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Introducgao

Antes de ser posta em uso pablico, uma nova vacina deve
passar por dois estddios. O prirciro é a determinacao de sua potég
cia imunogéﬁica, ou seja, de sua capacidade de protecao contra a
doenca. Isto requer diversss experiéncias em seres humanos, reali-
zadas, preferentemente, em diversos lugares e por diversos pesqui-
sadores.

Unma vez superado o primeiro estadio, é mister padronizar
cada lote de vacina produzido para uso publico, com o fim de conhe
cer sua potencia em particular. Para este fim, devem ser realiz a-
dos os testes de potencia antigénica, geralmente mediante a titula
¢ao dos anticorpos circulantes produzidos em resposta 3 vacinacao
de animais,

Jé foi demonstrado, convenientemente, que é possivel pre
parar uma vacina capaz de proteger contra a gripe (1-7). Porém, al
guns fracassos tem sido relatados (8), os quais foram unanimemente
atribuidos a diferencas nz estrutura antigénica das amostras de vi
rus da gripe contidas na vacina e das causadoras da epidemia (1-7).

A pandemia de gripe que grassou em todo o Mundo duraéte
0 ano de 1957 caracterizou-se pels presenga de amostras de virusti

po A, de estruturas antigénicas similares ou identicas entre si,
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mas que diferiam marcadamente das amostras do mesmo tipo isoladas
em epidemias anteriores. Portanto, o emprego de uma vacina conten-
do as amostras classicas n3o era indicado. Por outro lado, uma va-
c>ina composta de amostras isoladas durante a pandemia era de capa-

idade imunogenica desconhecida; tanto mais quanto o comportamento
soroldgico das amostras estudadas era atipico e imprevisivel(9-10).
Assim, por vézes, a reacao de inibicdo da hemaglutinacdo ndo eviden
ciava resposta imunitdaria, enquento que a fixacao de complementoda
va titulos aprecidveis (9). E evidente que um teste da capscidade
prbtetora da vacina contra s gripe "asiatica" preparada no Institu
to Butantan, com amostra isolads na Lsia, representava situacao se
melhante & do emprego de uma nova vacina. Por outro lado, ésse es-
tudo daria, também, a oportunidade de ume andlise comparativa dalea
pacidade protetora de outras vacinas anti-gripais, constituindo um
assunto de interésse cientifico e de importancia pratica no campo

da satde publica.

Selecao do tema.

Tendo em conta que, como cxige o seu titulo, a cadeira o
ra em concurso focaliza aplicagdes de conhecimentos academicos a
problemas de natureza pratica, como sao os de Saude Publica, em 1lu
gar de escolher um tema de Microbiologia pura, aproveitamos um a-
contecimento de palpitante atualidade como era a epidemia de gripe
"asidtica" que, durante o segundo semestre de 1957 tanto preocupou
nao s as autoridades sanitarias de todo o mundo, como ao publico
mesmo, Bste Gltimo, influenciado pelas noticias dos jornais e pela

lembranca da catastréfica pandemia de 19181919, procurou, alarma-
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do, obter agentes profildticos para se defender da ameac¢a que sé
bre ele pairava. A falta de vacina fabricada no estrangeiro e a
escassa producao nacional limitou o nﬁmero de individuos vacina-
dos a svpenas alguns membros do Governo. Imtando com as dificulda
des conseqUentes, decidimos testar a eficiéncia da vacina anti-
-gripal produzida no Instituto Butantan da Secretaria de Satde -
deste Estado,

Como acabamos de mencionar, o combate a epidemia de
gripe "asidtica" em Sao Paulo criava um problema cuja magnitwe e
ra similar ao da demonstracao da eficiencia de uma nova vacina -
contra a doenca. Esta foi a opinifo unanime em outros paises, on
de numerosos testes de capacidade protetora de uma vacina contra
a gripe "asidtica" estavam sendo feitos por diversas equipes de
pesquisadores, j& que nao era possivel de afirmar "a priori”que,
uma vacina preparada com amostra "asidtica" seriz eficiente.

Ao testar a vacine preparada no Instituto Butantan, de
cidimos nao realizar apenas o teste rotineiro de um lote de vaci
na mas sim fazer um estudo basico e prédtico ao mesmo tempo, onde,
além dos testes de poténcia imunogénica da vacina em apreco, reaz
lizar-se-ia a andlise da eficiencis da mesma, mediante o reexame
doutrindrio de fatores que influenciam a eficiéncia de vacines.
Assim, revisariamos temas tais como caracteristicas gerais dag&g
cinas anti-gripais, a estrutura antigénica e outras propriedades
do virus da gripe, especialmente das amostras'"asiéticas" e 0S
principios que norteiam os testes das vacinas. Estudzriamos tam-
bém a precisao dos testes considerando o mecanismo de propagacac

> 3 . . ~ ~ L]
intrafamiliar de uma infeccao no calculo dos"exitos" ou "fracas-



sos" de uma vacina.

Com as anteriores consideracoes, queremos ressaltar que
nosso critério da natureza de uma tese académica nso é de que eg
tn consista simplesmente de um trabalho de laboratério ou de cam
po, de objetivos especificos, restritos. Muito ao contririo, a-
chamos que as experiéncias com seres humanos (vacinacdo e sangri
as), 08 trabalhos de laboratdério (reacoes sorolégiQas) e o traba
1lho de campo (inquérito epidemioldbgico) que realizamos para tes-
tar a vacina preparada no Instituto Butantan constituem apenas g
xemplos praticos para documentar uma andlise tedrica e pratica de
problema geral como é o enunciado no titulo da presente Tese.

Devemos acrescentar que a medida da capacidade proteto
ra de uma vacina contra uma doenca constitue um caso tipico de a
plicagao de conhecimentos de Microbiologia e Imunologia a proble
mas de Satde Phblica. Com efeito, os testes de potencia imunoge-
nica e antigénica comportam uma série de trabalhos, tanto tedri-
cos como praticos, onde sao aplicados conhecimentos pertenoentes
aos mais diversos ramos da Microbiologia e da Imunologia, assim

como a disciplinas correlatas, tais como Epidemiologia, Biologia

Geral e outras ciéncias afins.

Objetivos.

Procedendo ao estudo aqui apresentado, visavamos os seg
guintes fins: a) tendo em conta o recente aparecimento das amos-
tras "asiidticas" e a2 sua estrutura antigenica diferente das co-
nhecidas, a eficiéncia da vacina em aprégo estava longe de estar

demonstrada, porquanto foi comprovado que uma vacina contraa gri
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pe deve conter amostras antigénicamente identicas ou similares &
quels responsidvel pela epidemia (1-7); b) testar uma veein-~ 2
composicao diferente das vacinas classicas por conter apenas ww
amostra de virus, a qual nunca tinha sido usada antes para esse
fim; c¢) tratava-se de vacina de fabricacao nacional, portanto

produto de um esforco de superagao cujo exito convinha determi-
nar; d) nenhuma demonstracaoc conclusiva da eficacia de uma vaci
na contra a gripe "asidtica" tinha sido publicada, nem sequer co
municada oficialmente através de organizacdes internacionais de
Satde Bﬁblioa, no momento em aue foi planejado e iniciado o pre-
sente trabalho; e) reali~nr s avaliacac de uma vacina contra a
gripe mediante a coordenacao de um teste de potencia imunogénica
com um teste de potencia antigenica, e ainda, uma pesquisa epide
mioldgica para verificar se o vacinado e o seu controle adoece-

ram’

Sistematizacao da exposicao.

O tema desta tese serd apresentado em forma de capitu-
los, contendo o seguinte: a) fundsmentos doutrindrios do tema -
incluindo uma reconsideracao de certas caracteristicas da infec-
cao gripal e do seu agente causal, a2ssim como de principios ge=-
rais da Epidemiologia e testes de vacinas; b) plancs das experi
éncias e trabalhos de laboratério e de campo e discussao dos mes
mos; c¢) descricao das experiéncias com seres humanos (vacinagio
e sangrias) e dos trabslhos de laboratdrio (preparo da vacina
e reacoes soroldgicas) e de campo (inguérito epidemioldgico) ;

d) apresentacso dos resultados e discussZo dos mesmos, formulagao
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das conclusoes correspondentes e discussao geral do tema da te-
se.
A composicio detalhada destes capitulos & apresenta-

~ comeco
da, em continuagao, peXo indice do texto da Tese.
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O VIRUS DA GRIPE

Consideracgdes gerais sobre o virus da gripe

0 virus da gripe & constituido por particulas esféri—
cas com diametro de aproximadamente 100 milésimos de micron. B
provavel gue o tzmanho varie com o tipo (11, 12). As diversas
propriedades do virus, tais como antigenicidade, infectividade,
capacidade de aglutinar hemacirc e fixar o compleﬁento_séo inse-
paraveis das particulas (corptsculos elementares) (11).

Entre outras caracteristicas do virus da gripe que me-
recem destague, encontram-se a sva capscidade para apresentar o}
fendmeno de variagio e o da interferéncia, assim como a toxicida
de. Esta Gltima pode ser observada na ausencia de multiplicggéo‘
do virus, sendo proporciocnal & quantidade de virus presente.

A interferéncia se menifesta tanto entre amostras do
mesmo tipo (13) como de tipos diferentes (14). Assim, uma quanti
dade muito grande de virus de um tipo, evita 2 multiplicac2o de
virus de outro tipo. A interferéncis na multiplicacso de virus
de um tipo pode ser feita com virus inativado pelas radiacoes ul
travioleta (15).

A capacidade do virus da gripe para apresentar variscao
nao s6 ¢ uma das suas carscteristicas mais notéveis, como o colp
ca entre os virus onde esta propriedade & acentuada. Isto se re-

flete sobre a imunologia, epidemiologia e profilaxia especifica
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da gripe, como veremos mais adiante.

0 fenomeno da variagéq evidencia-se usando como indicg
dores as seguintes propriedades: capacidade de aglutinar hemécias,
especinlmente as de galinha e de cobdia (16), a velocidade de "e
luicao" do virus das hemidcias em que se encontra adsorvido (17)e
o patogenicidade para os animais de laboratério (18).

A variacgfo na estrutura antigenica pode ser observada,
fhcilmente, nollaboratério, tanto em amostras recém-isoladas co-
mo nas antigas, A inoculagao seriada do pulmao d¢ comundongo pro
voca.freqﬁentemente a variacao (19) que é também obsgrvadalancu;
turas de tecidos e em inoculacdes de ovos embrionados (20).

