (1981) e Lemos (1984), ndo detectaram Ac no TN antes do 4° dia apds inicio da

vacinacao.

A IgM normalmente comeca a cair dentro de 41 dias (Rubin et al., 1971) enquanto IgG
comeca a declinar em torno de 225 dias, mas permanecendo detectaveis por mais de 20 anos (Fox,
1958; Greenberg & Childress. 1960). A persisténcia destes anticorpos tem permitido o uso de varios

testes sorologicos para determinacdo de imunidade anti-rabica.

Testes de neutralizacdo tém sido utilizados para correlacionar anticorpos com resisténcia a
desafio em cdes, gatos, bovinos, raposas e outros animais (Koprowski & Black, 1952; Fenje, 1960;
Dean et al., 1964). Tem sido reportado que anticorpos neutralizantes em camundongos, cobaios e
coelhos sdo induzidos pela glicoproteina do envelope viral, e que estes anticorpos parecem proteger
contra subsequente desafio com o VR. Anticorpos com esta propriedade ndo séo produzidos quando o
nucleocapsideo purificado € inoculado em coelhos, entretanto sdo produzidos anticorpos detectaveis
pela imunoflurescéncia indireta e fixadores de complemento (Schneider et al., 1973; Wiktor et al.,

1973).



Os papéis definitivos da resposta imune humoral e celular na protecdo contra a raiva,
continuam sob investigagdo. A maioria das reacdes indicativas de imunidade celular podem ser

induzidas por antigenos rbicos em animais e no homem.

Algumas reacbes citotOxicas, assim como as de anticorpos, poderiam Ser tanto protetoras

quanto patogénicas.

Muitos dados na resposta celular foram obtidos sob condigBes experimentais. Por enquanto,

continua indefinido se eles sdo componentes criticos na defesa do hospedeiro contra a raiva.

Por outro lado, muito mais é conhecido sobre os anticorpos que neutralizam o VR.
Anticorpos no soro de animais e do homem podem ser estimados com razoavel precisdo e a
quantidade presente utilizada para avaliar a resposta imune. Varios autores tém demonstrado a
correlagdo entre a quantidade de anticorpos no soro e a resisténcia a subseqiente infeccdo. Porém
em individuos que estdo realmente infectados, o papel de anticorpos induzidos pelo método classico
de tratamento vacinal é dificil de explicar (Kaplan et al.. 1986). pois anticorpos neutralizantes ndo
sdo normalmente detectados antes de 4 dias ap0s o inicio da vacinagdo no homem e animais (Souza,
1980; Lemos, 1984; Lemos et al., 1987) e a vacinacdo sozinha em infeccBes severas onde o periodo de
incubacdo € curto, sem o uso do soro hiperimune, tem demonstrado ser pouco eficiente (Kaplan et

al., 1986),

Rubin et al, apud Crick & Brown (1976) verificaram que pacientes recebendo doses diarias
de vacina mantinham uma prolongada resposta de IgM e a conversio em IgG era retardada. Eles

indicaram que o fato de IgM ndo deixar a circulagdo e que apenas IgG penetra nos tecidos,
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representaria uma séria desvantagem que poderia servir de explicacdo para algumas das falhas de

tratamento que tém sido reportadas.

As variaghes na producdo de IgC estdo relacionados com o tipo de vacina, seu valor
antigénico, o esquema vacinal empregado e a existéncia ou ndo de vacinacles anteriores (Souza,

1980).

2.7. Acidentes pos-vacinais

Apesar da vacina Fuenzalida ser altamente potente e ser utilizada em doses pequenas,
estudos feitos em 1986 revelaram que entre os varios milhdes de pessoas tratadas durante 11 anos

na América Latina, também ocorreram acidentes neuroldgicos com esta vacina (Kaplan, 1986).

Segundo Schneider (1990), nos ultimos anos, para cada 1.000 pessoas, 3 buscam uma vez
por ano atendimento na Rede Publica de Salde devido a agressdes animais. Dados precisos quanto ao

nimero de agressdes ndo foram achados, porém o numero de atendimentos é alto.

O numero de pessoas atendidas esta diretamente associado a acessibilidade ao tratamento
na rede publica béasica de salde e a informacdo quanto a gravidade da doenca e da necessidade de

buscar atendimento em caso de agressdo (Schneider, 1990).

Ainda segundo Schneider (1990), o nlmero de pessoas que buscam atendimento e se

enquadram em uma das possibilidades de indicagdo de tratamento, é bastante alto (67,2%). Os
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técnicos do PNPR sugerem um percentual de pessoas tratadas em relagdo as atendidas entre 20% e

30%.

Tem sido atendidas nos centros de prevencdo da raiva, cerca de 350.000 pessoas por ano,
e aproximadamente 45% destas pessoas sdo tratadas. Entre 1980 e 1988 o nUmero médio de
acidentes pos-vacinais com comprometimento do SNC foi de 5 por ano, dando uma proporcdo de 1
acidente para cada 38.080 pessoas tratadas, sendo que o méximo de acidentes esperados com a

vacina Fuenzalida estaria proximo a 1 acidente/20.000 pessoas tratadas por ano (Schneider, 1990).

E questionavel o percentual alto de pessoas tratadas em regifes onde nio vem ocorrendo

casos de raiva canina ou silvestre e onde exista boa Vigilancia Epidemioldgica.

A (ltima resolugdo do Comité de Especialistas do PNPR j& prescreve tratamento reduzido

para areas de baixo risco, porém efetivamente tal tratamento ndo vem sendo empregado.

A mordida de um animal nao é automaticamente razdo para vacinacdo contra raiva. Para

prevenir imuniza¢des desnecessarias alguns dados devem ser observados:

- se a mordida foi defensiva;
- se a espécie é raramente acometida por raiva natural;
- se a area geografica é livre de raiva,
nesta situacdo é possivel atrasar ou omitir a vacinagdo.
Por outro lado:
- se 0 animal escapa;

- Se 0 ataque foi sem motivo;
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- se a espécie é vetor freqliente da raiva ou apresentava sintomas da doenca,

entdo a imunizagdo deve ser considerada fundamental.

2.8. Normas técnicas

As "Normas Técnicas para Tratamento Preventivo da Raiva” do PNPR/MS (1987), buscam
reduzir o nOmero de doses aplicados por tratamento, principalmente nos casos de revacinagdes e
naqueles ocorridos em areas de baixo risco, enfatizam ainda a necessidade da adogdo de provas

para acompanhamento dos tratamentos. Ressaltem-se algumas passagens destas normas:

a - em esquema pré-exposicdo, aplicar 01 (uma) dose nos dias 01, 08 e 29 com reforgo
aos 90 dias. Considerar como resposta imune titulos iguais ou maiores que 25 (1:25) no teste de
Neutralizagdo em camundongos (TN). Recomenda-se controle soroldgico anual. E indicado em pessoas
que por forca de suas atividades, estdo expostas permanentemente ao risco de infeccdo pelo VR;

b - considera-se tratado anteriormente todo individuo que tenha recebido, no minimo, 3
doses, desde que em dias ndo consecutivos e no periodo ndo maior que 90 dias;

¢ - no caso de nova exposicdo dentro do intervalo de 90 dias apds tratamento completo (7
+ 2 ou 10 + 3), ndo aplicar vacina. Nas pessoas que ndo receberam tratamento completo, se
indicado, completar a série a partir do nimero de doses recebidas anteriormente.

d - em caso de re-exposicdo com mais de 90 dias decorridos do inicio do tratamento,
recomenda-se:

d.1 - sempre que possivel, proceder & prova répida de deter minagéo de anticor pos,

d.2 - se houver demonstracao de resposta imunoldgica, aplicar 01 (uma) dose de reforgo
apenas;

e - nos casos de exposicdo grave ou quando ndo for conhecida a resposta anterior, aplicar
03 (trés) doses em dias alternados (dias 01, 03 e 05);

f - em caso de re-exposicdo com historia de tratamento anterior nunca aplicar soro
hiperhimune.

g - ndo se recomenda a vacinagdo contra a raiva em éareas de baixo risco com resultado
laboratorial por imunofluorescéncia negativo, desde que seja fornecido por um dos laboratdrios
credenciados. E da maior importdncia o procedimento do teste bioldgico, para confirmacdo do
diagnéstico.

Portanto, como foi visto anteriormente, as normas técnicas do PNPR recomendam o

controle sorologico dos pacientes tratados em diferentes situagdes:

1 - controle soroldgico anual dos pacientes tratados em esquema pré-exposicao;

2 - em pessoas re-expostas deve ser feita titulagdo com técnica rapida devido a
urgéncia;
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3 - é também recomendado que sejam implantados testes e se incentive o envio de
amostras para TN nas capitais de cada estado ou, no minimo, em um laboratério por regido que
realize tal teste.

2.9. Custos da raiva

Além do elevado custo social de mortes ocorridas pela raiva, implicagbes (como falta ao
trabalho efou escola) por parte dos pacientes e de transtornos fisicos ocasionados pelo tratamento,
(como risco de acidentes pds-vacinais) devemos, por outro lado, refletir sobre os custos reais. No
Brasil, sdo distribuidas, anualmente, 2 milhGes de doses de vacina para uso humano e cerca de 14
milhdes de doses para cdes, a um custo aproximado de U$ 8 milhes. Esse montante cobre apenas o
custo das vacinas aos laboratorios produtores. Some-se a isto 0 gasto com manutengdo,
operacionalizacdo da rede publica para aplicacdo destas vacinas e 0s gastos na organizacdo de

campanhas de vacina¢do animal (Schneider, 1990).

