Arq. Fac. Hig. S. DPaulo
20(1):87-97, junho 1966

PESQUISA DE ANTICORPOS FIXADORES DE COMPLEMENTO
PARA VIRUS RESPIRATORIO SINCICIAL EM GRUPOS DA
POPULACAO DO TERRITORIO FEDERAL DO AMAPA, BRASIL

José Alberto N. CANDEIAS (1)
Dacio de Almeida CHRISTOVAO (2)

RESUMO

Foram pesquisados anticorpos contra o virus respiratorio sincicial,
através de reacdo de fixagio do complemento, em grupos de soros de habi-
tantes de Serra do Navio, no Territério Federal do Amapa., O primeiro gru-
po compreendia soros, obtidos em 1963, de 396 individuos (74,02% da popu-
lagio de idade de 5 - 19 anos). Revelou 22,7% de positivos e aumento da taxa
de positividade de 18,6 no grupo etdrio de 5-19 a 33,7 no de 15-19 anos.
O segundo grupo constituia-se dos soros de 147 individuos do primeiro
grupo, sangrados duas vézes, em fevereiro e julho de 1963. O exame eyi-
denciou, por aumento de titulo de pelo menos 4 vézes, ter ocorrido nesta
amostra, néste periodo, pelo menos 23 casos de infecgdo pelo virus RS,
ou seja, no minimo, uma incidéncia de 168%. O terceiro grupo era de
538 individuos de 22-49 anos, sangrados em 1965; 75,8% dos seus soros foram
positivos e néles também se demonstraria aumento da positividade com a
idade. Os resultados evidenciam larga disseminag¢io do virus RS entre
a populacdo de localidade situada a apenas 19N, em clareira aberta na

selva amazOnica.

INTRODUCAO

O trabalho de Morris, Blount e Sa-
vage® for o primeiro a levantar uma sus-
peita sébre a possibilidade de que o en-
tdo chamado «agente da coriza dos chi-
panzésy (CCA), fésse um virus de origem
humana. IEstendendo suas investigacdes
a diversos grupos humanos, constituidos
principalmente por adolescentes e adultos
jovens, verificaram nos soros dos mes-
mos a existéncia de anticorpos capazes
de neutralizar o efeito citopatico do refe-
rido agente. Chanock e colaboradores’
isolaram de crian¢as com broncopneumo-
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nia, bronquiolite e laringotraqueobronqui-
te duas cepas de virus semelhantes ao
CCA, tanto em relagdo ao efeito citopa-
tico, como as propriedades antigénicas.
Ocasionavam em culturas de células KB
um efeito citopatico tipico com formacgédo
de grandes areas sinciciais, tal como ja ti-
nha sido observado para o virus do sa-
rampo'! ®, caxumba'* e para o virus asso-
ciado ao «croupy?, muito embora todos és-
tes virus fossem antigénicamente diferen-
tes daquelas cepas. Posteriormente, Cha-
nock e Finberg® propuzeram que o CCA
e aquelas cepas f0ssem considerados como
um sé virus que passaria a designar-se
por virus respiratério sincicial ou vi-
rus RS.

Comecava, assim, a suspeitar-se da
natureza etioldgica de certos quadros res-
piratérios em criangas 3127181922824 1625
fazendo-a recair sobre o virus RS. Tra-
balhos mais recentes' 1% 2! mostram que o
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virus RS ¢ o agente etiologico de maior
importincia nos quadros respiratorios
agudos, devidos a virus, de criangas de
idade inferior a oito anos de idade e que
em grupos etarios mais elevados existe
uma alta percentagem de soros con-
tendo anticorpos contra éste virus. Tor-
na-se oportuno verificar o que se passa,
em rela¢do ao virus RS, em grupos popu-
lacionais do Brasil, o que determinou a
realizagdo déste estudo.