Na opinifio de Burnet (71), no mecanismo da variacao an
tigenica do virus da gripe existem dois fatos. importentes. Um cg
racterizado pelo aparecimento, em cada variacao antigénica,de um
novo antigeno, sem ocorrer reversao a antigenos prévios. 0 outro,
a "dominancia" da nova variante. O processo de renovacao antige-

nica parece ser continuo.

Estrutura antigenica do virus da gripe

Os estudos da estrutura antigénica dos virus da gripe
vieram aclarar alguns dos pontos obscuros que estes virus apre-
sentavam em seu comportamento imunolégico e epidemiolégico, ca~-
racteristicamente mais variivel que o da maioria dos outros vi-
Tus.

A gripe, desde a antiguidade reconhecida como entidade
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clinica, era, porém, obrigatorismente inclufda no grupo, pouco de
finido etiologicamente, das infecg¢des agudas do aparelho respirag
tério. S6 pode emergir com a sua individualidade etiolbgica mui-
to recentemente, apds a descoberta dos seus agentes etiolégicos,
(22) o que se deu de 1933 para ci. Se bem que caracterizada cli-
nica e epidemiologicamente no século passado e exaustivamente eg
tudada em seu comportamento mutivel, sb nas Gltimas décadas foi
possivel explicar suas nuances clinicas e epidemiolégicas, & luz
das descobertas efetuadas em relacféo & estrutura artigenica de
gseu agente, Nenhum progresso real havia sido atingido, antes das
descobertas de Shope (2%), Smith, Andrews e Laidlaw (22) ;Francis
(24); Salk e Suriano (25) e Taylor (26). Estes descobertas vie-
ram demonstrar a existéncias de vérios grupos imunolégicos de vi
rus denominados tipos A, B, C e D. (19}

As amostras que pertencem a um tipo nao constituem um
grupo homogeéneo sob o ponto de vista imunoldgico, pois diferemen
tre si de maneira acentuada, por vezes tanto, que torna diffcil a
sua identificacdo e classificsgao. Um exemplo s3o as amostras de
signadas "A-primo" por Salk e Suriano (25). As diferencgas entre
os tipos sao muito mais marcadas ainda. Com efeito, uma smostra
de um tipo nao possue antigenos em comum com amostras de outro ti
po, de tal maneira que os animais altamente imunizados contra um
tipo, sao completamente susceptiveis a amostras de outro Hpo(27).
Bste fenomeno nZo é apenas imunolbgico, ou seja, manifesto ape-
nas "in vivo", mas também é evidente nas provas de neutralizacao,
fixacdo de complemento e inibicao da hemaglutinacao, nas quais se

utilizam soros com altos t{tulos de anticorpos contra um tipo e
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amostras de virus-padréo de outro tipo. Tais reagdes sio unifor-
memente negativas,

Bstes fendmenos imunoldgicos e sbrolégicoé resultam,ob
viamente, de diferencas de estrutura antigénica. Por sus vez, es

5oe diferengas parecem ser conseqlientes ao fenomeno de variacio.
a) o aparecimento de variantes

Estudos das epidemias ocorridas nas duas Gltimes déca-
das revelaram o aparecimento de variantes com diferengas antige-
nicas acentuadas, principalmente dentro do tipo A, que foi res-
ponsivel pelo maior nimero de survos epidemicos, seguido pelo ti
po B. Bste fenomeno de variacfo antigénica tem sido verificado em
investigacoes virias, principalmente aquelas relacioﬁadaé com 0S
problemas de desenvolvimento de métodos de controle da doencga
pela imunizagdo (28, 29).

Estudos sorolbgicos apontam o virus da gripe do porco,
("swine influenza"), pertencente zo tipo A, como ﬁossivel causa=
dor da pandemia de 1918—1919, o qual teria permanecido por um pe
riodo midximo de 10 anos e desaparecido entzo (30).

Os primeiros isolamentos efetuados em 1933, revelarsam
uma, amostra ou um conjunto de amostras com novas caracteristicas
antigénicas, mostrando algum parentesco com o virus da gripe do
porco, que foram responssbilizados por alguns episbddios epidemi-
cos ocorridos durante ceérca de 10 anos.

Em 1947 é isolada uma amostra do tipo A, has que dife-

ria marcadamente das amostras deste tipo isoladas anteriormente,
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(25). A amostra FML foi assim o protédtipo de um subtipo, denomi-
nado A' (" primo"). Amosiras deste subtipo permaneceram em cena,
em todo o Mundo, por uma dezena de anos.

As varia¢des ns estrutura antigénica das amostras  de
virus da gfipe tornou;se, pois, um assunto de grande interésse e
tem sido cuidadosamente estudado. Virus isolados em 1956, de vi-
rias procedencias, como da Holanda, do Canads, dos Estados Uni-
dos, Inglaterra, Indis, etc. mostraram-se diferentes dos anterio
res, porém,relacionados ao subtipo FML (A'). Estas amostras fo-
ram denominadas "Dutch 56" pelos Ingleéses. Amostras antigenica—
mente semelhantes foram isoladsas no Japao em Dezembro de 1956 e
nos Estados Unidos, Buropa e Lsia, de Janeiro a Margo de 1957.

Como tudo fazia crér, pela experiéncia acumulada, no-
vas variantes, ou seja, novos conjuntos antigénicos surgiram; o
que ge efetuou em 1957 com o aparecimento, no Extremo-Oriente,das
amostras FE ("Far Easf") ou "asidticas", que pertenciam ao tipo
A, sendo a primeira isolada de epidemia ocorrendo em Singapura e
que mostrou apenas uma discreta semelhancae antigeénica com as ou-
tras amostras do tipo A isoladas anteriormente. Em geral, os vi-
rus hoje denominados FE ("Far East") ou "Asian" ("asidticos") e
que foram isolados a partir de maio de 1957 mostraram-se antige-
nicamente tao diferentes do tipo A e do subtipo A' como era osub
tipo A' do tipo A. Mefer e colaboradores(9) e Jensen (10) apre-
sentaram os resultados de testes de inibigéo e hemaglutina@&afei
tos com soros de furdes convalescentes e galinhas imunizadas fren

te a amostras dos tipos A, B, C e D, em provas conjugadas,
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b) propriedades das amostras "asidticas"

Lavados orofaringeanos podem ser cultivados no saco am
nidtico do ovo embrionado pela técnica usual. Os liquidos alon-

, 9 . e
8 a 107 doses infec

t3icos colhidos revelam‘qoncentraQBes de 10
tzates por ml. Os ovos podem ser incubados a 35°C ou 37°C. As
concentragoes de virus, medidas pele hemaglutinacio com gldébulos
de cobaia, de goalinhas ou humanos, tém se mostrado reiativemente
baixas. Segundo a experiencia de Jensen (10) e eyer e colabora-
dores (9) a amosira A/Formosa/%1%/57 team revelado titulos benm
mais altos. Esta &, preciscmente, uma das amostras por nbs emore
gadas como padroes no estudo da resposta imunitiria & vacina.

Os virus FE ("asidticos") podem ser inoculados intrana
salmente em furdes e camundongos. A inoculacgao de 106 doses 1in-
fectantes produz a "consolidagao" pulmonar caracteristica em ca-
mundongos depois de 3 a 10 dias. Entretanto, apds cinco passagens,
as lesles nao sao mais verificadas, scndo, provavelmente, expli-
cadas pela toxidez, como em outras amostras (31).

Os virus "asidticos" se multiplicam em cultura de teci
do de rim de macaco (10), A microscopis eletronica dos liquidos
alantdicos tem revelado a presenca de corpisculos esféricos e fi
lamentosos (10) similares =zos das amostras cldssicas. A capacida
de antigénica e comportamento soroldgico das amostras "asidticad

380 assinaladas em outros capitulos.



EPIDEMIOLOGIA DA GRIPE

A pandemia de gripe asiatica

a) histérico

0 infcio da pandemia de 1957, provavelmente se deu no
interior da China, mais ou menos em fevereiro déste ano. Os pri-
meiros isolamentos de virus possivelmente foram feitos pelo Dr.
Chu, em Pekin, em margo do mesmo ano, Dai elavse alastrou por to
do o pais, chegando aos pcrtos freqﬁentédos por estrangeiros, em
abril. Na segunda quinzena de abril, ela foi constateda em Hong-
Kongke Singapura, com suas caracteristicas benignas e baixa ou
nula mortalidade. Nesta ocasiao, o virus foi isolado e identificg
do pelo Prof, J. H. Hale, da Universidade de Singapura, que por
meio de reacOes de fixac¢ao do complemento o caracterizou como
pertencente ao tipo A. Bste virus foi enviado ao Centro Mundial
de Influenza, em Londres, e a0 Walter Reed Army Institute of
Research, Army Medicel Center, em Washington, (EUA) onde foi ve-
rificado tratar-se de um novo subtipo de virus A, nao relaciona-
do com as amostras anteriormente isoladas.

Em Hong-Kong foram atingidos, a principio, refugiados
do continente, mais tarde toda a populagao, nao havendo bitos.

Em Singapura, cerca de 10% da populacao foi atingida, extendendg
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-se principalmente entre o0s nativos; a populagao europeis, muito
pouco afetada. Um certo nGmero de dbitos foi ali assinalado. m
Hong-Kong e Singapura, foi observado um declinio de epidemia, cm
maio.

Por outro lado, no Japao, na Indonésia, em Pormosa,nas
I'tlipinas, em Borneo e na Indochina, no principio de maio, foram
observados surtos epidemicos. No Jap8o ela iniciou-se em Tokyo
e Kioto, extendendo-se a mais de 14 prefeituras, atingindo dura-
mente a populacao, incidindo, principalmente, entre escolares,en
tretanto, sob forma benigns. In tarno de 920.0CO casos foram re
gistrados nas Filipinas, dos quais 2.279 faleceram em conseqlen~
cia da moléstia. Mais tarde, = propagacac da epidemia se deu a
ra sudeste e sudoeste da Lsia, afetando o golfo da Pérsia, Iran,
Aden, Yemen, Pakistan e a India. Em principios de junho foramob
servados casos em Karachi, no Pakistan, a principio entre indivi
duos chegados de Singapura.

Na India, 2 presenca daz epidemia foi verificada primei
ramente em Madras, com cerca de 4,000 casos, mais tarde em Bom-
bain e New-Delhi. Neste perfiodo for=m assinalados casos entre
passageiros e tripulantes de navios que haviam aportado em regi-
Oes atingidas e que prosseguiam viagem para os Estados-Unidos,Aug
tréilis e Holanda.