2.10. Avaliaco da imunidade

Webster & Dawson (1935) desenvolveram o primeiro teste "in vivo" para deteccdo de
anticorpos neutralizantes para a raiva, e desde entdo, muitas outras técnicas foram desenvolvidas.
algumas delas detectam anticorpos contra a ribonucleoproteina viral. tais como as técnicas de
imunofluorescéncia indireta (Thomas, 1963), fixacdo de complemento (Kwert. 1973), imunoprecipitacio
(Sokol et al. 1969), radioimunoensaio (Lee. 1977) e imunoenzimatica (Atanasiu & Perrin, 1977)
Outras técnicas medem anticorpos induzidos pela glicoproteina do envelope viral, como por exemplo
0 teste de neutralizacdo em camundongos - TN - (Atanasiu et al.. 1956), inibicdo répida de focos
fluorescentes - IRFF - (Smith et al., 1973), hemadsorcdo (Gradien, 1977) e contraimunoeletroforese -

CIE - (Diaz & Mayers, 1980).
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Souza et al, (1985), desenvolveram um método de avaliagdo de resposta imunoldgica

celular anti-rabica através de uma reagdo intradérmica.

Como j& foi explicitado, anticorpos neutralizantes na raiva sdo aqueles formados contra a
glicoproteina, desta forma, as técnicas que detectam e titulam estes anticorpos sdo as indicadas

para avaliagdo da imunidade anti-rabica.

2.10.1 Teste de neutralizacho em camundongos (TN)

O TN € considerado padrdo para deteccdo de anticorpos neutralizantes, porém, seu curso
demasiado longo (15 dias) ndo lhe confere aplicacdo clinica para interferir em tratamentos em

curso, além disto seu custo é bastante elevado.

2.10.2. Inibicho Répida de Focos Fluorescentes (IRFF)

A IRFF apresenta altissima correlacdo com TN e é concluida em 24 h, porém é baseada em
técnicas de cultivo celular requerendo instalagdes e equipamentos razoavelmente sofisticados e
portanto bastante caros.

2.10.3. Contraimunoeletroforese (CIE)

O teste de CIE inicial era aplicado como uma técnica de triagem para deteccdo de
anticorpos (Diaz, 1977). entretanto o método ndo permitia a demonstragdo de niveis quantitativos e

reagdes inespecificas poderiam ocorrer quando soros hemolisados ou obtidos em fases de lipemia
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fossem examinados. Em contraste, a técnica de CIE modificada removeu estas dificuldades uma vez
que a amostra de soro a ser testada é inicialmente misturada com o antigeno, incubada, e entdo
colocada nos orificios localizados no lado catodico da lamina. Durante a eletroforese, qualquer
componente inespecifico do soro migra na direcdo oposta a da formagdo das bandas de precipitacdo

(Diaz & Myers, 1980).

A CIE modificada é um método répido (4 horas), acessivel e menos oneroso quando
comparado as demais técnicas de titulagdo de anticorpos para a raiva. A prova baseia-se na unido
dos Anticorpos presentes em diluices variaveis de um soro problema com quantidade constante de
antigeno (virus rabico inativado). A reagdo é evidenciada através de uma corrida eletroforética
simultariea das misturas de Ag/Ac e de um soro anti-rabico hiperimune (soro indicador). A presenca
de bandas de precipitagdo indica que ndo ha anticorpos (Ac) para raiva no soro problema, por isso 0

antigeno (Ag) livre reage com o soro indicador (Diaz & Myers, 1980).

Testes mesmos autores, analisando o grau de correlacdo entre a CIE modificada e o TN,
em amostras de soro de 48 pessoas vacinadas contra a raiva em regime pos-exposicdo (das quais 24
receberam 7 doses e 24 receberam 14 doses), obtiveram um valor de r = 0.58. J& em 1981 quando
compararam 0s resultados obtidos pela CIE e TN com 89 soros de pessoas que receberam vacinagao

AR pos ou pré-exposicdo, o valor chegou a r = 0,60. Tais resultados sdo bastante proximos.



Em trabalho posterior, ja utilizando Ag produzido com &gua destilada suplementada com
glicina e sacarose. Diaz (1983) examinando 45 soros de pacientes que receberam vacinagdo pos-
exposicdo (6 doses), obteve um valor de r= 0,83 entre 0 TN e a CIE. Devido ao seu efeito
estabilizante sobre 0 VR, sacarose e glicina tém sido usadas na producdo de vacinas de alta poténcia
(Larghi & Nebel, 1980; Sikes & Larghi, 1961). O uso destes produtos para o preparo de Ag para a CIE

resultou na melhoria da estabilidade do Ag, (Diaz. 1983).

A principal vantagem da CIE sobre o TN consiste na consideravel redugdo do tempo
requerido para a obtencdo dos resultados, fator este, que pode ser de importancia clinica
fundamental na avaliacdo de um paciente. Em adicdo, a CIE é uma prova facil de realizar e menos

onerosa em relagdo as demais ( Diaz & Myers, 1980).

Soros fracionados em colunas de Sephadex G-200 demonstraram que a atividade
neutralizante envolvida em ambas as técnicas estava presente nas fracdes de soro contendo 1gG (Diaz

& Myers, 1980).

A Prova de imunofluorescéncia indireta (IFI) era considerada como sendo um método
qualitativo sensivel para a deteccdo de anticorpos para raiva apresentando boa correlagdo com o TN,
entretanto algumas diferencas foram observadas (Larsh. 1965; Thomas et al.. 1963). Estudos
subseqiientes comparando quantitativamente estes métodos, mostraram que os titulos de Ac obtidos
pela IFl ndo se correlacionaram bem com os titulos obtidos no TN (Campolina & Reis, 1975; Grandien,

1977; Peck. 1966).
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As diferencas foram atribuidas ao fato de que os Ac predominantemente medidos por esta
prova sdo dirigidos contra a ribonucleoproteina viral e sdo considerados como desprovidos de

capacidade neutralizante (Lee et al., 1977).

Tem sido também notificado que Ac detectdveis pela IFI sdo mais afetados pelas condicdes
adversas, como congelamento ou Hemolise, do que o sdo os Ac neutralizantes (Leffingwell & Irons.
1965). Diaz & Myers (1981) avaliaram a correlagéo entre a CIE modificada e a IFI para deteccéo de Ac
AR em soros de humanos, usando o TN como referéncia, obtendo maior sensibilidade com a CIE do

que com a IFl.

Varios métodos para testar atividade neutralizante em cultivos celulares atraves de Ac
fluorescentes tém sido descritos (King et al., 1965; Lennette & Emmons. 1971). Destes, 0 teste de
eleicdo parece ser o de inibicéo rapida de focos fluorescentes (IRFF) de Smith et al. (1973) que requer
apenas 24 h para se concluir. O resultado deste teste correlaciona-se bastante bem com aqueles
obtidos pelo TN quando soros de animais e do homem sdo testados (Guillemin et al. 1981 a e b; Louie
et al., 1975). A correlacdo entre a CIE e a IRFF foi estudada por Diaz (1983) titulando Ac AR em soros
humanos usando o TN como referéncia padrdo. N&o houve diferencas significativas entre 0s
titulos obtidos pelo TN e pela IRFF e os titulos estimados com base nos resultados obtidos pela CIE

modificada.

A CIE permite a determinagdo quantitativa dos titulos de Ac AR em aproximadamente 4
horas, enquanto o TN requer 15 dias. Ela compartilha a vantagem de outras técnicas rapidas como o
ELISA e a IRFF de prover informacdes aos epidemiologistas sobre o estado imune do paciente a tempo

de interferir no tratamento AR, com a vantagem de ser menos onerosa, dispensar equipamentos
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muito sofisticados, cultivos celulares efou técnicos altamente qualificados (Diaz, 1983). Estes
predicados tornariam a CIE a prova ideal para a realidade dos paises pobres, porém na pratica, a
prova ainda apresenta pontos criticos com relacdo a seu custo, como o tampdo veronal. A utilizacdo
da betapropriolactona para inativagdo do virus e a manutencdo de biotérios de coelhos para

producdo de antigenos.

2.11. Justificativa

Este trabalho é uma tentativa de reduzir os custos da prova de CIE visando torna-la ainda
mais acessivel para laboratorios que apresentem poucas condicdes em termos de equipamentos e
manutencdo geral. Basicamente, procura-se testar 0S pontos que representam maiores obstaculos,

para se manter a prova na rotina, que sao:

- Tampdo Veronal para a eletroforese. O tampdo Veronal é um dos reagentes de maior
custo na prova de CIE, ficando o preco de 1 litro da solugdo em torno de U$12. Associado a isto, a
durabilidade da solucdo é curta pois é altamente propensa ao desenvolvimento de fungos. Para se
obter 10 volts em uma lamina para CIE é necessario que a fonte indique uma forca de saida de 150
volts/I6 mA, por vezes a temperatura do sistema se eleva podendo gerar deformidade nas laminas
de agarose. Na tentativa de amenizar estes custos, tentou-se a utilizacdo do Tampdo borato em
substituicdo ao tampdo veronal. Segundo Campbell et al. (1970), o tampdo borato é um bom
substituto para o veronal em provas para deteccdo de reacdo Ag/Ac, tendo sido reportadas boas

resolugdes com seu uso. Associado a este fato, tem-se o baixo custo, pois 1 litro da solugfo custa
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aproximadamente U$0.35,33 vezes menos que 1 litro de Veronal. Sua durabilidade também é
superior, pois apresenta propriedades antissépticas, dificultando desenvolvimento de fungos. Para se
obter 10 volts/lamina necessita-se de uma carga de saida da fonte de 70 volts/ 15 mA,
representando uma multipla vantagem pois exige menos da fonte e aquece menos a cuba de

eletroforese.