MATERIAIS E METODOS

Populagao estudada — Foram pes-
quisados anticorpos contra o virus respi-
ratorio sincicial, através de reagio de fi-
xag¢do de complemento, em grupos da
populagido da localidade de Serra do Na-
vio, no Territorio Federal do Amapa. A
localidade situa-se em clareira aberta em
plena selva amazonica, a 1 grau de lati-
tude norte, a 200 km a NO da Cidade de
Macapa, capital do Territorio Federal.
As temperaturas maxima e minima do
ano variam entre 23°C as 7 horas e 34°C as
16 horas, mas na maior parte do tempo
a oscilacdo habitual é entre 22°C e 30°C.
A umidade é muito elevada, oscilando em
torno de 85 a 90 por cento',

A populagio de Serra do Navio cons-
titui-se exclusivamente do pessoal admi-
nistrativo e operarios — bem como de
seus respectivos familiares — da Indds-
tria ¢ Comércio de Minérios S. A. - 1CO-
MI, emprésa que explora os minérios de
manganés da regido.

Esta populacdo em dezembro de
1963 era de 2.191 pessoas. Compreendia

apenas 2% de nascidos em outros paises.
Do total de brasileiros, 8% sdo ama-
paenses e paraenses, em partes quase
iguais. Os restantes sdo 8% de nordes-
tinos e 6% das demais regiGes do pais.
Quarenta e quatro por cento da popula-
¢do tém menos de 15 anos e 23%, me-
nos de 5 anos?.

A maior parte das amostras de san-
gue examinadas foi colhida em fevereiro
e julho de 1963 e provinha de criancas e
adolescentes de idade entre 5 e 19 anos.
Sio ainda objeto de estudo amostras de
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sangue de 58 individuos de idade supe-
rior a 21 anos, colhidas em agosto de

1965.

Soros examinados — Da totalidade
de amostras colhidas em 1963 somente
aproveitimos os soros de 396 individuos,
que representam 74,02% da populagio aci-
ma mencionada. Deéstes individuos, 147
foram sangrados em fevereiro e da tota-
lidade obtiveram-se amostras de sangue
em jultho. Como alguns individuos fo-
ram sangrados duas vézes, aproveitamos
esta oportunidade para estudar uma amos-
tra de 147 individuos, cada um déles com
dois soros, obtidos com intervalo de 5 me-
ses. Esta ultima amostra, corresponden-
te a 27,4% daquela populacdo, foi usada
para determinar o numero de infecgdes
ocasionadas pelo virus RS, ocorridas na-
quela época. Todos éstes soros foram
conservados a -60°C até o momento do
exame.

Os soros das amostras colhidas em
1965 foram mantidos em geladeira a
4-6°C,

Todas as provas de fixacdo de com-
plemento foram realizadas em setembro

de 1965.

Virus padrdo — Usou-se a cepa Long
de virus RS cedida pelo Dr. Robert J.
Huebner, dos National TInstitutes of
Health, Bethesda, U.S.A., com as se-
guintes passagens em cultura de células:

KB3/6, Chang 1./2 e Hep 2/2.

Cultura de células — Células Hep 2
foram cultivadas em tubos e garrafas de
Roux, usando-se como meio de cresci-
mento o meio de Hanks com 20% de soro
de vitelo, 5% de lactalbumina e 0,05% de
«Yeastolatey ; usou-se para manutencdo e
preparo do antigeno o mesmo meio sem
soro de vitelo. Todos os meios foram
adicionados de 100 U de penicilina e 100
microgramas de estreptomicina por ml.

Antigeno — Para o preparo do anti-
geno fixador de complemento usaram-se
culturas de células Hep 2 em garrafas de
Roux com uma concentracdo de 350.000
células por ml, inoculadas com uma se-
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mente de virus RS contendo 105 DC,
por ml, na propor¢io de 0,05 ml de se-
mente para cada ml de meio de manu-
tengdo.

Ao fim de 72 horas, quando o KCP
era (uase total, o contetdo das garrafas
for congelado a -60°C e descongelado
por 3 vézes e centrifugado a 1.800 RIP’M
durante 20 minutos. O sobrenadante foi
titulado para dosagem de antigeno fixa-
dor de complemento, tendo sido usadas
na reacao 4 unidades por 0,1 ml.

Técnica de fixagdo de complemento
— Os soros, apds descongelamento em
agua fria corrente se conservados a -60°C
e depois de inativados a 56°C durante 30
minutos, foram examinados segundo a
técnica descerita por Hamre™. O titulo
de anticorpos fixadores de complemento
corresponde a reciproca da maior dilui-
¢do de soro onde hd pelo menos 50% de
fixa¢gdo do complemento.