Na Austrilia foi assinalada a presenca de pequenos - suxr
tos, importados por pessoas que chegaram viajando de aviao. Por
outro lado, foi anunciada pela imprensa uma epidemia em Melbour-
ne,

NWos Estados~Unidos, um navio atracou em Sao Francisco,
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em 9 de junho, com passageiros doentes, clinicamente diagnostica
dos como gripe, navio sste protedente das Filipinas. Na costa do
Atlantico, casos foram também assinalados em navio aportado ein
Hew-Port {Rhode-Island), navio este operando somente na zona do
i.tIantico. Virus isolados destes casos foram identificados no Ing
tituto "Walter Reed" de Pesquisas do Exérecito, como antigénica-—
mente semelhantes ao tipo Extremo Oriente-57 (Far East-57).

Nesta época, os especialistas jé estavam convictos que
a variante de virus isolada, se tornaria prevalente e certamente
iria causar uma epidemia de cardter mundial.

Reunides de especialistas consideraram as vantagens de
preparo de uma nova vacina, feita com o virus novo, levando em
consideracao que as vacinas existentes elaboradas com os virusan
teriormente isolados, ndo apresentariam protecao contra esta no-
va forma. Com efeito, a pandemia se fez evidente logeo em seguida,
surtos foram assinalados, sucessivamente, em paises do hemisfério
sul, na Europa e nas Américas.

Nos Estados Unidos da América do Norte, como em toda a
Europa, houve surtos esPofédicos desde junho de 1957, surtos es-
tes que se faziam cada vez mais numerosos. Segundo a Associacao
Médica Americana, houve de 15 a 20 milhdes de casos no seu pais,
sbmente entre 15 de setembro e o coméco de novembro!

Na América do Sul, o Chile foi logo atingido em todo o
seu territdrio, sendo atingidas mais de 1 milh3o de pessoas, das
quais, 120,000 em Valparaizo. Em Santiago, cuja pgpulagéo é& de
aproximadamente 1 milhao de habitantes, houve 750.000 casos e

1,200 &bitos. A seguir, extendeﬁ-se a pandemia & Argentina, co-
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mecando e atingindo com maior intensidade as provincias andinss,
vizinhas do Chile,

Quase imediatamente, anunciaram-se surtos em territirio
brasileiro, precisamente na fronteira com a Argentina. Em pouczs
:.manas alastrou-se por todo o territdrio nacional, nao pouvpando
nem as afastadas regides da Amazdnia, de t30 baixs densidale de-
mogréfica. 0 Servigo de Satde Piblica do Estado de S&o Paulo re
gistrou surtos de gripe praticamente em todos os municipios do

Estado.

b) Identidade da epidemia que grassou
no Brasil em 1957

A reunido dos dirigentes dos servigos de Saide Piblica
Federal e estaduais dos E.U.A, que foi celebrada em 27 e 28 de g
gosto de 1957 estabeleceu, entre outras medidas, considerar iden
tificado um surto de gripe guando fossem identificados virus de
gripe e titulados anticorpos tipo-especificos nos lavados orofa-
ringeanos e amostras "pares" de soro, respectivamente, de ndo me
nos de 12 casos clinicos (32), No Brasil, éste requisito foicum
prido totalmente apenas na cidade de 830 Paulo e parcialmente nas
cidades de Rio de Janeiro e Belém (Estado do Pard). Umas poucas
amostras de virus colhidas em Santos (SP) foram isoladas e tipa-
das pelos Drs. Moura e Souza Lopes, da Sec¢do de Virulogia do
Instituto Adolfo Lutz; em Ribeirao Preéto (SP) pelo Dr. Barrachi-

ni, do Laboratério Regional do Instituto Adolfo Lutz; em Vitéria
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(Espirito Santo), pela Sec¢Bo de Virus do Instituto Oswaldo Crugz,
Rio de Janeiro; em Belo-Horizonte (Minas Gerais) pelo Prof. Noro
nha Peres, da Faculdade de Farmécia‘da Univefsidade de Minas Gn-
rais; no Salvador (Bahia) pelo Dr. Alice, da Fundagao Gongalo Mo
niz; no Rio Grande do Sul, pelo Dr. Neves da Silva, do Instituto
d2 Pesquisas Bioldégicas de Porto Alegre, assim como de localida-
des dos estados do Amazonas e Sergipe, no Instituto Evendro Cha-
gas do SESP em Belém (Pari).

Na cidade de Rio de Janeiro foram isoladas e tipadas 18
amostras do virus da grive "asidtica" no Instituto de Microbiolg
gia da Universidade Nacior:=1 do Frasil, pelo Dr. Joaquim Travas-
gos. Na cidade de Belém (Pari), foram isoladas e tipadas umas 11
amostras no Instituto Evandro Chagas, do Servigo Especial de Sal
de Piblica.

Na cidade de Sao Paulo foram isoladas e tipadas 19 a-
mostras, na Segg%o de Virulogia do Instituto AQolfo Lutz, pelos
Drs. Roberto A. Moura e Oscar Souza Lopes (33). Além do mais, fo
ram pesquisados anticorpos contra diversas amostras tanto do gru
po "asidtico", como de outros tipos, no soro de mais de 3.000 ca
sos de gripe, em diversos bairros da Capital. Conjuntamente com
estes trabalhos de laboratério, reslizaram-se, também, pelo pes-
soal do Instituto Adolfo Lutz, diversos inguéritos epidemioldgi-
cos.

Na cidade de Santos, foram isoladas e tipadas 13 amos-
tras de virus, tdodas tipo A "asidtico", sendo todas isoladas dos
présos da cadeia daquela cidade, onde também foram titulados an-

ticorpos fixadores de complemento e inibidores da hemaglutinagado
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em soros. Todos éstes estudos foram realizados pelo pessoal da
Secgao de Virulogia do Instituto Adolfo Lutz.

- Além dos trabalhos de laboratdrio realizados com mate-
rial originirio dos mais diversos lugares do Brasil, haviam evi-
“lincias epidemioldgicas, corroborativas destes trabalhos, tais
110 1) a extraordiniria contagiosidade que contrastava marcada-
mente com a das epidemias ocorridas no pals em virias décadas an
teriores; 2) a rapidez com que Se propagou por todo o territério
nacional, aparecendo, inclusive, simultaneamente em diversas zo-
nas; 3) a marcha da epidemia no Trasil se acomodava, no tempo e
no espago, com a marcha da pandemia de gripe "asidtica" pelo mun
do; 4) a baixza letalidade; 5) a abundancia de quadros clinicos
tipicos,

Como consegfencia destes fatos e argumentos, conclue-se
que a identidade da grande epidemia que grassou na cidade de Sao
Paulo com acme na Gltima semana de setembro e as duas primeirasy
de outubro de 1957 estd esclarecida e fora de dfwida. Como se Ve,
ngo se feéz a identificacao por simples especulacoes, baseadas a-

penas em caracteristicas clinicas.

ConsideragSes gerais sobre a propagacao

de uma infecgao no aglomerado familiar

Os modernos conceitos do mecanismo de propagacao de u-
ma infecc¢ao numa populagaoc constituem uma das grandes conquistas

da epidemiologia, Classicamente, e continua sendo absurdamente



~29-

freqtiente, quendo uma epidemia ocorria numa cidade ou vila, pore
xemplo, calculava-se a propagacao da infecgao, ~onsiderando em
risco toda a populagdo do conglomerado e determinsndo sobre esta
base, o coeficiente de ataque.

Desde qué Greenwood postulou que, para certos tipos de
¢pidemia, um certo aglomerado homogeneo. como o aglomerado famili
ar, por exemplo, era a unidade resl nos estudos epidemiolégicos,
sabe-se que os fatos que constituem uma epidemia sao a soma dosg
contecimentos nos aglomerados-unidade, o0s quais, alids,podem ser
de virios tipos (34). Uma vez introduzida uma infeccao num aglo
merado-unidade, processa-se uma verdadeira "epidemia interna", in
dependentemente do que ocorre nos aglomerados vizinhos,ainda que
possa haver inter-relacgo. A realidade de tal postulado tem sido
provada, tanto em epidemias experimentais em animais (35, 36) co
mo em epidemias naturais em populacdes humemes (37-42).

Lidwell e Sommerville (37) e mais tarde Badger e cola-
boradores (40) demonstraram o pspel decisivo que certas ocupagles
dos membros de um aglomerado familiar tém na_propagagéo de uma
infecc¢ao respiratéria aguds neste aglomerado. Nem todos os mem—
bros desempenham o mesmo papel. Por exemplo, a condigéo de esco-
lar influencis marcadamente a incidéncia da infecgao. O coefici-
ente de ataque nos escolares foi alto, aproximadamente trés vé-
zes maior que o coeficiente de ataque nos adultos que moravam em
aglomerados sem criancas. Quando os adultos moravam em aglomera-
dos com criancas, o coeficiente de ataque nestes adultos era o}
dobro daqueles pertencentes a aglomerados.sem criancas. As crian

cas pré-escolares nfZo exerciam influéncia sobre os adultos, ape-



~30-

sar de gque eles mesmos eram altamente susceptiveis. Por outro la
do, os adultos-femininos sofreram 50% mais resfriados que os &=
dultos masculinos.

Bstes achados de Lidwell e Sommerville, que foram obti
dos em comunidade rural, foram confirmados plenamente por Buck -
{42) e Badger e colaboradores (40) em grupos de populagéo urbana
de cidades grandes. Além do mais, achados essencialmente idénti-
cos foram obtidos para infecgles tao diferentes como hepatite in
fecciosa (38) e varfola (43). De cspecial interesse é o  estudo
feito por Hope Simpson (41), no caso especifico da gripe, onde
comprovou os achados de Lidwell e Sommerville referentes ao res-
friado comum, ainda que o seu estudo ndo tenha sido tao completo
como o destes Altimos.

A sua demonstracao, no caso da gripe e moléstias corre
latas (37, 40, 41, 42) nos levaram a utilizar estes conhecimentos
na interpretacaoc dos acontecimentos nos aglomerados a que perten
ciam os individuos vacinados. Mediante esta andlise minuciosa do
mecanismo quase intimo da propagacac intra-familiar da gripe, vi
gsamos obter maior certeza do contagio dos individuos vacinados que
0 que se obteria mediante os planos e critérios utilizados em eg
tudos prévios da poténcia imunogénica da vacina anti-gripal. Por
incrivel gue parega, em nenhum destes gstudos prévios se tem em
conta os fenomenos acabados de referir. Um exame da literaturé
bastars para comprovar éste acerto.