- Produgéo do Ag em coelhos. Ao se implantar a prova de CIE no laboratorio houve
problemas com a criagdo de coelhos para produgdo do Ag, pois o biotério era totalmente voltado para
a producdo de camundongos e ndo dispunha de instalagbes adequadas para coelhos, assim iniciou-se
a criacdo destes animais com algumas deficiéncias e, por um certo periodo, ndo se obteve muito
sucesso. Como alternativa testou-se a producdo do Ag em camundongos, frente a disponibilidade

desta espécie na maioria dos laboratérios de raiva.

- Utilizacdo da betapropriolactona para inativagdo do Ag. A manipulacdo e estocagem da
betapropriolactona sdo um tanto delicadas, devendo ser feitas a baixas temperaturas, porém Sseu
preco bastante elevado é sua maior desvantagem. Como solucdo adotou-se uma simplificacdo na
inativacdo do virus. Esta simplificacdo foi fundamental por ndo se dispor de recursos como
ultra-centrifugas  refrigeradas, betapropriolactona e reagentes para concentracdo do Ag
(polietilenoglicol -PEG), nem meios de obté-los de forma efetiva. Assim suprimiu-se a utilizacdo da
betapropriolactona e passou-se a inativar o virus rabico pela acdo do calor (56°C /30 minutos),
pois segundo Turner et al. (1967) suspensfes aquosas de tecidos contendo VR sdo inativadas em 5
minutos a 60°C. Convém lembrar que tal pratica é uma das etapas da elaboracdo do antigeno

descrita por Diaz (1985), para a inativacdo de enzimas, ap6s a inativagdo com betapropriolactona.



- Utilizagdo de Glicoproteina purificada de virus rabico obtido em células BHK-21, pelo
método de Petri & Wagner modificado (1979), como antigeno de CIE para comparagdo com o

antigeno de coelhos.

2.12. Objetivos

2.12.1. objetivos gerais:

Adotar modificagbes na prova de CIE que simplifiquem sua implantacdo, tornando-a
acessivel a uma maior gama de laboratorios envolvidos no diagndstico de raiva, mesmo aqueles que

disponham de poucos recursos.
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2.12.2. Objetivos especificos:

a) Avaliar a modificagdo da inativagdo do Ag;

b) Comparar o tampdo veronal com o tampdo borato;

¢) Comparar a eficiéncia dos Ags produzidos em camundongos e coelhos;

d) Comparar os resultados da CIE utilizando o Ag de coelho com a CIE utilizando

glicoproteina purificada de virus rabico;

e) Estabelecer o grau de correlacdo entre a CIE com as modificagbes adotadas e o TN, para

criar tabela de titulos esperados.



3 - MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado utilizando amostras de soro de pessoas que sofreram
suposta exposicdo ao VR, e foram encaminhadas ao Servico de Prevencdo da Raiva Humana do Rio de
Janeiro, sito a rua do Rezende, n°® 128, Centro, aonde foram acompanhadas pelo Professor Mateus
Mandu de Souza, do laboratorio de raiva, Departamento de Microbiologia, UFRJ, localizado na Cidade
Universitaria da ilha do Funddo. As amostras de soro foram colhidas e submetidas ao teste de
neutralizagdo em camundongos no referido laboratorio. Os soros chegaram ao laboratdrio de sorologia
de raiva do Instituto Municipal de Medicina Veterinaria “Jorge Vaitsman” (situado a av. Bartolomeu de
Guzmdo, 1120, Sdo Cristovdo), codificados, de forma que ndo eram conhecidos seus titulos. A
utilizacdo destes soros permitiu economizar um grande periodo de tempo que seria nacessario para 0

acompanhamento dos pacientes, assim como para o procedimento do TN.



Um grupo misto foi composto por amostras de soro que foram colhidas em Postos de
Saude, onde é feita a vacinacdo anti-rabica humana, e encaminhadas a nés para titulagdo do nivel

de Ac.

Foi produzida. no Centro Panamericano de Febre Aftosa. sito a Rod. Pres. Kennedy. Duque
de Caxias, Rio de Janeiro, C.P.589, 20000, sob a supervisdo do Dr. Mauricio A. Martins, uma partida de
Glicoproteina purificada de virus rabico cultivado em células BHK gentilmente cedido pela Dra. Rita
Maciel do laboratorio QUIMIO Produtos Quim. Com. e Ind. (R. Prof. Vicente Siqueira. 234, C.P. 643.
Fortaleza. CE.). As espiculas de Gp foram purificadas pela técnica de Petri & Wagner (1979),
utilizando Octil-B-D-Glicopiranosideo (OGP), e seriam utilizadas como Ag para CIE, sendo oS testes
iniciais satisfatorios, porém uma estocagem excessivamente prolongada a -20°C, provocou queda nos

titulos obtidos e perda total do material.

3.1. Pacientes estudados

Foram analisados trés grupos de pacientes assim distribuidos:

3.1.1. Grupo A - Primovacinados Pacientes que anteriormente nao haviam recebido
vacina anti-rabica e, na ocasido, receberam tratamento constituido de 9 doses de vacina, sendo a
administracdo didria até a 7@ dose e reforcos nos dias 10 e 20 a contar da Ultima dose. Amostras de
soro foram colhidas nos dias 6, 16, 26 e 36 a contar do inicio da vacinagdo, somando um total de 40

amostras.



35

3.1.2 Grupo B - Revacinados Pacientes que anteriormente haviam recebido tratamento
anti-rabico completo e, apos 10 anos receberam uma unica dose de vacina Amostras de soro
foram colhidas nos dias zero, 7 e 30 a contar do dia da revacinacdo. somando um total de 30

amostras (Os pacientes do grupo B sao os mesmos do grupo A).

3.1.3. Grupo A+B para célculo da regressdo geral. Os resultados dos grupos A e B foram

reunidos para cacular a regresséo geral.

3.1.4. Grupo C - Dos soros provenientes de Centros de Salde do Municipio do Rio de
Janeiro, de primovacinados e revacinados. Formado por amostras de soro de 15 pessoas que
sofreram diferentes esquemas de vacinagdo, tendo sido as amostras colhidas em dias diversos para
cada pessoa. Estes soros foram escolhidos ao acaso entre o0s soros recebidos para exame pelo

laboratorio de sorologia do IMMYV, procurou-se incluir soros com titulos baixos, médios e altos.

3.2. Obtengéo dos soros

Nos soros dos grupos A e B, a colheita de sangue foi feita com "Vaccutainers”, sendo a
seguir deixado a temperatura ambiente durante duas horas para retracdo do coagulo, e a seguir
refrigerado a 4°C até a hora de separacdo do soro, o que foi feito assépticamente em centrifuga de
rotor horizontal a 3.000 x G por 30 minutos. Posteriormente, os soros foram guardados no
congelador a -20°C até a realizacdo dos exames, quando se procedeu a sua inativagdo a 56°C
durante 30 minutos. Os soros do grupo A e do grupo B foram colhidos, em média, a 15 anos e 5

anos respectivamente.
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As amostras de soro do grupo C foram colhidas em Postos Municipais de Saude e enviadas
a0 nosso laboratorio para acompanhamento de tratamento vacinal anti-rdbico. As amostras foram
recebidas ja como soro separado em tubos de ensaio do tipo "Vaccutainers" e entdo inativados a 56°C
por 30 minutos, sendo a seguir submetidas a prova de CIE e o soro restante estocado em “freezer"
a -20°C. Os soros foram escolhidos de acordo com seu titulo inicial na CIE e por ocasido do trabalho

foram submetidos novamente a CIE utilizando diferentes tampdes.

3.3. Teste de Neutralizagdo em camundongos

Os soros foram submetidos ao TN no laboratorio de raiva do Departamento de Virologia da
UFRJ. seguindo-se a técnica descrita por Thomas (1975), e depois estocados a -20°C. Estes soros

permaneceram congelados em média 15 anos no grupo A, e 5 anos no grupo B.

3.4. Técnica de Contraimunoeletroforese

A técnica de CIE, implantada na rotina do laboratorio de sorologia de raiva do Instituto
Municipal de Medicina Veterinaria "Jorge Vaitsman" desde 1988, sofreu algumas adaptacdes as
condices do laboratorio, devido as dificuldades, principalmente de ordens instrumental e econdmica,

encontradas ao tentar-se seguir a técnica em sua integra, como descrita por Diaz (1985).
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3.4.1. Antigeno (Ag)

Consistiu de uma suspensdo a 40% de tecido nervoso, ora de camundongos lactentes,
inoculados com virus CVS recebido do CEPANZO com 33 passagens I.C. em camundongos adultos,
sofrendo mais duas passagens no laboratorio de sorologia do IMMV, ora de coelhos lactentes, sendo
que, neste caso a amostra de virus utilizada foi o CVS CCL 2 (CVS com duas passagens I.C. em

coelhos lactentes) também recebido do CEPANZO.