Em vista da elevada propor¢io de
soros anticomplementares encontrada en-
tre aquéles mantidos a -60°C, todos os
soros conservados déste modo foram tra-
tados para destruicio de anticomplemen-
taridade, segundo o método de Sachs,
com modificaces. Cada amostra de séro
foi diluida a 1:2 em tampdo de veronal
e aquecida em banho-maria a 56°C du-
rante cinco minutos, depois do que se adi-
cionaram 0.4 ml de 4cido cloridrico N /30
para cada 0.5 ml de séro diluido, sendo a
mistura mantida a temperatura ambiente
por 30 minutos. Seguiu-se uma centrifu-
gacao a 2.000 RPM durante 10 minutos,
aproveitando-se todo o sobrenadante que
fo1l neutralizado com 0,1 ml de cloreto de
sédio a 10%, pH = 9. Em virtude da
necessidade déste tratamento o titulo mi-
nimo de anticorpos fixadores de comple-
mento que se pode pesquisar foi de 8.

As amostras de s6ro obtidas em 1965
foram examinadas sem tratamento da an-
ticomplementaridade. Para uniformidade
de apresentagio de resultados, o titulo
minimo de anticorpos determinado néste
grupo foi também de &.

O critério adotado para se julgar da
ocorréncia de infecgdo pelo virus RS en-
tre os 147 individuos sangrados duas vé-
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zes, fol o encontro de anticorpos na se-
gunda amostra de séro em titulo, no mi-
nimo, quatro vézes maior. Nio se tendo
evidenciado a presenca de anticorpos em
titulo inferior a 8, dal decorre que nos
casos negativos na primeira amostra nao
se poderda afirmar a ocorréncia de infec-
¢ao sendo naquéles que apresentaram ti-
tulo no minimo igual a 16 na segunda
amostra.

RESULTADOS

A Tabela I apresenta a distribuigdo,
por idade, dos soros das amostras de san-
gue colhidas em 1963, o ntimero de posi-
tivos na prova de fixa¢do de complemen-
to para o virus RS em cada idade e a
respectiva percentagem de positividade,

Dos 396 soros examinados — que re-
presentavam 74,02% da populagio de 5
a 19 anos da localidade de Serra do Na-
vio — 86, ou 21,7%, evidenciaram a pre-
senca de anticorpos contra o virus RS
em titulo igual ou maior que &, Verifi-
ca-se elevacdo da positividade com o au-
mento da 1dade, tendo-se encontrado
18,8% de positivos no grupo de 5-9 anos,
21,0% no de 10-14 e 339% no de 15 a
19 anos.

Na Tabela 11 apresenta-se a distri-
bui¢do de anticorpos fixadores de com-
plemento para o virus RS segundo o ti-
tulo e a idade. Dode verificar-se que, do
total examinado, 77,3% foram negativos
na diluicdo 1:8 e que, dos positivos, 7,8%
o foram somente até o titulo 8, 7,7% até
o titulo 16, 4,4% até o de 32. 2.3% até o
de 64 e que apenas 0,5% alcangaram o
titulo 128,

Ainda na Tabela II, considerando-se
os titulos inferiores, 8 e 16, de um lado,
e, do outro, os superiores, 32 ou mais, e
comparando-se as percentagens encon-
tradas nestes grupos em funcfio dos trés
grupos etarios estabelecidos, pode verifi-
car-se que, de modo geral, ha, com a ida-
de, aumento da percentagem de positivi-
dade nos titulos inferiores e diminui¢do
da mesma nos titulos superiores. A 4rea
correspondente ao grupo etario de 10-14
anos e aos titulos 16 e 32 constituiria a
zona de transi¢do do fendmeno observa-
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TABELA 1

Distribuicio de anticorpos fixadores de complemento para o virus RS,
segundo a idade, na localidade de Serra do Navio, T. F, Amapi, em 1963.

Tdade N.o de pessoas Positivos
(anos) examinadas N.o %
5 47 10 21,2
6 45 7 15,5
5—9 7 45 9 20,0
8 43 8 18,6
9 33 6 18,2
Sub-total 213 40 18,8
10 39 6 158
11 27 5 18,5
10 — 14 12 26 6 23,1
13 19 5 26,3
14 13 4 30,7
! -
Sub-total 124 26 21,0
15 12 3 25,0
16 10 3 30,0
15 — 19 i 17 12 4 33,3
I 18 19 6 31,5
‘ 19 6 4 66,6
Sub-total 59 20 33,9
Total Geral 396 86 21,7
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do, sujeitd, por 1sso mesmo, 1 Mmaor via-
riacdo.