B 6bvio que, com maior certeza da ocorréncia ou ndo de
contigio, ter-se-ia um dado decisivo para a inclusao 4o individuo

vacinado entre os éxitos ou entre os fracassos da vacina. A pre-
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cisao do cdlculo da potencia imunogénica,da vacina testada fica-

va, assim, extraordinariamente aumentada.

PROFILAXTA DA GRIPE

. ~ . A . . .
Consideracoes gerais sobre a vacina anti-gripal

A protecio contra a gripe epidemica fornecida por vaci
has inativadas, tem sido demonstrada em numerosos estudos (1-7),
enquanto que em alguns casos fol relatada pouca ou nenhuma imung
génese (8). Em 1957, no estudo das medidas para combater a amea-
¢a de epidemia de gripe "asidtica" que pairava sobre os Estados
Unidos da América do Norte, o servigo de SatGde Piblica désse pais,
assim como a Associacéq Médica Americana consideraram a vacina co
mo a uUnica arma eficaz.

0 consensus de opinifo sobre os fatores responsidveis pe
la eficiéncia de uma vacina anti-gripal indica que os seguintes
s&o capitais: a) quantidade adequada de virus; b) a estrutwnan
‘tigenica do virus contido na vacina deve ser similar ou identica
3 do virus responsével pela epidemia. Bste Gltimo fator parece
ser fundamental no éxito da administracao (1-7) e ao mesmo tempo
constitue a méxima dificuldade no preparo de uma vacina eficien-
te, devido a conhecida e marcada variabilidade na estrutura anti

~ K] . 3 3
genica dos virus da gripe, encontrados em diversas epidemias.Com
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efeito, no caso de fracasso da vacina, a andlise antigénica da a
mostra de virus responsével pela epidemia mostrou nitidas dife-
rengas com a contida na vacina. Bste fenoOmeno & mais evidente -
quando se empregam vVacinas monovalentes e a amostra corresponden
te tem a mesma estrutura antigénica que a amostra prevalente du-
rente a epidemia (1-7). Em todos os casos em que havia correspon
déncia entre 2 estrutura antigénica da vacina e a amostra respon
sével pela epidemia, observou-se o exi%to da vacina (1-7).

Na ocasifo da pandemia de 1957, a dificuldade em obter
vacinas eficientes era mais evidasnte, porquanto as amostras iso-
ladas diferiam acentuadamente das anteriores, especialmente das
amostras classicamente incorporadas &s vacinas anti-gripais, co-
mo a "PR8" e a "Lee". Rste fendmeno era observado tanto no caso
da vacina, como no das reagoes soroldégicas empregadas no diagnds

tico de casos clinicos e identificacso das smostras isoladas.

Consideragdes gerais sobre testes de vacinas

A avaliacgéo da capacidade de protegao de uma vacina se
faz, na pritica, segundo tres métodos. Um déstes consiste em com
parer a incidéncia da infecgao entre os vacinados e os nao vaci-
nados. Outro método consiste em medir a resposta em anticorpos -
conseqliente a vacinacao. Bste é, na realidade, um teste de potég
cia antigénica, O emprégo simulténeo do primeiro e segundo méto-
dos constitue o terceiro método, bbviamente o mais completo e e~

ficiente. O terceiro método foi empregado no presente estudo.
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0 primeiro método é, obviamente, o mais 1légico, por-
quanto este teste de poténcia imunogénica da vacina mede,preci
samente, a protecao contra a moléstia tal como se méfifeéta -
quando o individuo vacinado é infetado. Em outras palavras,trag
ta~se de um método direto, no qual a medida é feita em fungdo
do fim precipuo da vacinacao.

Entre as desvantagens do primeiro método pode-se a-
pontar 2 necessidade de que o individuo vacinado seja contagig
do. Bste contdgio pode tardar em realizar-se e até pode nao o-
correr, inclusive durante uma epidemia. Aqui esté, precisamen-
te, o ponto fraco do método, jA que resulta dificil definir a
"populagao em risco", ou seja, quais indiyiduos sofreram, na
realidade, "contato efetivo" (“weImEMms)., TEsta deficiencia é
de capital importancia, porquanto a inclus@o de individuos que
nao foram contagiados entre os casos de exito da vacina, ou se
ja, entre os imunizados pela vacina, daria lugar a erros &bvims
no cdlculo do poder imunogénico da mesma. Esta poderia ser uma
explicacao dos fraqassos da vecina anti-gripal observados por
alguns autores (8), Outros relataram exitos (1-7), ainda que
geralmente atribuidos & estrutura antigenica das amostras em-
pregadas na vacina (1-7).

0 segundo método consiste na medicao da respostaenan
ticorpos nes vacinados. Bste método, muito mais simples e ecg
nomico que o primeiro método, se baseia no paralelismo entre s
resposta em anticorpos do vacinado e a sua resis?éncia as mani
festacBes cli{nicas da infeccdo quando contagiado. Bste parale-

lismo foi observado, por exemplo, no caso da vacina contra = a
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gripe (28) e da vacina contra a poliomielite (44). Porém, est:
dos minuciosos e acurados demonstraram que, infelizmente,é cc,:
to‘de un modo muito geral, apenas, e que existem considerdveis
variagoes individuais na resposta em anticorpos a um estimulo
antigénico. Além do mais, é provével que, no mesmo individuog
corram variagoes, segundo estados funcionais, A}experiéncmade
Schmidt e Lennette (45) merece especial destaque. Bstes pesqui
sadores notaram que 3 de 51 individuos com poliomielite parali
tica e de cujas fezes foi isolad~ o virus correspondente, nao
apresentavam resposta tituldvel :m anticorpos e, se tituldvel,
ndo era significativa. Ainda no caso da poliomielite, infeccgdo
muito estudada, sabe-se que pode haver resisténcia sem anticor
pos circulantes, assim como haver Susceptibilidadg em presenca
de titulos relativamente altos de anticorpos (46).

0 segufao método ndo tem emprego correto no caso das
vacinas novas, cuja eficiencia nao estéd demonstrada. Neste ca-
so, o terceiro método é o adcquado. Porém, quando uma vacina
tem sido testada mediante "field trials" (primeiro método), o
segundo método fica para o ®ste dos lotes de vacina fabrica@os
antes de serem empregados na vacinagao regular ou rotineira.Ag
sim, as provas de poténcia antigénica da vacina anti-pertussis,
por exemplo, sao reaslizadas em camundongos, antes de ser a meg
ma posta em circulagao, uma vez que a sua capacidade protetora
esteja fundamentalmente comprovada (47). No caso da vacina an-
ti-gripal empregam-se testes sorolbgicos (dosagem do titulo he
maglutinante,etc,) e de protecdo no camundongo, além dos testes

& inocuidade que visam outros fins (ver cap.correspondente nesta Tese).



Capitulo II
PLANO DOS TRABALHOS PRATICOS






Critérios bdsicos empregados no planejamento

dos trabalhos priticos

Tendo em conta os principios gerais de Epidemioler®-
e de testes de vacinas, assim como as caracteristicas da gripe
e do seu agente causal, a que acabamos de nos referir, podemos
apresentar as seguintes premissas que serviram de base para o
delineamento das experiéncias e trabalhos e, ainda, para a ang
lise dos resulvados conseqlientes:

a) A gripe & conasiderada, unanimemente, como doenga
transmitida por contato de prisoa a pessoa;

b) A gripe "asidiica" foi extremamente contagiosa;

c) no aglomerado familiar, a "misturac¢ao" dos 4i-
versos membros & das mais homogeneas (48);

d) o aglomerado familiar representa probabilidade,
das maiores, para o contdgio por contato pessocal (39);

e) como a gripe "asidtica" foi extremamente conta-
giosa e como o aglomerado familiar representa probabilidade das
maiores para o contigio, podia se considerar que, quando a gri
pe fol introduzida no aglomerado femiliar a'que pertencia o in
div{iduo vacinado, éste e o seu contrdle estiveram em risco de
serem infectados;

f) quando o indiv{iduo vacinado era um adulto que
morava com a sua fam{lia, um contrdle adequado seria outro mem
bro adulto da sua familia, de idade similar e sem vacinar, 0

A

A » I3 » . -
conjuge do vacinado preenchia estes requisitos, ainda que fos-
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se preferivel outro adulto do mesmo sex0 e com as mesmas rela-
goes fisicas com as criancas, Bste Altimo é diffcil de encon-—
trar no aglomerado familiar;

g) um inquérito epidemioldgico nos aglomerados a0s
gquais pertenciam os individuos vacinados, forneceria dados 8
respeito da propagacao.da gripe dentro de cada aglomerado. As-
sim, se o vacinado e o conjuge nso vacinado nao padeceram a do
enga, a contagem do vacinadc entre os exitos de vacira poderia
representar érro, pois 3e este individuo ndo pacaeceu a doenga,
apesar de seus contactos com criengas infectadas, por exemplo,
tao pouco o conjuge nao vacinado o fez;

h) a normalidade ou anormslidade do padr2o de dis-
tribuicao ("distribution pattern") da gripe no aglomerado fami
liar indicaria a inclusao ou exclus2o do aglomerado nos cdlcu-
los do "exito" ou "fracasso" da vacinaj

1) como enfermeiras do Hospital das Clinicas cons-
tituiam parte importante da amostra dos vacinados, o prédio da
Escola de Enfermagem seria considerado como uma grande casa ha
bitada por numerosa famflia. Com efeitg, os refeitérios, salas
de visitas e de aulas, sanitirios, etc., sao compartilhados de
uma maneirsa idéntica 20 que acontece nos aglomergdos familia-—
res ordindrios, Como cada enfermeira mora em um quarto, seus
controles seriam outras enfermeiras, habitantes de quartos vi-
zinhos e ngo vacinadas, naturalmente. Desta maneira, obteve-se

. A R
um contrdle, o melhor possivel, dentro das circunstancias.
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Plano dos trabalhos praticos

Sumhriamente, as experiéncias e os trabalhos consten
tes da presente tese, consistiram dos seguintes elementos:

1) 131 adultos, funcionirios da SaGde Pablica, fo-
ram vacinados em 4-9-57, com uma vacina preparada no Instituto
Butantan com a amostra A/Japan/305/57. Unm ml.("cé") foi inje-
tado subcutaneamente, o gque equivale a 200 unidades hemagluti-
nantes ("CCA").

2) 21 dias “enois, 19 daqueles indiviquos foram re
vacinados com a mesma gquantidade e pela mesma via.