3.4.1.a - Foram inoculados animais recém-natos (com 1 a 4 dias de nascidos), com
suspensdo de tecido nervoso contendo entre 100 e 1000 DL 50% I.C. testado em camundongos adultos.
0s animais foram observados, e quando demonstraram sinais de encefalite com avancado estado de
paralisia, foram sacrificados e tiveram os cérebros coletados. Para producdo do Ag de coelho,
normalmente toda uma ninhada €é inoculada (em média 7), rendendo aproximadamente 16 g de
cérebro. Para a producdo do Ag em camundongos sao necessarios em média 10 ninhadas de
camundongos récem-natos (aproximadamente 10 por ninhada) para a obtencdo da mesma massa de

cérebros.

3.4.1b Os cérebros foram mantidos congelados até serem triturados em grau com
pistilo, também congelados, sendo feita suspensao em A&gua destilada suplementada com glicina e
sacarose, sendo entdo centrifugada a 1.000 X G durante 15 minutos utilizando copos de centrifuga

congelados.

3.4.1.c- Do sobrenadante resultante foi retirada aliquota para titulagdo pela inoculagio

em camundongo 0.03 ml por via I.C.



38

3.4.1.d - A seguir a suspensdo foi tratada a 56° C por 30 minutos, como preconiza Diaz
(1985). para destruir enzimas hidroliticas tal tratamento é suficiente para inativar o virus pela agéo

do calor.

3.4.1e- Entdo, a seguir uma amostra foi submetida a prova de inocuidade pela

inoculacdo de 0,02 ml I.C. em camundongos lactentes.

3.4.1f - O Ag foi distribuido em frascos do tipo “Ependorff” em volumes de 1ml, titulado
pela CIE em diluicbes seriadas (fator 5). Foram obtidos titulos de 1:5 no Ag de coelhos e 1:12 no Ag

de camundongos.

A inativagdo com betapropriolactona foi suprimida devido a seu elevado custo e manuseio

um tanto delicado.

3.4.2. Soro indicador (SI).

Foi produzido imunizando-se coelhos adultos com vacina elaborada com cérebro de

coelhos lactentes em 2° passagem, seguindo esquema preconizado por Diaz (1985). Sendo obtida um

titulo ideal de trabalho de 1:6 na CIE.

3.4.3. Tampdo para eletroforese

O tampdo veronal (dietil barbiturato de sddio) foi substituido pelo tampao borato por ser

o veronal um dos reagentes de maior custo e os testes preliminares terem indicado ser o borato um
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bom substituto para o veronal, sem implicacbes na sensibilidade da prova. Tais testes mostraram ser
0 pH 9.1 o que melhor resultados oferecia. Campbell (1970), recomenda o uso do tamp&o borato em

substituicAo ao veronal, em vérias técnicas de deteccdo de reacdo Ag/Ac.

3.5. Procedimentos da técnica.

Os trabalhos foram desenvolvidos com uma fonte da marca ELOMED de eletroforese (Buenos

Aires, Argentina), em sala refrigerada (25°C).

Testes preliminares foram desenvolvidos para padronizar a técnica e reagentes.

3.5.1 - Laminas: Foram utilizadas laminas de vidro medindo 75mm x 50mm, tais Iaminas
eram recobertas com uma fina camada de agarose fundida em tampdo veronal pH 8.2. 0.05 M e

dispostas sobre suporte com superficie devidamente nivelada.

352 - A sequir, 8 ml do gel foram vertidos sobre cada Iamina, com auxilio de uma
pipeta graduada, e apés gelificacdo parcial, deixados solidificar em placas de petri no refrigerador a

4°C por 10 a 15 minutos.

3.5.3 - A seguir, um gabarito foi utilizado para guiar a perfuracdo do gel. Cada lamina

assim perfurada permite o teste de 5 dilui¢es de soro.

3.5.4 - As laminas foram entdo montadas na cuba de eletroforese, sendo o papel de filtro
recomendado por Diaz (1985) substituido por tecido sintético para limpeza a base de viscose, devido

a sua maior resisténcia e durabilidade.



3.5.5 - Os orificios de 6mm da Iamina foram posicionados do lado catddico da cuba de

eletrof orese.

3.5.6 - Inicialmente, foram feitas 5 diluicbes de cada amostra de soro: 1:2 - 1.4 - 1.8 -
1:16 e 1:32. A seguir misturavam-se volumes iguais da diluicdo padronizada de antigeno com as
diluigBes seriadas de soro problema e encubava-se a 37°C durante 60 minutos. Apés este periodo, 0s
orificios de 6mm foram preenchidos com a mistura e uma corrida eletroforética de 45 minutos era
realizada inicialmente, utilizando-se 10 Volts por Iamina, aferidos com voltimetro (multimetro

cientifico).

3.5.7 - Decorrido este periodo, a passagem de corrente foi suspensa e retirou-se a agarose
dos orificios de 3mm preenchendo-0s, a seguir, com o soro indicador na diluicdo padronizada

pré-determinada.

3.5.8 - A passagem de corrente foi entdo restabelecida e prosseguiu-se a corrida

eletroforética por mais 120 minutos.

3.5.9 - Terminada a corrida, identificou-se as bandas formadas com a ajuda de um foco

de luz transmitida através da lamina.

3.5.10 - Considerou-se como titulo do soro a maior diluicio que ndo produziu banda de
precipitacdo cuja forma, tamanho e localizacdo fossem comparaveis com a do sistema controle

utilizado na prova.



3.5.11 - Amostras em que o titulo superou a maior diluicio (1:32), tinham a titulagdo

prosseguida por mais 5 diluicBes a partir da proxima diluicdo (1:64).

3.6. Metodologia

Basicamente o trabalho consistiu de 3 etapas:

3.6.1 - Avaliagdo da modificacdo no método de inativagdo do Ag para CIE.

3.6.2 - Comparagdo entre os tampoes Veronal pH 8,2 e Borato pH 9,I. submetendo o grupo
misto de soros a CIE utilizando-se uma cuba preenchida com tampdo Veronal pH 8.2 e,
paralelamente, outra cuba preenchida com tampéo Borato pH 9.1.

3.6.3 - Comparacdo entre a eficiéncia dos Ag produzidos em coelhos com a eficiéncia
daqueles produzidos em camundongos. Através da comparacdo dos titulos obtidos para 0S mesmos
soros submetidos a CIE utilizando os diferentes Ag.

3.6.4 - Estabelecer o grau de correlagdo entre a CIE com as modificagoes adotadas e o
TN, calculando o coeficiente de regressdo geral usando 0 grupo A+B, criando uma tabela para

estimar titulos neutralizantes através dos titulos obtidos pela CIE com os diferentes Ag.

3.7. Tratamento Estatistico
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3.7.1 - Foram calculados o coeficiente de correlagdo (r), e os valores de "a" e "b" utilizando

0s resultados obtidos entre:

a) os titulos determinados com os diferentes tampdes para os soros do grupo C;
b) os antigenos de coelho e camundongo no grupo A, no grupo B e no grupo A+B;

c) as provas de CIE e o TN no grupo A, no grupo B e no grupo A+B.

3.7.2 - Para estabelecer se havia correlagdo significativa entre os titulos obtidos,

aplicou-se o teste T de Student, determinando o nivel de significancia dos resultados.

3.7.3 - Graficos e tabelas foram elaborados para melhor visualizagdo dos resultados.

3.7.4 - Os titulos obtidos foram expressos em log 5 para o TN e log 2 para a CIE. Para o
calculo da regressdo os soros com titulo < 5 no TN e < 2 na CIE, foram considerados negativos e

tiveram valor atribuido igual a zero.

3.75 - No TN foi adotado um titulo méximo de 15625 e aqueles que o excederam foram
expressos como >15625. Para efeito de célculos, na prova de CIE o titulo maximo foi de 64 e >64

para aqueles que superaram tal titulo, mesmo sabendo-se o “end-point” dos soros.

3.8. Materiais:

3.8.1 - Equipamentos:
-Fonte e cuba de eletroforese ELOMED (Argentina)
-Voltimetro Simpson.

-Centrifuga Excelsa 2. FANEM Itda.



-Banho-maria BIOMATIC.

-Calculadora cienhifica HEWLLET & PACKARD 20-3

3.8.2 - Reagenles:

~Agarose Sigma tipo 1.

-5-5 Dietil-barbilurato de sodio (Veronal). MERCK.
-Acido Borico P A MERCK.

-Boralo de Sodio P.A.. HERZOG.

-Clorelo de Sodio P.A.. MERCK.

Na,HPQ,. Fosfato diSodico. REAGEN.

-KH,PO,. Fosfalo Monobasico de Potassio, REAGEN.
-Sacarose P.A., DIFCO.