A comparacdo entre os resultados
dos dois soros de cada um dos 147 indi-
viduos sangrados duas vézes ¢ apresen-
tada na Tabela 11l na qual os titulos ob-
tidos nas segundas amostras encontram-se
distribuidos de acordo com os titulos ori-
ginais das primeiras. Em 109 dos 147 in-
dividuos com séro da primeira sangria
negativo na dilui¢do 1:8 revelou-se igual
resultado no segundo séro, de 5 meses
mais tarde; em 7 observou-se resultado
positivo em titulo 8 e em 21 se verificou
a presenca de anticorpos em titulo de 16
a 64. DPelo menos ¢éstes 21 casos, 15,3%
do grupo considerado, podem ser tidos,
sem duvida, como casos de infecc¢ido ocor-
ridos na época estudada.

Dos 8 individuos com titulo de 8 no
primeiro soro, 1 apresentou titulo igual
no segundo: 5 foram positivos na dilui-
¢30 1:16 e 2 revelaram titulo de 32. Pelo
menos éstes dois altimos também repre-
sentam casos de infecglo.

Assim, entre as 147 pessoas estuda-

das através do exame de dois soros, cor-
respondentes as amostras de sangue oh-
tidas em fevereiro e julho de 1963, ocor-
reram, pelo menos, 23 casos nitidos de
infecgdo pelo virus RS, numa propor¢io
de 16,8%, ou seja em um de cada seis
individuos.

Na Tabela IV apresentam-se os re-
sultados encontrados no grupo de 22 a
49 anos de idade, cujas amostras de san-
gue foram obtidas em agodsto de 1965.
Dada a sua idade, nenhum dos 58 indivi-
duos examinados, pertencentes a éste gru-
po, poderia ter participado dos grupos
sangrados em 1963. Verifica-se a eleva-
da percentagem, 758, de adultos com
anticorpos contra o virus RS, A obser-
vacao das percentagens de soros positi-
vos encontradas nos 4 grupos etarios es-
tabelecidos, com intervalo de 7 anos cada,
pareceria sugerir aumento continuado da
positividade com a idade, ja verificado
no grupo de 5-19 anos. Pelo menos, den-
tro da amplitude de i1dade estudada.

A distribui¢do dos anticorpos fixado-
res de complemento para o virus RS se-

TABELA 111

Resultados da
de 5-19 anos,

prova de

sangrados duas vézes,

fixagio de complemento

realizada em 147 individuos

em Fevereiro e Julho de 1963, residentes
na localidade de Serra do Navio, T. F. Amapa.

Titulos Titulos em Julho Total de
em = 7] T - . pessoas
Fevereiro | g+ 8 16 ; 32 64 128 examinadas
. i L :
< 8% 109 7 9 7 3 0 137
8 0 1 5 2 0 0 8
16 0 0 0 | 1 0 0 1
32 0 0 10 o I 0 1
64 0 0 o ! 0 0 0 0
128 0 0 o 1 o0 0 0 0
i !
Total de :
pessoas 109 - 8 15 l 10 5 G 147
examinadas “ |
* — A menor diluigdo de sbéro examinada foi 1:R,
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TABELA TV

Distribuiciio de anticorpos

fixadores de complemento

RS,

para o virus

segundo a idade, na localidade de Serra do Navio, T. F. Amapi, em 1965.

Positivos
Ldade : N.o de pessoas ositivos B
anos ; xaminadas
(anos) examinada No | "
22 — 28 24 18 750
20 — 35 20 13 65.0
36 — 42 I3 7 87,5
43 — 49 6 6 100,0
Total 58 4 758

gundo o titulo e idade, dentro déste gru-
po de adultos, é apresentada na Tabela V.
Encontraram-se 24,2% de soros negativos
na diluigdo 1:8, 17,2% de positivos em
titulo 8, 36.2% com titulo 16, 17,2% com
titulo 32 e somente 5,2% de positivos na
diluigao 1:64. A frequéncia maior de po-
sitividade parece ocorrer no titulo de 16.