3) sangue foi colhido de todos os vacinados no dia
da vacinacao. Vinte e um dias depois, foi colhido sangue de 101
destes voluntirios. Vinte e um dias depois desta segunda san=-
gria, foram sangrados de novo os 19 individuos que foram revé—
cinados,

4) foram feitas as reacoOes de fixacao de complemen
to e inibicao da hemaglutinacao em cada um dos soros colhidos,
usando-se as amostras A/Formosa/313/57 e A/Japan/305/57  como
padroes.

5) um inquérito epidemioldgico foi realizado nos g‘
glomerados de populacOes a que pertenciam os vacinados para de
terminar o padrao de distribuicao ("distribution pattern") da
gripe.

6) apbs o agrupamento dos dados em forma convenien

te, foi determinada: a) a incidéncia da gripe nos vacinados e
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A
nos seus controles e o correspondente cédlculo da poténcia imu-
Il - . L3 . . - v "
nogenica da vacina; b) foi feito um paralelo entre a inciden-

cia da gripe e os titulos de anticorpos circulantes.

Discussao do plano

A3 circunstancias prevalentes no infcio dos trabghos,
determinaram a constituicao de tma amostra de individuos que
nao era a ideal, porém, permitiu tirar conclusdes de interéesse
pratico.

Tinhamos a necessidade de grande c90perag§o por parte
dos individuos a serem vacinados e sangrados. Tal grdu de coo-
peracgao, especialmente em ambiente de incredulidade como o que
prevalecia antes da epidemia, s pode se obter de adultos com
um preparo cultural e técnico apropriado, como é o de profissio
nais da Satde Piblica: médicos, enfermeiras, visitadoras sani-
térias e funciondrios da Faculdade de Higiene ou ligados a es-
ta Faculdade pela natureza do seu segrvigo, Isto limitou, natu-
ralmente, o tamanho da amostra (nlmero de individuos) e deter-
minou um cariter "selecionado" da mesma. Com ef;ito, 08 compo-
nentes eram adultos com uma profissao definida, que estava 1li-
gada Intimamente ao controle da epidemia. As limitacdes deriva
das do cardter selecionado e do nimero de individuos nao eram
"atuantes" ("operative"), na realidade, pelas razdes seguintes:
a) ndo havia imunidade naturalmente adquirida de grupos etérios

ou profissionais de qualquer espécie. Com efeito, a duracao da
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imunidade na gripe é, unanimemente, considerada muito curta -
nunca sendo duradoura. Além do mais, as amostras "asidticas" e
ram de recentissimQ aparecimento e devido a sua peculiar estry
tura antigenica n3o podia existir imunidade prévia contra a gri
pe "asidtica" nos grupos de populagao utilizados nas experien-
cias. Assim, desaparece a objeccao de amostra selecionada,pois
nzo importava, como acabamos de ver, que os vacinados fossem a
dultos pertencentes a um determinado grupo profissional; b) a
escassissima producao de vacina e a urgente necessidade da meg
me para protecdo do pessoal do Governo limitavam extraordinha-
riamente o nGmeroc de nessoas a vacinar nas presentes eXperién-
cias., Ora, o tameanho da amostra, limitado por éstas razodes, -
ta0 pouco constitue objecao, dado gque o trabalho en apreco ers
na realidade, um teste de apenas um lote de vacina. Portanto,
0 tamanho da amostra (ntmero de individuos) era suficiente; a-
penas que por tratar-se de um estudo academico, realizou-se o
teste com o rigér, minuciosidade e amplitude de um trabalho de
alta envergadura, que visasse um objetivo geral, como a demons
tragio da existéncia de um agente profilético eficiente contra
uma infeccso. De fato, mencionamos no preambulo que os traba-
lhos apresentados nesta tese, constituiam apenas exemplos pré-
ticos para ilustrar a andlise de tema geral.

Outra limitaczo aparente dos dados obtidos no presen
te estudo e ainda do seu delineamento, consiste no fato de que
a amostra controle nao foi extraida do mesmo grupo profissio—
nal que a amostra a ser vacinada. Entre outras razdes, isto .

conteceu porque dentro do tal grupo extraimos o médximo possive



ol D

de voluntérios para as vacinagles e sangrias, sendo que éste
nimero ainda nao era grande. Por esta razao, nao pudemos extr:
ir uma amostra controle do mesmo grupo profissional. Por outro
lado, por incrivel que pare¢a, & primeira vista, a amostra con
trole ideal n3o devia ser extrafda do mesmo grupo!!! Com efei-
to, um controle mais correto se obteria na pessoa do conjuge do
vacinado, pois acabamos de assinalar que as probabilidades de
adquirir o contidgio no aglomerado familiar sao praticamente as
mesmas para ambos. Isto nao ocofreria no csso de o controle ser
outro membro do mesmo grupo profissional, pois as probabilida-
des de contigio s@o muito ienores no local de trabalho que no
aglomerado familiar. Por exemplo, se no aglomerado do vacinado
ocorreu a gripe, no aglomerado do colega de profissao, nao va-
cinado, podia n3o ter ocorrido. Assim, enguanto o vacinado es-
taria em risco de adquirir a infecgao, o seu controle péo esta
ria em risco. Isto, naturalmente, viciaria os cdlculos. Daqui
a nossa idéia de escolher comomo controle um membro do mesmo 2
glomerado familiar, que tivesse o mesmo risco que o vacinado.
Dbviamente, assim se aumentaria a preciséo dos cédlculos da efi
ciéncia da vacina, como j4 assinalamos.
A falta de recursos materiais e técnicos que sofre—

mos no inicio dos trabalhos, também determinou limitacgOes no d
lineamento do estudo. Parte destas limitagOes desaparecera com
o decorrer do tempo, porém, gquando a epidemia e, portanto, a o
portunidade correspondente, j4 tinha passado. Assim, o momento
em que foi possivel obter a vacina para nossas experiéncias foi

fator determinante de limitacgoes, j& que o momento do infcio
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. das experiéncias resultou ser bem préximo do acme da epidemia.
Devemos ressaltar que, no momento em gue foram inicia
dos os trabalhos constantes dests Tese, nao existiam trabsalhos
publicados sobre uma vacina contra a gripe "asidtica", pelo me
nos, no conhecimento do autor. Haviam apenas informes confiden
ciais do "Communicable Disease Center" do Servigo de Satde PO~
blica dos E.U.A. que testes em peqﬁéna escala estavam sendo
feitos, sem que se apresentassem, naturalmente, detalhes dos
mesmos. Posteriormente, quando esta Tese foi entregue para pu-
blicagdo, tinham aparecido alguns trabalhos sobre a matéria (49
-52).

Em alguns testes de vacinas, como o j& cléssico da
vacina Salk contra a poliomielite realizado em 1954, empregou-
-se um grupo controle que recebeu a injecao de material sem a-
tividade nenhuma ("placebo"). Porém, isto nao constitui limitg
¢ao da significancia do teste, pelas seguintes razdes: a) no
caso do teste da vacina 3alk, nunca tinha sido empregada uma va
¢cina contra a poliomielite em séres humanos, Yo caso da gripe,

- j4 tinha sido demonstrado convincentemente através de numero —
sos trabalhos que era possivel obter protecao contra esta in-
feccao, mediante vacinas preparadas com virus inativado (1-7);
b) o uso do "placebo" foi, na opinido dos planejadores da expe
riéncia de 1954, um aprimoramento do delineamento. Esta opini-
20 nao foi compartilhada por numerosos pesquisadores, que fize
ram severas criticas ao emprego de um grupo contrdle inoculado
com "placebo" (53); c¢) um dos argumentos a favor do "placebo"

> 3 » ~ 3 s
tinha sido que, entre cs controles nao inoculados, havia nume-
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rosos individuos que tinham se recusado a participar da expe—
riéncia. Pesquisas epidemioldgicas indicaram que éstes indivi

duos eram mais resistentes & poliomielite que os que coopera-—
ram. O emprego dagueles como controle'introduZifia, portanto,
um "bias"; d) no presente trabalho, os controles entraram i-
nadvertidamente na experiencia, porqganto nao foram vacinados e
se tratava de convivas dos vacinados. A possibilidade de "bias",
principal ergumento a favor do "placebo", 120 ezistia portanto,
no presente trabalho.

Os vacinados reccbiam rrotegao contra a gripe em tro
ca da sua cooperacao. For outro lado, grande probabilidade de
recusas seriam esperadas se wm grupo recebendo o "placebo" f&g
se organizado.

A resposta em anticorpos & vacina foi estudada san-
grando os vacinados em diversas datas, como ja mencionamos. A
primeira sangria, realizada antes da vacinagao, servia de con-
trole. Os t{tulos dos soros obtidos na segunda sangria, quando
comparados com os'titulos de primeiras, forneciam uma medida da
resposta & vacina,

Um segundo controle, consistindo de titulagens fei-
tas em datas correspondentes, mas em soros de individuos nap vg
cinados era, evidentemente, um aprimoramento do delineamento.
Porém, as dificuldades derivadas dos limitados recursos dispo-
niveis, especislmente a escassez marcada de voluntirios perten
centes ao mesmo tipo de populagdo (grupo profissional),nio per
mitiram realizar t20 interessante estudo. Além do mais, o) objg

tivo principal era o teste de potencia imunogenica e ndo o teg
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a . A e . . 3 . .
te de potencia antigenica. Bste Gltimo era, bbviamente, de sig
nificancia muito mais restrita que o primeiro teste, sendo, na
realidade, um complemento do primeiro. Ainda deve-se ressaltar

. . - A
que, como a epidemia era causada por amostras antigenicamente
diferentes das anteriores e de recente aparecimento, nao se jale)
dia esperar a presencga de anticorpos contra as tais amostras no
A 3 e . . - .
soro dos individuos nao vacinados, antes de a epidemia atingir

S20 Paulo.






Capitulo III
MATERTAIS E TECNICAS
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Material de estudo

a) descricao da amostra de populacao

A amostra de populacfo utilizada em nossas experién-
clas é constitufda de individuos adultos, de ambos os sexos, ag
sim distribuidos:

Quanto ao ntmerc, 7 5 do sexo masculino e 56 do se
xo feminino,

Quanto & idade, estavam dentro duma zona etaria en
tre 18 e 70 anos, tendo por média 33,7 anos.

Entre as rac¢as representadas, houve grande predomi
nancis da raca branca, entretanto um pequeno nimero de repre—
sentantes de outras ragas, também féz parte.