-Glicina P.A.. MERCK

383 ~ Solucoes:

3834 - Salina Fosfatada Tamponada pH 7.2:

NaHPOy anidro............. .. 833 ¢
KHoPOg 108 g
NaCl..cooo 8.5

Hx0 bidestifada . ... ... 1000 ml



3.8.3b ~ Ghema-Sacarose pH 7.2

SACATOSE. . o-.oviove e 0.0 8
GICIDA.. oo, 000 g
Ha0 bidestilada.... .. 100 ml

Esterilizar por filtragac.

383.c - Tampao Veronal 0.05 M. pH 8.2

Veronal sédico..............c........ 1031 g
Tiomersal (p6).. . ... ......100 mg
H;0 bidest.esteril qsp.......... 1.000 ml

pH ajustado com HCI IN

3.8.3.d - Tampao Borato. pH 9.1

Acido Borico................ 6184 ¢g
Borale de sodio (Barax). ... 9536 g
Cloreto de sodio.............c..........4.384 g
H,0 bidestil.gsp..coooooviir. 1.000 ml

pil ajustade com NaOH IN

383e - Gel de Agarose:

a) Preparer suspensao de agarose a 0.9% em solucio de veronal 005 M. pH 82 em
banho-maria em temperatura nao superior & 90°C.

I} Distribuir volumes de 10 ml em lubos de ensaio e manler a 4°C alé usar.



4-RESULTADOS

Os resultados foram dispostos em tabelas e gréficos para permitir melhor visualizagdo e

comparacdo dos dados. Considerou-se como titulo da CIE a ultima diluicdo que ndo produziu bandas de

precipitacdo comparaveis as do sistema controle os titulos neutralizantes foram calculados pelo teste de

Reed & Muench (1938). Nas tabelas os titulos estdo expressos pela reciproca das diluides.

4.1. Inativacdo do antigeno:

A inativacdo do Ag pela betapropiolactona foi suprimida, fazendo-se apenas o tratamento com
calor, usando banho-maria a 56°C durante 30 minutos preconizado por Diaz (1985) para inativar enzimas
hidroliticas, pois este tratamento € suficiente para inativar o virus. Esta modificacdo foi avaliada através

da pesquisa da presenca de virus vivo no Ag tratado, inoculando-se uma amostra de 0,02 ml de Ag puro

(40%) por via I.C., em camundongos recém-natos.



As tabelas 1 e 2 demonsiram dados referenies a elaboracdo de varios lotes de Ag. nessas tabelas
pode-se ver que apos o lralamento pelo calor. a suspenséo de cerebro a 40% nao apresentava mais virus
vivos, pois ndo causava mais morte nem em camundongos recém- nalos. Assim pode-se concluir que este
{ratamento ¢ suficiente para inativar o virus. Nao obteve-se boa correlacae entre os titulos infeclantes
antes da inalivacio € o titulo dos Ag pela CIE apos a inativacac. Obleve-se maiores titulos de {rabalho na

CIE quando o Ag foi produzido em camundongos.

Tabela 1 : Antigeno de coelho, dados sobre producao e inativacéae

Antigeno NO 3/89  7/90 /91 2/9t 3/91 1/92
Dlsg | antes de inativar N U I S R U IR L NS A L A
Pesquisa de virus vivo® Neg Neg Nep Neg Neg Neg
Tiulo oblide na CIE 2 10 i} b 10 20

N de anamais inoculados 9 9 5 5 10 20
Massa de .cerebros oblida 169 ¢ 1B g 166 g 134 ¢ 20p Yidg

1-DL50 003 miic em camundongos adullos
2 - Presenca ge virus vivo avaliada pela inoculagdo 1.c. em camundongos recem-natos

Tabela 2 - Ag de camundongo, dados sobre a produgdo e mativacao

Antigeno N9 1/90 2/90 {/91 2/91
Dy " antes de inativar 107893 107 107" g8
Pesquisa de virus vivo Neg Neg Neg Neg
Titulo obtide na {18 i 12 30 ]

NT de amimais inoculades 85 43 64 il
Massa de cerebros oblida 14 10 g ti g 118 ¢

1 - DL 5003 ral i c. em camundongos adultes 2 - Presenca de wirns vivo avaliada pela inoculagdo i.c. em camundongos recem-natos

L]



4.2. Comparacae dos tampoes veronal e borato

Os dados da tabela 3 correspondem a 15 amostras de soro de diferentes pacienies (grupo (). A
tabela demonsira os titulos oblidos quando as amostras de soro foram submelidas a prova de CIE
ulilizando tampdo veronal e. paralelamenle, lampao  borato, com Ag de Coelhos nos dois casos e ao ser
titulade pela CIE com os diferentes tampoes. apresenlou o mesmo titulo de irabalho Os litulos dos soros

testados variaram com ¢ tampao veronal de < 2 a 2048 e com o tampao borato de < 2 a 10241,

Tabela 3 @ Comparacao dos tilulos de Anticorpos contra a raiva obtidos pela tecnica de CI¥,
uliizando lampio veronal ¢ tampdo boralo. em amosiras de soro de 12 pacienles submetidos a diferentey

esquemas de vacinagdo (grupo C). Os resultados foram expresses em: recipocra das diluicoes / log na hase 2
das mesmas.

Surp N2 {1E veronal CIF. borato
Tilulo log 2 Titulo log 2
H 32 5 32 5
14 16 1 f 3
03 32 5 18 4
34 1024 10 1024 10
{14} 16 1 8 4
U6 512 g 512 9
g 2048 11 1024 10
8 <2 0 <2 0
{19 2 | 2 1
1% 2 i 2 0
11 512 9 256 8
12 8 it a4 i
13 2 1 2 |
14 9 2 4 2

=
[
=
[
=
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Os Ululos foram expressos em log na base 2 para ambos os casos e submetidos a lestes
estatisticos para venificar o grau de  correlagdo e delerminar se houve diferencas estatisticamente
significativas entre os resullados obtidos. Estes resuitados foram utilizados para lracar a rela da regressio,
que pode ser vista na figura 1. Os titulos apresentaram, ne maximo. uma diluicae de diferenca nas duas
provas, sendo que esta diferenca nao foi significativa quande testada contra p+ 0.0017. & figura | mostra
os resultados da plotacao feila com oz litulos obtidos na CIE ulilizando lampdo Borato contra os titules
obtidos na CIE uliizando lampao Veronal quando os |3 scros posilivos do grupo C feram leslades, a
equacdoe da regressio hnear for  y = 0.99x + 048 e o coeficiente de correlacdo{r) entre os litulos obtidos
com os dois tampodes for = 0.98. Nao houve diferencas significalivas quando lestado contra z< 0,001 pelo
leste T de Student. Este grafico sumariza a tabela 3.

Comparacio entre tampies do grupoe C,

12

10

6 .

_—a e uom <

() N
0 2 4 6 8 10
CIE borata

Figura | - Regressao linear para valores obtidos na CIE ulilizando diferenles iampges em 13 soros positivos.
ondey = 099x + 048 er - 098



43. Comparacdo da  ulllizacao de Ag preduzidos em  coelhos com Ag produzidos em

camundongos para a prova de CIE,

Segundo Diaz (1980, a contre indicacao para o usc de Ag  produzmdo em camundongos seria o
fato da vacma Fuenzalida lambem ser produzida em animais desla espécie. ¢ que possibiblaria a
ocorréncia de reacdes inespecificas. Porem os {2 soros negativos pelo TN lambém foram negativos pela Cl
utilizando o Ag de camundenges no presente trabatho. Foram também teslades pela CIE soros de outras
12 pessoas ndo vacinadas utilizando Ag de camundongo, todos apresentaram resullado negativa (< 2} Tal
falo asseciado a alla correlacdo obtida entre a CIE com os diferentes lampdes sugere que reacoes
inespecificas com o Ag de camundongo parecem nao ccorrer.  Na labela 4 pode-se comparar os resullados
obtidos quando os soros do grupo A foram submelidos a prova de CIE com Ag produzido em coelhos e com
Ag produzido em camundongos.
Tabela 4 - Crupo A: Resultados obtidos no TN ¢ na prova de CIE utilzando Ag de coelho ¢ camundongos

para avahacio dos {itulos de Ac contra a raiva em pesssoas primovacinadas com esquema 7 + 2 doses,
amostras foram colhidas nos dias 6, 16, 26 e 36 a conlar do inicio da vacinacie.