Comparando-se os titulos encontra-
dos néste grupo com o que foi revelado
no grupo de 5 a 19 anos (Tabela 1),
pode-se verificar que enquanto entre as
criangas e adolescentes se encontraram
15.5% de positivos nos titulos inferiores
— 8 e 16 — e 7.2% nos superiores — 32 ou
mais — entre os adultos revelaram-se
positivos néstes dois grupos de titulos,
respectivamente, 53,4 e 22,4% dos indi-
viduos.

DISCUSSAO

A presenca de anticorpos contra o
virus respiratorio sincicial foi evidencia-
da em 21,7% dos soros provenientes das
amostras de sangue, colhidas em 1963,
de 74,02% das criangas e adolescentes, de
idade de 5 a 19 anos, da localidade de
Serra do Navio. Demonstra-se, assim,
grande disseminagio déste virus — tdo

prevalente em paises da zona temperada
setentrional — entre a populacio de lo-
calidade situada em clareira aberta em
plena selva amazonica, a apenas um grau
de latitude norte.

No grupo de 147 individuos, tam-
bém de idade de 5 a 19 anos, sangrados
duas vézes — em fevereiro e julho do
mesmo ano de 1963 — pode-se evidenciar
a ocorréncia, no espago de tempo consi-
derado, de pelo menos 23 casos de infec-
¢io pelo virus RS. Ou seja, em 16,8%
dos componentes do grupo.

O critério adotado para se julgar da
ocorréncia de infeccao foi o encontro de
anticorpos na segunda amostra de soro
em titulo, no minimo. quatro vézes maior
que o da primeira. Nio tendo sido pos-
sivel evidenciar-se a presenca de anticor-
pos em titulo inferior a 8, dai decorreu
(ue nos casos negativos na primeira amos-
tra ndo se pode afirmar a ocorréncia de
infec¢do sendo naquéles que apresenta-
ram titulo no minimo igual a 16 por oca-
sido da segunda sangria. No entanto, se
0s soros negativos na primeira amostra
féssem realmente negativos em qualquer
titulo ou se féssem positivos apenas na
dilui¢do 1:2, um titulo minimo de 8 na
segunda amostra ja teria sido indicativo
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de infecgdo, dentro do critério adotado.
Houve 7 casos nestas condigbes. Se fos-
sem incluidos, teriamos total de 30, cor-
respondentes a 20,4% dos individuos do
grupo.

Surpreendeu-se, de qualquer modo,
ocorréncia, no periodo considerado, de
elevada incidéncia de infecgGes pelo virus
RS nos grupos populacionais estudados.
Os resultados globais, encontrados no to-
tal dos 396 individuos examinados, refle-
tem, assim, situacdo decorrente de larga
exposicdo recente da populagio a éste
virus,

Os resultados obtidos pelo exame
dos 58 soros dos individuos de 22 a 49
anos, sangrados em agdsto de 1965, con-
firmam a larga disseminacio do virus RS
entre os habitantes de Serra do Navio,
ja evidenciada através dos soros de 1963
das criangas e adolescentes. L de no-
tar-se a elevada percentagem de positivi-
dade. 758 evidenciada.

A andlise da distribuicio dos resul-
tados pelos grupos etarios estabelecidos
demonstraria elevacio nitida da taxa de
positividade com a idade. pelo menos
dentro dos limites estudados em cada
um dos dois anos, 1963 ¢ 1965.

De maneira geral, as percentagens
de soros com anticorpos contra o virus
respiratério  sincicial encontradas nos
grupos populacionais de Serra do Navio
aproximam-se muito das reveladas atra-
vés de inquéritos soroldgicos realizados
de 1961 para ca em grupos de individuos
dos Estados Unidos e de paises da FEu-
ropa.  Os resultados destas investiga-
¢hes podem ser encontrados sumarizados
no trabalho recente de Doggett'® s6ébre a
distribuigdo geografica de anticorpos
contra éste virus, no qual a autora apre-
senta os seus proprios achados referen-
tes a grupos de soros, variando de 12 a
21 e num total de 233, provenientes de
15 paises diferentes. Unicamente se po-
deria notar nos grupos etdrios inferiores,
ora investigados, taxas de positividade
menores que as mais comyumente de-
monstradas em paises da zona tempera-
da setentrional.