Quanto a profissao, todos trabalham em misteres de
Saude Pldblica e Enfermagem. Toram professores, médicos, educa-
dores sanitérios, técnicos de laboratdrio, enfermeiras e funcio
nirios diversos, todos pertencentes, seja & Faculdade de Higie

ne, seja & Escola de Enfermagemn.

b) a vacina

A vacina usadas foi recebida da Secg¢ao de Virus do Ins

tituto Butantan, preparada pelo Dr. A. Vallejo Preire, do qual
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recebemos a seguintelinformagﬁo:
Amostra empregada.-
A/Japan/305/57, recebida da Organizacao Mundial de

Satde.

Técnica de preparo da vacina.-

Inoculados os ovos embrionados na cavidade alantdéide
pela técnica usual, os liquidos alantdicos erzm colhidos e
aqueles apresentando um titulc hemaglutinante de nzo menos
de 1/80, eram passados pela Supercentrifuga (Sharples), a
50.000 r,p.m., com um rendimento de 700-1.000 ml por hora.
0 residuo que ficava no cilindro-rotor era extraido por agi
tagdo comp pérolas e solugao tampao, obtendo-se normalmente
um concentrado com titulos de 1/1.280 até 1/5.120.

Eéte concentrado era conservado em geladeira durante
7 dias, acrescentado de formol a 2/1.000 e feitas as provas
de esterilidade preliminarecs. Depois era dilufdo com solugo
tampao-fosfato para obtengao de um titulo final da vacina de
1/200 a 1/400,

A vacina final ficava sempre com menos de 0,25/1.000
de formol e com 1/10.000 de mertiolato. A distribuicao era
feita com seringas automdticas de vilvulas de mercirio, em
frascos de 3ml (3 doses), fechados com rolhas de borracha e
tampas de aluminio.

Antes da distribuigao para uso, era submetida aos se
guintes contrdles:

Auséncia de virus vivo: duas técnicas eram usadas.
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a) Inoculacao em camundongos: 10 animais eram inoculados par
via intranasal com 0,5 ml. Observagao durante 10 dias e ne-
cropsia para verificagﬁo de gusencia de lesdes pulmonsres,
("consolidacao").
b) Inoculacao em ovo: 8 .ovos eram inoculados com cada uma
das diluigdes seguintes: 1/1000, 1/100, 1/10 e vacina pura,
colheita depois de dois diass, dosagem dos liquidos obtides e
nova ioculac¢ao nas mesmas condigdes. Dois dias depois, nova
dosagem do 1liquido colhido, pela hemaglutinacgao.
Identidade

Era feita pela prova de inibigdo espec{fica da hema-
glutinacao, usando-se soro padrao diluido a 1:3%2.
Dosagem das unidades "CCA" (tchicken cell aglutination").

Prova de aglutinacao em diferentes diluig¢des,perante
uma concentracao de hemicias a 1,5%.
Prova de inocuidade

Feita pela inoculacdo de 3 ml em 3 cobaias de 300 g,
por via subcuténea e 3 camundongos de'ZO g, com 0,5 ml,pela
mesma via, observados durante 10 dias.
Prova de esterilidade

Semeaduras foram feitas nos seguintes meios:
Meio de Sabouraud, em temperatura ambiente; meios de tiogli
colato, agar-simples, c2ldo glicosado e Tarozzi a 379C e a
temperatura ambiente.
NMomero de provas

Esterilidade: antes e depois da distribuigao. Inocul

dade: apls a distribuicdo. Auséncis de virus vivo: antes da
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distribuigéo. Dosagem das unidades "CCA": antes e apds a dig
tribuigdo. Identidade: sb com as sementes e algumés parti-
das.
Sementes preparadas no Instituto Butan-
tan e usadas para o preparo de vacinas contra a gripe
As seguintes amostras foram recebidas e usadas em di

ferentes lotes de vacina:

Japan PZC 11-7 proveniente do Inst.Adolfo Lutz (Dr.R.A.Mowrs)
A/Japan/305/57 proveniente da Organizacao Mundial de Sadde.
A/Japan/305/57 B, F, Mz E8 prov. da Org. Mundial de Satde,

A/Formosa/313/57 da mesms procedéncia.

Destas, a A/Japan/305/57 foi isada na partida que nos

foi fornecida para nossos testes, como ji mencionamos.

Conservacgao da vacina

As vacinas, imediatamente apds o preparo, eram manti

3 -~ .
das em geladeira no Instituto Butantan. Para as experiencias -

foram conservadas na Faculdade de Higiene da mesma maneira,até

o momento do uso.
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Administracao da vacina

A vacina foi administrada subcutaneamente, no braco,
na quantidade de 1 ml contendo 200 unidades "CCA" (unidndes he
maglutinantes). No dia 4 de setembro de 1957, foram vacinados
131 individuos. No dia 25 do mesmo mes, isto &, 21 dias depois,
foram revacinados com a mesma quantidade e pela mesma via, 19

daqueles voluntirios.

Técnica do inquérito epidemioldgico

A técnica usada foi, basicamente, a da "entrevista -
pessoal”, colhendo os dedos de um informante pertencente ao a-
glomerado familiar onde um membro foi vacinado. Geralmente, o
informante era o préprio individuo vacinado.

Os quesitos que constituiram o inquérito foram deri-
vados de recentes estudos de epidemiologia de moléstias respi-
ratérias agudes em geral (40, 42) e de resfriado comum, em par
ticular (37). O brilhante estudo de Lidwell e Sommerville(37)
forneceu a orientacao bésica, porquanto esta equipe, constitul
da por um epidemiologista e e um estaticista, féez a anilise mms
aprofundada do mecanismo de transmissao de uma moléstia respi-
ratéria aguda, que pode ser encontrada na literatura. Bstes au
tores, como mencionamos anteriormente, demonstraram o pzpel da

escola primaria como fonte de "introdutores" do resfriado co-
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mum nos aglomerados familiares, assim como evidenciaram que a
transmissao da doenga se efetuava no aglomerado familiar prEtL
camente com independéncia do que ocorria em aglomerados viz i--
nhos. Além do mais, demonstraram o papel decisivo que certos ti
pos de ocupagdo tém na transmissio intra-familiar do resfriado
comum., Bste fenameno parece ocorrer também na gripe, segundo Ho
pe-Simpson (41).

0 questionirio do inguérto consistiu de dados refeen
tes ao individuo, como idade, reca, sexo, ocupagéo,_assim como
de dados sobre a composic~To do ~glomerado familiar. Esta compo
si¢80 exerce influénecia decisiva na propagagio duma infecgfd no
aglomerado familiar, (37, 38), como acabamos de mencionar. As-
sim, se ingueria o n@mero de componentes e quantos destes eram
pré-escolares, quantos escolares e guantos adultos; assim como
quantgs individuos em cada uma destas categorias padeceram a
gripe.

) diferenca do caso de Lidwell e Sommerville (37)p20
nos interessava o "coeficiente de introdugao" da infecgdo no a
glomerado familiar e sim o "padrso da distribuicao” desta, ou
seja, qué membros de cada categoria epidemioldgica padecersm a
infecgao. Assim, podia se conhecer se a propagacao da infecgao
gripal foi normal e se atingiu o vacinado e 0s seus controles.
0 primeiro resultado desta andlise era a determinag¢ao da inclu
sgo ou exclusdo désse aglomerado nos cédlculos, ou, 0 que é o
mesmo, do vacinado e os seus controles désse aglomerado., Uma
vantagem adicional déste critério era obter informacio soObre a

validade de cilculos prévios da poténcia imunogenica de outras
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vacinas contra a gripe, ou, em geral, contra qualquer infec-

cao.

Critérios clinicos de gripe

0 método de avaliagZo, mediante a comparac2o dz inci
déncia da gripe nos vacinados e nao vacinados, supce a identi-
ficacao ou diagndstico desta moléstia. Na meioria dos estudos
sobre avaliacao de vacinas contra a gripe (1—7)—ihpregaram-se
critérios clinicos. Em raros casos atingiu-se um nivel maior de
precisao que o proporcionado por estes critérios. Em poucos
trabalhos empregarem-se critérios etioldégicos (diagndstico de
certeza) tais como titulagdo de anticorpos especificos (54).
Philip e colaboradores (55) aperfeicoaram ainda o diagnbsticoge
tioldgico, realizando o isolemento, identificacao e tipagem dss
amostras de virus da gripe presentes na orofaringe dos indivi-
duos com manifestacoes clinicas.

No presente trabalho, nso dispunhamos de facilidades
para isolamento do virus. Porém, o nivel de precisaode diagnés
tico atingido foi compardvel ao méximo até agora empregado pe-
las seguintes razdes: a) nos estudos publicados, sproveitaram
-se pequenas epidemias para a2 avaliacao. Ora, a etiologia de
tais epidemias & de diffcil identificacado, mormente por méto-—
dos clinicos, porquanto outros virus, os adenovirus, por exem-
plo, ou bacterias como estreptococos poderiam-ser responsaveis.

b) no presente caso, tratava-se de uma grande epidemia que Ob-



<56

viamente fazia parte de uma pandemia. Esta Qltima apresentava.

caracteristicas clinicas, epidemioldgicas e laboratoriais ex*r
mamente tipicas, comprovadas através de mimerosos trabalhos tin
to nacionais como estrangeiros; c¢) a resposta imunitiria (an-
ticorpos circulantes) de varias centenas de casos clinicos ti-
picos, moradores em diversos bairros da cidade de Sao Paulo,as
sim como alguns isolamentos de virus, eram conclusivos neste
respeito (56); d) as relacdes de tempo e lugar das epidemias

"intra-familiares" ocorridas nos aglomerados a que pertenciém

os vacinados com a epidemia geral na cidade de Sao Paulo.

A etiologia desta epidemia ficou convenientemente dg
monstrada pelas razdes expostas no Capitulo I. Além do mais, a
epidemia foi, na cidade de SZo Paulo, de muito curta duracao,o
seu acme bem delimitado e a cpntagiosidade elevadissima carac-
teristica da gripe "asiitica".

Apds estes antecedentes, podemos nos referir especi-
ficamente ao tema do presente epigrafe. Considerou-se gque um
individuo era um caso de gripe, quardo na auséncia de antece—
dentes sugestivos de outra etiologia, apresentava um sindrome,
de curta duracao, constituido por: febre, calafrios, dores de
cabega, dores generalizadas, prostracéo e sobretudo um sindro-
me agudo do aparelho respiratbério superior, que as vezes conti
nuava-se com manifestacOes bronco-pneumonicas. Bste sindrome -
congistia de coriza, tosse, angina e congestdao ocular. Além do
mais, este sindrome ocorria freqlientemente em vdrios  membros
do mesmo aglomerado, assim como de aglomerados vizinhos, duran

te o periodo do acme da epidemia identificada através de trabg
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lhos de laboratdrio realizados no Instituto Adolfo LutzA(56).