6 dias I8 Dias
N CIE , CIE , TN N ClE (IE , N
RD RD RD RD RD R
Log » log » Log « Log » Log o Log »
01 QR 2/ T2 02 16/4 i6/4  6910/549
05 2/0 270 <5/0 {6 16/4 16/4  446/3.79
09 <2/0 <2/ “5/0 10 16/1 16/4 913
13 8/3 12 125/3 14 6476 646 15625/6
17 <2/0 270 570 18 8/3 8/3  275/3.48
21 2/0 <20 <5/0 22 16/4 16/4  53/248
25 <2/0 <2/0 <570 26 8/3 442 13/1.59
29 <2/ <2/0 <5/0 30 8/3 674  223/3.35
33 <2/0 <2/0 <h/0 H 18/4 RA S 123/358
37 <2/0 2/ 0 -5H/0 18 32/5 32/6  390/3.71
MG 3 2 21 MG i 1.1 34




Continuacdo da labela 4:

26 Mas 36 Dias

N ClE Cit ™ N CIE, CIE , N

RD RD RD RD RD RD

log o Log & Log 5 leg o Log » Log »
03 16/4 32/5  5623/5.36 04 16/4 16/4  5370/5.33
07 16/4 6/4  977/4.27 08 B/2 8/3  1143/4.37
1 8/3 4/2 16/1,72 12 8/3 [6/4 1778/4 84
15 32/5 32/5  15625/6 i6 18/4 16/4 15625/8
19 16/4 16/  1096/4.34 20 32/5 R/H 0 625/4
23 16/4 16/4 3125/5 24 16/4 32/5  B780/547
27 16/4 16/4  263/3.46 28 2/1 472 2180/4.77
3 8/3 18/4  398/3.71 32 8/3 8/3  1348/447
35 16/4 84/6  3125/5 6 8/3 16/4  B8128/5.59
39 64/6  ~64/6  15625/6 40 64/6 32/5  6918/549
iC 4.1 4 4 448 MG 36 39 501

CIE; - Utilizando Ag produzido em Coelhos
CIE, - Ulilizando Ag produzido em Camundongos
RD - Recipocra da diluicdo
MG - Média Geométrica.

A figura 2 moslra os resultados da plotacdo feita com os litules obtidos na CIE ulilizando o Ag
de coelhos contra os liluios oblidos ma CIE utilizando o Ag de camundongo quando 35 soros positivos do
grupe A foram lestados. a equaco da regressao linear foi y = 0.67 + 0.79x e o coeficiente de correlaco (r)

entre os lituios obtidos com os dois anligenos for = 083 Nao houve diferencas significativas quando

testado contra p<0.001 pelo leste T de Student. A figura 2 sumariza a tabela 4.
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Comparagio entre Ag no grupo A
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Figura 2 Regressdo linear para valores obtidos na CIE utilizando diferentes tampoes em 13 soros posilivos,
onde y = 067 + 079 er = 0.83.
Na tabela 5 pode-se comparar os resullados oblidos quando os seros do grupe B forem

submelidos a prova de CIE com Ag produzido em coelhos e com Ag produzide em camundongos.

A figura 3 moslra os resullados da plotacéo feila com os tilulos obtidos na CIE ulilizando Ag de
camundongos contra a (IE utilizando Ag de coelhos qqando os 26 soros positives de grupo B foram
testados, os Lilulos feram expressos em log 2 para ambas CIE. a equacdo da regressdo linear for; y = 061
+ 0.8 x e 0 valor de r entre o5 Uitulos foi = 0.95. Nao houve diferencas  significativas contra p-0.001 pe!d

teste T de Sindenl. A figura § sumariza parle da tabela 5.



Tabela 5

Grupo B: Resultados oblidos no TN ¢ na prova de CIE utilizando Ag de coelho e camundongos

para avaliacdo dos Ulnlos de Ae contra a raiva em pesssoas revacinadas com uma dese 10 anos apes
receberem lratamento complelo anli-rabico. amostras foram colhidas nos dias zero. 7 ¢ 30 4 conlar
do nicio da vacimacio.

Zero dia T Dias
N: ClE ClE , TN N CIE Clk 5 N
RI RD) RD RD RD RD
log » Log » Log o log o Log o Log »
11 <2/ 2/0 B/0 12 64 16/4 912,20
44 15/4 168/4 -15625/6 45 B4/6 B4/4 1562576
47 <2/0 270 <h/0 48 8/3 8/3  102/3.2
50 4/2 1/2 25/2 al 325 UBA/E 825/4
53 2/ 2270 12.5/156 o4 12 2/1 204/33
56 <2/0 <2/0 <5/0 57 2/0 <2/0 <5/0
59 1/2 4/2 60,262 60 1/2 4/2 76/2.71
62 1/2 4/2 19.5/1.84 B 32/ 3R/6 0 1348/4.47
65 200 w2/0 9/1.36 66 16/4 16/ 635/4.
68 8/3 8/3 331738 69 B8 B4/6  ~15625/6
MG 23 2.6 27 4.1 4.1 4.0b
30 Dias
N ClE, CIE, N
RE Logs  RD Logs RD
Logy
43 8/3 16/4 hd/2.47
46 64/6 B4/6  >15625/6 .
49 16/4 16/4  2404/4 84
52 . B4/6 »64/6  9392/5.67
59 8/3 /2 199/3.28
pi] 8/3 16/4 ha/2.62
61 3275 16/4 990,128
64 32/5 32/5  M8/357
87 16/4 16/4  990/1.28
70 646 64/6 o 15625/6
MG 5.0 4.0 13
ClE, Ulilizando Ag produzido em Coelhos

CIF, - Utilizande Ag produzido em Camundongos

RD - Recipocra da diluicao
MG - Média Geomélrica.
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Comparagiio entre Ag no grupo B
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Figura J - Regressao linear para valores oblidos pela CIE com Ag de coelhos contra Ag de camundongos em
26 soros positivos onde: y = 061 + 05 xer = 095

Correlacio geral entre os Ag: Nu figura 4 observa-se os resultados da plelagao feila com os
tilulos oblidos na CIE com Ag de coelhos contra os litulos oblidos na CIE com Ag de camundonges quando os
61 soros do grupo A+B feram leslados, a equacio da regressao linear foi: y = 053 + 0.84x e obleve-se r =

0.92. Os resultados foram submetidos ao leste T de Studenl. sendo significalivo contra p<000L



Cemparacie enire Ag us grupe A+B
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Figura 4 - Regressio linear para valores oblidos na CIE ulilizando Ag produzido em camundongos e Ag
prduzido em coelhos em 61 soros posilivos. onde y = 0.53 + 0.84x e r = 0,92

4 4. Correlagao enlre a ClE, com as modificagtes adotadas e o TN.

Foram comparados os resullados da CIE com os resultados do TN nes grupos A, B e AMB. Esla

comparagdo foi realizada alraves do caiculo do coeficienle de correlacdo (r) entre os resuitados oblidos

nas duas provas, elaborando-se os graficos das retas de regressao.
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Comparaciao entre a CIE ¢ 0 TN no
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Figura 5  Regressdo lincar para valores obtidos no T™N e na CIE ulilizando Ag produzido em coethos em 3%
soros positivos, onde: y = 197 + 0575 e r - 0.61.

441, Grupo A

Us dados da tabela 4 correspondem a 40 amostras de soro dos 10 pacientes que formam o grupo
A eslas amostras foram lestadas na prova de CIE e no TN. & CIE foi efetuada ulilizando Az de Coelho.
para estabelecer o grau de correlagdo entre a CIE com tal Ag e o TN. A maior diluicao realizada na CIE foi
de 64 e no TN de 15625, tendo alguns soros ultrapassado esles titulos. Os tilulos foram tambem expressos
em log na base 2 para a (IE e log na base 5 para o TN e submelidos ao calcule da regressao e a testes

eslatislicos, visando estabelecer o grau de correlacao entre as provas e avaliacido do nivel de significancia.
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A figura O moslra a plotacao feita com os lilulos obtides na CIE utiizande o Ag de coelhos e o TN
quando os 35 soros posilives do grupo A foram leslados. os titulos foram  expressos em log 2 para a CIE
e log & para o TN. a ecquacdo da regressio linear foi:y = 1.97 + 057x e fo1 obtido um valor de r = 051,

Nido houve diferencas significalivas quando lestado conira p<0.01 pelo leste T de Sludent

44.2 Grupo B.

Us dados da tabela 5 correspondem a 30 amoslras de soro dos [0 pacientes que formam ¢ grupo
B. Estas amostras foram lesiadas na prova de CIE e no T, A CIE fo1 efeluada utilizando Ag de Coelhos. A
maior diluiggo realizada na CIE foi de 64 e no TN de 15625, tendo alguns soros ulirapassado estes titulos.
0s Utulos foram tambem expressos em log na base 2 para a CIE e log na base 5 para ¢ TN e submetidos
a0 calculo da regressao e lesles esiatisticos, visando estabelecer o nivel de correlacao entre provas e entre

antigenos e avaliacio do grau de significancia.

Os resuitados da tabela 5 demonstram que a prova apresenta [00% de sensibilidade pois todos
os soros negativos pelo TN (<5). lambem foram negativos pela CIE (< 2). Tambem fica {facil observar gue os

titulos obtidos nas duas provas apresentaram boa correlacéo neste gripo.

A figura 6 mostra os resultados da plotacéo feita com os ltulos obtides na CIE, utilizando o Ap
de coelhos. contra os resullades oblidos no TN quando os 25 soros positives do grupo B foram testados. Os
titulos foram expressos em log 2 para a CIE e log 5 para o TN, ¢ a equagdo da regressdo linear for y = 0.90
t 0.78x. o valor de r obtido entre as duas provas foi = 0.89. Nao houve diferencas significalivas quando

testado contra p<0.001 pelo teste T de Sludent.
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Figura 8 - Regressdo linear para valores oblidos no TN e na CIE ulilizando Ag produzido em coelhos em 26
soros positivos, onde: y - 090 + 078x e r = 0,80.

143, Correlagao peral entre a (1L e o TN

Foi calculada a correlagae geral entre a CIE e 0 ™V, ulilizando-se os soros do grupe A+B. com o
Ag de coeiho. com a finalidade de construir-se uma labela que delerminasse os titulos esperados no TN

atraves dos titulos obtidos pela CiE.