Os resultados obtidos em Serra do

Navio também sdo semelhantes, no que
se refere a grupos etarios superiores, aos
evidenciados por Pereira, Bruno-Lobo &
Pereira?®, em 1961, em soros de 224 doen-
tes nido selecionados da cidade do Rio de
Janeiro. Difeririam porém em relagdo
aos individuos de 5-19 anos de idade que,
no Rio de Janeiro, apresentaram taxas
bem mais elevadas. Releva notar, no en-
tanto, como o fazem os proprios autores,
o numero relativamente pequeno de so-
ros examinados em cada grupo etdrio.
Uma tltima consideracdo deveria ser
feita, relativa & possibilidade dos resulta-
dos, demonstrados por inquéritos sorolo-
gicos de frequéncia de anticorpos contra
o virus RS, ndo serem devidos sOmente a
anticorpos especificos, mas poderem ter
sido influenciados por infecgdes prévias
recentes pelo virus do sarampo, como su-

gerido por Jensen' e discutido por
Doggett'e. Julgamos tal possibilidade,

no caso presente, completamente afastada
no que se refere ao numero evidenciado de
casos de infecgdo ocorridos entre feverei-
ro e julho de 1963 e muito remota em re-
facdo a todos os outros dados ora apresen-
tados. A razdo para tal reside nos fatos de
ndo haver sido registrado nenhum caso de
sarampo entre a populacdo estudada no
ano de 1962 e da ocorréncia de epidemia
desta doenca em 1963. a partir do final
do més de julho, quando ja haviam sido
ohtidas as amostras de sangue respecti-
vas, referidas néste trabalho. Neste sur-
to. foram diagnosticados 6 casos de sa-
rampo em julho e mais 311 nos quatro
meses seguintes*®

CONCLUSOES

a) Entre criancas e adolescentes, de 5 a
19 anos de idade, sangrados em 1963,
e adultos, de 22 a 49 anos, sangra-
dos em 1965, todos habitantes da lo-
calidade de Serra do Navio, eviden-
ciou-se elevada frequéncia de anticor-
pos contra o virus respiratdrio sinci-

(*) Estas informagdes sébre a incidéncia de
casos de sarampo foram obtidas através
dos relatérios internos da Divisdo de Safi-
de da «Indistria e Comércio de Minérios
S, A, — ICOMI».
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cial.  As respectivas taxas de positi-

vidade foram 22,7 e 75.8%.
b)

As percentagens de positividade en-
contradas nos grupos etarios estabe-
lecidos indicam aumento da frequén-

cia de anticorpos com a idade.

Surpreendeu-se a ocorréncia, em pe-
riodo de cérca de 5 meses, de pelo
menos 23 casos de infecg¢do pelo vi-
rus RS, entre 147 individuos, de
5-19 anos, sangrados duas vézes, em
fevereiro e julho de 1963, o que cor-

responde a consideravel taxa de
16,8% .

Foi demonstrada larga disseminac¢io
do virus RS entre a populacido de lo-
calidade situada a apenas um grau de
latitude norte, em clareira da selva
amazonica.

d)

SUMMARY

Groups of sera from inhabitants of the
locality of Serra do Navio, in the Federal Ter-
ritory of Amapd (Brazil), were examined for
complement fixing antibodies for syncytial res-
piratory virus. The first group comprised sera
collected in 1963 from 396 persons (74.02% of
the 5-19 year old population). The results
showed 22.7%

greater than 8.

positive at titers equal to or
The percentage of positive sera
increased from 18.6 in the 3-9 years of age
group to 33.7 in the 15-19 year old group. The
second. group was composed of sera of 147 indi-
viduals belonging to the first one and from
which blood was drawn twice, in February and
July of 1963.
4-fold elevation of the antibody titer, that among

It was revealed by, at least, a

t‘hevm, in this period of time, there were, at least,
23 cases of RS virus infection, an incidence, at
least, of 16.8%.
58 22-49 year old individuals, whose blood was
collected in 1965; 75.8% of their sera was po-
sitive at titers equal to or greater than 8 and the

The third group comprised

results, also in this group, suggested an increase
of positivity with age. These findings show a
wide dissemination of RS virus infection in a
population of a locality situated in a clearing in

the Amazon jungle, at 10 Northern latitude.
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