Como j4 mencionamos, existem numerosas infecgoces e
sindromes respiratdrios agudos, capazes de simular a grip:. Os
adenovirus (virus RI, APC ou ARD), por exemplo, podem  causar
quzdros respiratdrios agudos febris (57). Além do mais, a sin-
tomatologia da gripe pode ser simulada por grande numero de in
fecgOes, quer no infcio destas, quer na totalidade do quadro ¢1i
nico. Assim, os prddromos da’variola, varicela, etc.,podem ser
idénticos a uma gripe tipica. O quadro clinico da poliomielite
infecg¢des pelo virus ECHO e Coxsackie, etc. pode ser'idéntszo
ao da gripe.

A gripe é uma infecc¢ao causada especificamente par um
virus (58). Porém, nenhums das =uas manifestacdes clinicas §&
patognomonica., Isto é certo em sentido geral e se aplica espe-
cialmente aos casos isolados ou esporédicos, em cujos casos O
isolamento, identificac@o e tipagem do virus, assim como a ti-
tulagem de anticorpos, certificam o diagnéstico.

No caso de epidemia, especialmente Quando numa loca-
lidade aparece grande nimero de casos clinicamente tipicos em
um periodo relativamente curto, o diagndstico clinico adquire
valor quase conclusivo, porquanto as probabilidades de érro sao
muito poucas, neste caso. Além do mais, nos estudos epidemiol$
gicos tem que se admitir, forgosamente, a possibilidade de e-
xistirem erros inerentes & técnica, A qomprovagéo individual
de cada caso é praticamente impossivel. Por outro lado, o fato
de que nos estudos epidemiolbgicos manipulam-se quantidades de

~ - ' . a . A
casos e nao simples casos individuais, fazem com que o erro se
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"dilua", de tal maneira que as conclustes finais apresentem u-
ma margem de erro relativamente pequena e comparavel a de . ou--
tros estudos bioldgicos.

A probabilidade de érro é a mesma para os dois gru-

vos: vacinado e nao vacinado.

Técnicas de estudo da resposta imunitiria
a) sangrias

Foram retirados 20 ml de sangue, nas veias da dobra
do cotovelo de 131 voluntirios, no mesmo dia da vacinacao, ou
seja, a 4 de setembro de 1957. Uma segunda sangria foi feita
em 101 dos voluntériqs vacinados, a 25 de setembro, ou seja,2l
dias apbds a primeira. Em 15 de outubro, ou seja, 21 d4as apls
a segunda sangria, foi feita uma terceira em 19 dos voluntirios.
Bstes tinham sido revacinados justamente apds a segunda sangri

a.
b) preparo e conservacgao dos soros

Os sangues coletados eram mantidos & temperatura am-
biente até & tarde, quando ficavem guardados na geladeira até
o dia seguinte. Eram entao centrifugados e os soros colocados,
imediatamente, no congelador, a mais ou menos'-ZOOC e ai manti

dos até o dia das provas.
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¢) ReagOes soroldégicas

Consideracdes gerais sobre a fixacgao de com-

plemento e a inibicao da hemaglutinacao.

A reacao de fixacao de complemento com o virus da
gripe pode ser causada por dois antigenos diferentes. Um dés-
tes estd ligado Intimamente ao corplisculo elementar, ou seja,a
particula de virus, sendo insepardvel do mesmo. fste antigeno
proporciona fixagdes de complemento de alta especificidade, on
de, ultrapassando-se a especificidade de tipo, atinge-se a es-
pecificidade de amostra. Bste fenomeno permite minuciosas ani-
lises de estrutura antigeénica similares &s obtidas nas reacdes
de neutralizacao e inibicao da hemaglutinacao.

Mediante métodos fisico-quimicos é possivel separar
das particulas de virus da gripe, um antigeno, também fixador
de complemento (59) e que apresenta as caracteristicas dos an-
tigenos solftiveis de outros virus. Bste ant{geno, muito menor em
tamanho que a particula de virus, é diferente em muitos aspec-
tos do antigeno referido anteriormente, que nao é separivel da
particula de virus. A especificidade do antigeno soltvel vai
apenas até o tipo, nao permitindo a diferenciacao entre as a-
mostras, pois nao evidencia pecuenas diferengas na estrutura o
tigenica.

Segundo Wiener e colaboradores (60) parece gque o an-
tigeno soltivel representa apenas fragmentos ou produtos da de-

sintegracao da particula do virus. Do anterior, infere-se que
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os resultados da fixacao de complemento s2ao compardveis com os
da neutralizagao e a inibig¢ao da hemaglutinagiao, quando o anti
geno empregado for o inseparivel da particula de virus, mas nfo
quando for o antigeno soldvel (61).

Hirst (62) e simultaneamente, McClelland e Hare (63)
descobriram o fenomeno de aglutinaczo de hemAcias pelo virus
da gripe. Posteriormente, foram se adicionando novos virus &
lista dos que possuem esta propriedade. Hirst (64) tambédm des-
cobriu que a hemaglutinacfo era um fenomeno quantitativo e des
creveu uma técnica para dosar a quantidade de virus da gripe,
porquanto existia proporcionalidade entre o fenomeno e o ndme-
ro de particulas de virus, pelo menos, em determinadas condi-
goes.

Iirst (65) assim descreveu sinteticamente o processo:
0 primeiro estddio da aglutinac¢ao de hemicias consiste na ad-
sorcao do virus pelas hemicias; o segundo é a aglutinacao pro-
priamente dita, ou seja, a formacao de agregados de hemicias e
0o terceiro estddio é a "eluicao", ou seja, a separacao do Vi-
rus das hemécias.

A hemaglutinacao se manifesta com hemdcias de grande
ntmero de espécies animais., Porém, as de galinha s2o as mais
Gteis e, portanto, as mabs utilizadas nas reacoes. Entre as he
micias de mamiferos, as mais empregadas sdo as humanas e as de
cobaia (66),

A aglutinacao de hemdcias pelo virus da gripe pode
ser inibida quando o virus é misturado com soro imune e a mis-

tura é posta em presenca de hemicias. O t{tulo obtido nesta i
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nibicao é compardvel ao titulo do anticorpo neutralizante do
soro imune. Isto constitui o fundamento de utilissima técnica
goroldégica. Deve-se assinalar que os anticorpos neutralizantes
e 0s inibidores da hemaglutinag¢ao nio sao idénticos,

" A hemaglutinagao causada pelo virﬁs da gripe, pod® e
também - ser inibida por soro normal e por soro imune contra ou
tros virus, porém, a titulos relativamente baixos (64). A subg
tépcia responsivel por esta inibigao nao é, porém, um anticor-
po. Trata-se ao parecer de uma muco-proteina (67) presente em

diversos liguidos e tecidos organicos e que recebe o nome de

"inibidor inespecifico" (68-71).

Peculiaridades das titulagens de anti-

corpos contra o virus da gripe.

Os resultados das reacdes sorolbgicas e, conseqfiente
mente, a sua interpretacao, caracterizam-se por diversas pecu~-
liaridades que complicam extraordinariamente nio s a prova em
si, como a interpretacao dos seus resultados. Assim, estes re-
sultados vao depender nao sé da estrutura antigénica da amos—
tra de virus causadora da infecg@o em estudo, como da estrutu-
ra antigénica da amostra empregada como padrao na reacio. Os
t{tulos obtidos, no mesmo soro, com uma amostra padrso, podem
diferir marcadamente daqueles obtidos com outra amostra. Bste
fenomeno pode chegar a mascarar completamente umea resposta, na

realidade muito marcada (72). Dei ser aconselhdvel o emprégo



-62

de duas ou mais émostras, independentemente, nas provas sorold
gicas. Além do mais, o melhor é utilizar amostras recentemente
isoladas, preferivelmente amostras obtidas durante a prépria ¢
pidemia em estudo., Do contririo, obter-se-iam falsos resulta-

dos negativos. No presente estudo,tivemos bem em conta éstesﬁg

tos, como se pode ver na descrigio dos padrdes utilizados.

Comportamento soroldgico das amos-

tras do subgrupo A "asiAtico"

Muitos dos viruz "asidticos" tém se mostrado sensi-
veis aos inibidores inespecificos encontrados nos soros, difi-
cultando, assim, a interprgtagéo dos resultados das provas de
inibicao da hemaglutinacao. O tratamento dos mesmos com tripsji
na, periodatos ou extrato de vibriao colérico ndo tem removido
os inibidores (10). Porém, duas amostras, A/Japan/305/57 e
A/Pormosa/313/57, ndo tém mostrado este inconveniente (9, 10).
Estas duasamostras foram precisemente, as empregadas como pa-
drdoes no presente estudo.

Os testes soroldbgicos realizados com os virus "asid-
ticos" tem demonstrado, em convalescentes, titulos baixos de
anticorpos (10). Isto seria devido ao fato de se tratar de u-
me resposta imunitdria em face de um novo antigeno ou a um com
portamento especial em relacao aos testes de inibicao da hema-
glutinacao.

Em alguns casos, onde nao se evidenciou a presenga de

anticorpos pela prova de inibigBo da hemaglutinagao, estes fo-



ram revelados pela prova de fixagao de complemento usando a
mesma amostra (10). Conseqlientemente, impOe-se a necessidade
de ambas as provas serem usadas. Assim é feito no presente tra

balho, ao se estudar a antigenicidade da vacina testada.

Técnicas de fixacdo do complemento e ini-

bigao da hemaglutinac¢ao usadas,

Para as provas de fixacao do complemento e de inibi-
¢ao da hemaglutinacao foram utilizadas as técnicas recomenda —
das pela American Public HHealth Association para diagndstico so

rolégico da gripe. (73).

Antigenos empregados.

Amostra A/Formosa/313/57. Esta amostra foi isolada em Taiwan (i
lha de Formosa) por pesquisadores do Taiwan Serum Vacine Labor
atory e remetido ao "Walter Reed Army Institute of Research =
Army Medical Center, Washington D.C. (E.U.A.)
Amostra A/Japan/305/57. Foi isolada de um militar americano em
Zama, Japao, pelos Drs. Grossberg e Gresser, que utilizaram o-
vos embrionados pars esse fim,

Recebemos o material empregado como antigeno do Dr.
A, Vallejo Preire, da Secg¢ao de Virus do Instituto Butantan, o
qual, pela sua vez, recebeu maior quantidade do mesmo material
através da Organizacao Mundial de Saude.