A figura 7 moslra os resultados da plolacdo feila com os titulos obtidos na CIE utiizando o Ag

de coelhos e os  titulos oblidos no TN quande os 61 soros posilivos do grupo A+B  foram teslados, os
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titulos foram expressos em log 2 para a CIE e log 5 para o TN. obteve- se um valor de r = 0.70 e o

houve diferencas significativas quando teslado contra p<0.001 pelo lesie T de

il CIE
Student. A equacao da regressdc lmear foi y - 135+ 089x e o dado b = 0,70 4) ;g
deve ser interprelade como o aumento ne tilulo do TN em log 5 por unidade de 186 j;é
CIE em log 2 para obler uma estimaliva do tilulo do TN baseado no resuliado da E; jfi
CEE. a seguinte conversao deve ser usada. tilulo log 5 "N = 135 + 089 x |[titulo ‘)8 QQ.QFC:B

da CIE log 2|. Obleve se a seguinte eslimaliva de tilulos neutralizanles com base

nos resultades da CIE no grupe AtB.

Comparagio entre a CIE e 0 TN no
grupo A+ B
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Figura 7 - Regressao linear para valores obtidos no TN ¢ na CIE ulilizande Ag preduzido em coeihos em 61
soros posilivos, onde: y - 135 4 06%x e r - 0.70.



144 Sensibilidade e especificidade

Foram celculadas a sensibilidade e a especificidade no grupe A1B com os resullados obtidos com

os diferentes antigenos na CIL. Foram oblidos os seguinies resullados.

a) Anligeno de coelho b} Anligeno de camundongo:
Posilivos verdadeiros = 56 [ Positivos verdadeiros = 89
Falso positives - 0 | Falso positivos = 0
Negativos verdadeiros - 12 | Negalivos verdadeiros = 12
Falso negativos = 2 | ¥also negativos - 4
Sengibilidade - 96% | Sensibilidade = 96%
Especificidade =100% | Especificidade =100%

45 Curva de anlicorpos

Foram elaborados graficos utilizando as médias geomelricas dos lilules oblidos para cada dia de
colkeila. cada grafico apresenia os resullados do TN. da CIE com antigeno de coelho e com antigeno de
camundongos. assim como o tilulo neutralizante estimado com base no resullado da CUIE com antigeno  de
coelno. A figura 8 represenla o grupo A, podemos ver que as curvas estdo bem semelhantes, havendo maior
divergéncia de resultados no dia 36. A figura 9 representa o grupo B. onde houve uma coincidéncia ainda

maior.
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Figura 8 - Piolagdo dos resullados obtidos com os 31 soros pesilivos do grupo A pela CIE com Ag de coelho ¢ camundongo, o TN
¢ o titulo de TN estimado com o resultado oblido pele CIE Ag coelho com a formula da correlagao geral (y = 1,35 4 0.695).

CURVA DE ANTICORPOS
GRUPOB

Q + + + + + + +
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Figura 9 — Plolagdo dos resultados obtides com os 25 sores pesitives do grupe B pela CIE com Ag de coelho, Ag de camundongo.
TN € o tilulo de TN eslimado com o resultade oblido pela CIE Ag coelho com a Iérmula da correlagio geral {y = 1.35 + 0.69x).






5-DISCUSSAO

5.1. Inativacdo do Ag.

Pode-se observar nas tabelas 1 e 2 que o tratamento a 56°C por 30 minutos preconizado
por Diaz (1985) para inativar enzimas liticas presentes nos tecidos, € suficiente para que a
suspensdo de Ag a 40% ndo cause a morte de camundongos récem-natos inoculados com 0,02 ml por
via I.C, tal resultado é coerente com o relato de Turner et al. (1967), de que o virus rdbico presente
em suspensBes aquosas de tecido nervoso € inativado quando submetido a temperatura de 60°C

durante 5 minutos.

A inativagdo assim procedida permite uma substancial simplificacdo na elaboracdo do Ag
através da supressdo de varias etapas desta pratica. tais como: a mistura com a betapropiolactona.
a incubacdo a 37°C durante 120 minutos, a manutencdo a 4°C durante uma noite e a concentragdo

com polietilenoglicol (PEG).

Foram produzidos e testados varios Ag em coelhos (Tabela 1) e camundongos (Tabela 2)

utilizando esta técnica.
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A adocdo desta simplificagdo na inativagdo suprimindo o tratamento com
betapropiolactona torna a elaboracdo do Ag muito mais simples e menos onerosa, dispensando 0 uso
de reagentes caros e equipamentos mais sofisticados. Isto permitird que a CIE seja adotada por um

maior nimero de laboratérios.

5.2. Comparacdo entre o tampdo Veronal e o tampdo Borato para eletroforese.

Analisando a tabela 3, observa-se que os titulos variaram de <2 a 2048 com o veronal e de
<2 a 1024 com o borato. Houve Gtima correlacdo entre os diferentes tampdes e ndo havendo
diferenca maior que uma diluicio entre os resultados encontrados. O soro 15 apresentou titulo
negativo (1:2) na prova utilizando o horato enquanto com o veronal foi detectado um titulo de 1:2.
provavelmente o titulo neutralizante desse soro é baixo, o que pode gerar falsos negativos, (pois a CIE

apresenta uma sensibilidade menor que o TN, 96% com antigeno de coelho).

Os resultados obtidos com o tampdo borato confirmam os relatos de Campbell (1970), de
que o borato € um bom substituto para o tampdo veronal em técnicas eletroforéticas de detecgdo da

reacdo Ag/Ac, segundo este autor, tém-se reportado boas definigbes de resultados.

Quando os resultados da CIE utilizando tampdo Borato e tampdo Veronal foram submetidos
a andlise estatistica ndo houve diferencas significativas entre tais resultados. Sendo o coeficiente de

correlagdo de 0.98.



Foram obtidos titulos iguais, quando um mesmo Ag foi titulado com os diferentes tampdes

pela CIE para determinar o titulo ideal de trabalho.

Tais fatos significam que o tampdo borato € um bom substituto para o tampdo veronal, e
além da boa corrrelagdo de resultados tem-se ainda como propriedades do Borato uma durabilidade
superior, uma estabilidade maior e ainda a principal vantagem que é o custo por litro de solucdo 33
vezes menor que 0 do Veronal. Baseado nestes fatos pode-se dizer que, para a utilizagdo na CIE, as
maiores diferencas entre tais tampOes sdo o preco e a durabilidade, e ainda que os dados obtidos em

nosso estudo confirmam ser o borato um Otimo tampdo para a CIE na pesquisa de Ac para raiva.

5.3. Comparagdo da utilizagdo de antigeno de coelho e antigeno de camundongos para a

prova de CIE.

Segundo Diaz (1980), a contraindicagdo para o uso de antigeno produzido em
camundongos seria o fato da vacina Fuenzalida também ser produzida em animais desta espécie, o
que possibilitaria a ocorréncia de reagOes inespecificas. Porém como pode ser visto na tabela 4 os 8
soros negativos pelo TN no grupo A, também foram negativos pela CIE utilizando o Ag de camundongo,
assim como na tabela 5, podemos ver que os 4 soros negativos pelo TN no grupo B também foram
negativos pela CIE com o Ag em questdo. Foram ainda testados pela CIE soros de 12 pessoas ndo
vacinadas utilizando Ag de camundongo, todos apresentaram resultado negativo (<1:2). Estes fatos
associados as altas correlagdes obtidas entre a CIE com os diferentes Ag nos grupos A, B e a
correlacio geral com o grupo A+B, sugerem que reacdes inespecificas com o Ag de camundongo
parecem ndo ocorrer. Uma possivel explicacdo para este fato é que segundo os proprios autores

(Diaz & Myers, 1980); "a técnica de CIE modificada removeu os problemas de reacfes inespecificas



(Diaz & Myers, 1980): "a técnica de CIE medificada  removeu os problemas de reagoes mespecificas
desde que @ amostra de soro a ser testada ¢ inicialmente misturada com o Ag. incubada, e enléo
colocada nos orificios localizades no lado catodico da lamina. Durante & eletroforese. qualquer
componente inespecifico do soro”. {e porlanto do antigeno tambem). “migra na direcée oposta a da

formacédo das bandas de precipifacas”

Na tabela 4 pode-se observar os resultados da comparacao entre os anbigenos de coetho ¢
camundongo para CIE com os soros do grupe A Nao houve diferenca maior que uma diluicae  enlre

os titulos dos soros obtidos com os diferentes antigeno pela ClE.

0 quadro 1 mostra os resultados de tratamenio estalislico do grupo A no qual foi obtido

= 0.83 ¢ ndo houve diferencas significalivas quando testado contra p <0.001.

Quadro 1: Resumo dos resultados do iralamento eslatistice do grupe de primovacinados

i Antigeno de coetho x TN 1.97 @ 057 | 051 ; <001
| Antigeno de camd. x TN | 138 | 0,69 | 0.64 | <0.001 |
i Ag coetho x Ag camd. ' 0,67 ¢ 079 : 083 | <0001 |

Na tabela 5 pode-se observar os resultades da comparacao entre os antigenos de coelho e
camundongo para ClE com o grupe B. Também nao houve diferenga maior que uma diluicao entre
os titulos dos soros oblidos com os diferentes antigenos pela CIE. 0 quadro 2 resume ¢ iratamento
estatistico de grupe B, no qual foi obtido r = 0.95 - ndo houve diferenca significativa quando

testade contra p-:0.001.
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Quadro 2: Resumo dos resullades do tratamento estalislico do grupo de revacinados.

; : S b ro )
 Antigeno de coelhox TN 030 ! 0,78 | 089 ; <0001 !
| Antigeno de camd. x TN | 139 | 065 | 062 ! <0,00% |
‘Agcoelho x Ag camd. | 051 © 0851 095 | <0008

No quadro J pode-se ver os testes feitos com os soros do grupe A+B. oblendo-se um

valor de r = 092 - nao houve diferencas significativas quando testado contra p<0.001

Quadro 3: Resumo dos resullados do lralamento estalistico do grupe A+B

“Mntigeno de coelho ¥ TN' 135 ° 069 | 0.90 | <0.001 |
; Anligeno de camd. x TN © 139 . 067 | 0.73 | <0001 |
‘Agcoetho x Ag camd. | 053 0841 092 <0001 :

Os resullados sugerem nao haver problemas de interferéncia com o anligeno de
camundongos na prova de CIE lal anligenc pode ser uma allernativa para laboratérios que por algum

motive nao consiga sustentar a producao do antigeno em coelhos ou  para cobrir eventuais periodos

de falla de coelhos.

54, Correlacao entre a CIE com as modificacoes adotadas e o TN

A tabela 4 relaciona os resultados obtidos com os testes feilos no grupo A sendo que o
valor de r oblido {0.51) entre a prova de CIE e o TN nesle grupo foi menor que as do grupo B (0.89).
Este valor de r foi também inferior aqueles descritos por Diaz & Myers (1980 e 1981) de 0.58 e 0.60

e por Diaz (1983) de 082,



Suspeita-se que tais valores inferiores de r podem ser devido ao fato destes soros estarem
estocados a muito tempo (aproximadamente 15 anos no grupo A), pois segundo Thrusfield (1986).
haveria um declinio dos Ac especificos em soros submetidos a estocagem prolongada a -20°C devido a
formacdo de fragmentos Fab monovalentes. O autor relata ainda que a estocagem ininterrupta a
-20°C, parece ser satisfatoria, havendo muito pouca perda de atividade especifica por no minimo 2
anos, no entanto, dados precisos sobre tal fato ndo sdo conhecidos, mas o descongelamento e 0

recongelamento seriam deletérios.

Ainda na tabela 4, pode-se observar que ndo houve falsos positivo pela CIE. ou seja, todos
0S soros negativos pelo TN também foram negativos pela CIE, dando um resultado de 100% de
especificidade. Houve um soro com resultado >15625 pelo TN que apresentou resultado = 64 com
antigeno de coelho e >64 com antigeno de camundongos. Dos trés soros que apresentaram resultado
= 15625 pelo TN, um apresentou resultado >64 com os dois antigeno pela CIE e os demais
apresentaram titulos inferiores a 64. O soro de n° 1 apresentou resultado falso negativo com ambos
antigeno na CIE, pois apresenta titulo neutralizande baixo e a CIE é menos sensivel que o TN.
obtivemos uma estimativa de 96% de sensibilidade com o antigeno de coelhos ao testarmos os

resultados do grupo A+B.

Podemos observar na tabela 4 que, aos 6 dias do inicio da vacinacdo, dos 10 pacientes
apenas 2 apresentaram resposta detectavel pelo TN, sendo que destes, apenas 1 apresentou resposta
detectavel pela CIE. Aos 16 dias todos os pacientes estavam soroconvertidos pelo TN e pela CIE com

ambos antigenos. Os pacientes permaneceram positivos até o Ultimo dia de colheita.
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Na tabela 5 pode-se observar os resultados do grupo B, constatando que houve boa
correlagdo quando se comparou a CIE com o TN. O valor de r obtido estd de acordo com os relatados
por Diaz (1983), e foi superior aos descritos inicialmente por Diaz e Myers (1980 e 1981), os soros
que complete este grupo foram colhidos a 5 anos em média. Analisando a resposta dos pacientes,
observamos que no dia zero, 7 (70%) dos 10 pacientes ainda apresentavam titulos detectaveis pelo TN
10 anos ap0s receberem tratamento completo (7+2), destes, 6 obtiveram titulo na CIE com
antigeno de coelho e 5 com o antigeno de camundongo. No 7° dia apds a revacinagdo com dose Unica,
9 (90%) dos pacientes apresentaram titulo detectvel tanto pelo TN quanto pela CIE com os
diferentes antigenos. No dia 30, os 10 (100%) pacientes apresentavam titulo satisfatorio tanto na CIE

quanto pelo TN.

Ndo houve falsos positivos pela CIE, ou seja, todos os soros negativos pelo TN também
foram negativos pela CIE (100% de especificidade). O soro de n° 53 apresentou um resultado falso
negativo pela prova de CIE utilizando o antigeno de camundongos, quando comparado com o resultado
do TN (1:12,5), o soro n® 65 apresentou titulos negativos com ambos antigenos na CIE, apresentando
um titulo 1:9 no TN, tais resultados falso negativos devem-se a uma menor sensibilidadde da Prova
de CIE com relagdo ao TN. Dos 5 soros com titulo >15625 pela SN. 4 obtveram titulo >64 (80%) com
0s dois antigeno na CIE. Na CIE com antigeno de coelho, houve cinco titulos >64 e destes, 4 (80%)
foram >15625 pelo TN, com o antigeno de camundongo houve seis titulos >64 dos quais 4 (66%)
foram >15625 pela TN. Pode-se observar que os soros 11 e 12 foram coincidentes nos titulos altos
pela CIE com os diferentes antigeno embora os resultados do TN tenham sido comparativamente

mais baixos.



Ao se proceder o calculo da regressdo geral, estudando o grupo A+B, obteve-se um valor
de r = 0.70 com o antigeno de coelho que foi testado contra p<0,001 ndo havendo diferengas
significativas, Este valor de r esta dentro da faixa relatada por Diaz et al, (1986), quando foi
comparado 0 grau de correlagdo entre os titulos obtidos pelo TN feita no CEPANZO com os titulos
obtidos pela CIE em 3 diferentes laboratorios da Argentina, 1 laboratorio da Venezuela e também no

CEPANZO.

Obteve-se valores de r (0,70) com o antigeno de coelho superiores aos valores descritos
inicialmente por Diaz & Myers (1980 e 1981) de 0.58 e 0.60 para a correlagdo entre 0s resultados
obtidos pela titulagdo de soros na prova de CIE e no TN, porém tal valor foi inferior ao descrito por

Diaz (1983) utilizando antigeno ja produzido com uso de glicina e sacarose (0,82).

Todos os soros negativos pelo TN (<I:5) também foram negativos pela CIE com os dois
antigeno, o que revelou uma especificidade de 100% para a prova de CIE com ambos. Alguns soros
com titulo baixo no TN deram titulo negativo na CIE como era esperado, pois a CIE é menos sensivel
que o TN. Obteve-se assim 96% de sensibilidade para a CIE com o antigeno de coelho e 95% com

0 antigeno de camundongo.

5.5 - Curva de anticorpos

Foram feitas as plotagBes das médias geométricas dos titulos do TN. CIE Ag coelho e CIE Ag

camundongo, do grupo A e do grupo B, de acordo com o dia de colheita.



A figura 8 mostra a plotagdo dos resultados do grupo A, pode-se observar que as linhas
sdo bastante proximas, havendo uma maior divergéncia no dia 36, onde a média no TN foi superior.
A relacdo entre a CIE e o TN foi utilizada para calcular uma curva teorética de anticorpos

neutralizantes através dos titulos obtidos na CIE com antigeno de coelho.

A figura 9 mostra a plotacdo dos resultados do grupo B, neste caso a coincidéncia das
curvas é ainda maior. A relacdo entre a CIE e o TN foi também utilizada para calcular uma curva

teorética de anticorpos neutralizantes com os resultados obtidos na CIE com antigeno de coelho.



6 - CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem tirar as seguintes conclusdes:

1 - O antigeno produzido adotando apenas o tratamento a 56°C para inativagdo, apresenta

resultados satisfatorios, o que implica em maior simplificacdo e economia, na técnica de CIE.

2 - O tampdo Borato pH 9.1, é um bom substituto para o tampdo Veronal pH 8,2 na

técnica de CIE, permitindo tornar a prova menos onerosa.

3 - O Antigeno produzido em camundongos apresentou bons resultados, com Gtima
correlacdo com aqueles obtidos com antigeno de coelho, e ndo houve interferéncia detectavel que
pudesse ser atribuida ao fato do antigeno e da vacina Fuenzalida serem produzidas em camundongos.
O uso de antigeno de camundongos seria opcional para laboratorios que apresentem dificuldades na

criagdo de coelhos.



4 - A CIE apresenta boa correlagdo com o TN. Apesar de ser menos sensivel, sua rapidez
permite que os resultados tenham valor clinico, o que possibilita as equipes de salde, modificar o

curso de um tratamento anti-rabico.
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