As amostras que empregamos como antigenos nas rea-
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¢oes soroldgicas ndo sao sensiveis aos inibidores inespecificos
(9, 10). Ambas também diferem das outras amostras "asidticas",
em que produzem elevados titulos hemaglutinantes na inoculacao
na cavidade alantbide do ovo embrionado (10). De acordo com
Meyer e colaboradores (9) e Jensen (10) "estas duas smostras de

vem ser utilizadas em trabalhos de diagndstico".



Capitulo IV
RESULTADOS E DISCUSSAO INDIVIDUAL






5T

O teste de poténcia imunogénica

Considerag¢oes gerais.

O teste da capacidade protetora de uma vacina ba-
seia-se, como mencionamos anteriormente, na comparacao da in
cidéncia das manifestagdes cl{nicas nos vacinados e nos nio
vacinados. A magnitude desta diferenca mede a poténcia imu~
nogenica da vacina testada.

Nas tentativas para encontrar uma possivel dife -
reng¢a no comportamento dos vacinados e dos seus contrSIes,g
pelamos a diversos artificios no agrupamento dos dadosm sub
dividindo-os ou adicionando-os segundo certas caracter{sti-
cas. Estas caracteristicas seriam, naturalmente, aquelas que,
de acordo com os conhecimentos existentes sobre a vacinacgao
contra a gripe ou segundo s Légica Inferencial, poderiam in
fluenciar o fendmeno em estudo.

Assim, nas Tabelas 5 até 12, realiza-se a compara
gao.da incidencia da gripe nos vacinados e nos seus contro-
lesy Bnquanto na Tabela 5, por exemplo, apresentam-se dados
"em bruto", ou seja, sem discriminacao, ji, na Tabela 6 os
controles sdo todos pertencentes a uma mesma categoria epi-
demioldgica: adultos, & qual também pertencem os vacinados.
Elimina-se, assim, a possivel interferéncia do fator "ocupa

¢ao", que proporciona um risco de contrair a infeccao dife-
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rente nos adultos, nos escolares e nos pré-escolares (37,38,
40).,

Cuidados especiais na técnica de comparacao dasin
cidencias foram utilizados. Podemos ressaltar a inclusao nos
dados, de apenas os individuos com reacao de fixacao de com
plemento ou de inibicao da hemaglutinacao negativas, ou me-
lhor, com ambas negativas. Desta maneira.nos preveniamos cm
tra falsocs "exitos" dé vacina que seriam devidos, na reali-
dade, a resistencia provccada por infeccao anterior & vaci-
nacao.,

Outro cuidado consistiu em utilizar duas amostras
"Asidticas" como ant{genos nas reacdes soroldgicas, permi -
tindo, assim, evidenciar casos em que existia negatividade,
das reagdes com um dos antigenos e positividade com o outro.
0 uso de um antfgeno Unico, poderia acarretar a inclusao de
falsos "exitos" da vacina nos dados, porquanto a infecc¢2o
prévia poderia nao ser evidenciada pela smostra empregada co

mo antigeno.

Critérios de "exito" ou "falha" da vacina em apreco.

Considerar sb como"falhas" os casos ocorridos 14
ou mais dias. Outros consideram sb 10 dias. Porém, no pre -
sente caso a vacina continha apenas duzentas unidades CCA

enquanto que nos mencionados trabslhos empregavam-se concen
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tracoes de virus de 400 ou 500 unidades CCA. Ora, estd de-
monstrado que a resposta em anticorpos pode ser até negati-
va ou muito fraca com quantidades de virus menores, dai a
recomendacao da Comissao de Gripe do Exército Americano, va
cinas com 400 ou 500 unidades CCA, com o fim de obter sufi-
ciente antigenicidade. Fica justificado, portanto, a elabo-
racao das Tabelas 7, 8, 11 e 12 em gque se incluiram como"fa
lhas" da vacina apenas os vacinados que tiveram gripe 14 ou

mais dias apds a vacinacao.






TABETA 1

Individuos inclufdos no estudo NGmero

Total 351

Vacinados 94

Nao vacinados (Controle) 257

Adultos * 191

¥ - pessoas de 15 ou mais anos
** - pessoas de 7 a 14 anos

*¥*%* -~ pessoas de O a 6 anos







TABELA 2

Distribuigao dos individuos vacinados segundo a idade e a cor

o>

Grupos de
idade
(anos)

Branca

Prets

Total

10
20 -
30

19
23 f
EER N

Total

* Um com 18 e dois com 19 anos.



TABETLA 3

Casos de gripe, distribuidos

conforme tempo decorrido

em

dias entre avacinagso e a ocorréncis dos primeiros sintomes.

Tempo decorrido entre
a vacinagao e a ocorren
cia ds primeiros sintomas

NGmero
de casos

de gripe

"

"

.....................................................................................................




TABELA 4

Numero de casos de gripe ocorridos no grupo de vacinados,
distribuidos conforme o tempo decorrido (em semanas) entre
a vacinacao e a ocorrencia dos primeiros sintomas.

N¢ de semanas-vdecorridas | Namero
entre a vacinagao e a o- de casos
correncia dos primeiros ‘ de
sintomas gripe
- 2 semanas 4
2 - 4 semanas 5
+ 4 semanas 2
Total 11
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Na Tabela 1 apresentamos dados gerais, explicitos
"per se". Na maioria dos cidlculos foram eliminados diversos
vacinados e o8 seus correspondentes controles (conviventes,
n3o vacinados) dos quais nao foi possivel obter dados duran
te o inquérito epidemioldégico, Com efeito, nesta data, véi-
rios dos vacinados tinham viajado ou estavam ausentes, em
férias. Também foram eliminados outros, por ndo %“erem con-
trole familiar, j& que se tratava de pessoas que moravam SO
zinhas. Os dados constantes das tabelas correspondem a indil
viduos que tinham, pelo menos, um convivente adulto.

Seguindo tendéncias recentes, agruparemos os indi
viduos, segundo tres categprias, devido aos papeis defini -
dos que tém na propagacao de uma infecc¢ado no aglomerado fa-
miliar os individuos pertencentes a essas categorias.Assim,
0s escolares costumam ser os principais introdutores da in-
feccdo no aglomerado familiar, enguanto que as maiores viti
mas 4o contigio intra-familiar costumam ser os pré-escola -
res (37, 38 e 40). Os estudantes de ensino seaindirio com-
portam-se como os adultos,

Como os limites de idade escolar s%p, no Brasil -
ligeiramente diferentes dos da Eurbpa e dos E., U. A., tive-
mos em conta éste fato ao fazer a definicio de "adultos",
"escolares" e "pré-escolares", que aparece no final da Tabg

la 1.

A Tabela 2 &, como a de n® 1, de cardter descriti
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vo, pois fornece informacdes sObre a composigdo do grupo de
populacio empregado nas experiéncias.

Como pode ser observado, hi predominancia de indi
viduos brancos (86,1% do total) e de adultos pertencentes
a0s grupos etdrios de 20 até 49 anos (90,4% do total).
Convém ressaltar que no grupo etirio inferior (10-19 anos) a

penas havia 3 individuos, sendo 2 de 19 e outro de 18 anos.

Ne. Tabela 3 apresentamos a relacao entre a data

da ocorrencia de gripe e a data da vacinacgao,

Na Tabela 4, opresentamos em forma resumida 08
mesmos dados da Tabela 3.

Empregando os critériogs utilizados em estudos si-
milares realizados nos E, U. A., (50, 74) 8 dos 11 casos de
gripe ocorridos entre os vacinados devem ser contados como
Yalhas" da vacina, porquanto ocorreram 10 ou mais dias apds
a vacinacao. Com efeito, 3 casos ocorreram no sétimo dia a-
06s a vacinagao, pelo que nao devem ser considerados como
"falhas" da vacina testada.

Infelizmente, nao foi possivel precisar a data da
ocorrencia da gripe entre os controles, devido & natural im
precisao dos dados obtidos na data do inquérito, realizado,

apbds a epidemia. Os vacinados, pela sua maior educacao re-



TABEIA 5

Incidéncia da gripe no grupo controle (adultos e criancas)
e no grupo de vacinados, e que apresentaram, antes da vaci
nacao, resultados negativos nas provas de F.C. e I.H. com

antigeno "Formosa" *

. Controle a
Vacinados

] (AMultos e criancas)

namero % numero %
de casos de cast

Griparam 11 18, 6%* 55 21, 7#*
Nao griparam 48 81,4 199 78,3
Total 59 100,0 254 100,0

* Apenas um individuo deixou de ser inecluido nesta tabe-
la, por apresentar, antes da vacinacao, titulos de 1/3
e 1/256 respectivamente nas provas de F.C. e I.H., com
antigeno "Formosa". Todos os outros apresentaram resul
tados negativos antes da vacinacao.

** A diferenca entre 18,6 e 21,7 nao é estatisticamente

significante, ao nivel de 5%.



TABELA 6

Incideéncia da gripe no grupo controle, formado exclusivamen
te pelos adultos, e no grupo de vacinados que apresentavam,
antes da vacinacao, resultados negativos nas provas de F.C.

e I.H. com antigeno "Formosa"

. Controle
Vacinsdos
(Adultos)
ntmero | % namero %
de casos 0 de casos
Griparam 11 18, 6% 38 20, 1%
Nao griparam 48 81,4 151 79,9
Total 59 100,0 189 100,0

% percentagem que apresentou gripe
* A diferenca entre 18,6 e 20,1 n3o é estatisticamente sig

nificante, ao nivel de 5%.



TABELA 7

3 fod . L3 L3
Incidéncia da gripe no grupo controle e observada 14 dias a
pds a vacinagao e que apresentavam, antes da vacinacao, 1e-

sultados negativos nas provas de F.C. e I.H. com antigeno

"Formosa"
Vacinados Controle
(Adultos e criancas)

ntmero % nGmero | %

de casos§ de casos
Griparam 7 12,7* 51 21,7*
Nao griparam 48 87,3 184 78,3
Total 55 100,0 235 100,0

% percentagem que apresentou gripe
* A diferenga entre 12,7 e 21,7 nao é estatlsticamente sig

nificante, ao nivel de 5%.
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sultante da sua profissao, e pelo fato de terem conscicacin
dos objetivos da vacinagao, foram naturalmente muito ciosos
em registrar a data da ocorréncia da gripe em relacao & da-
ta da vacinacao.

Por outro lado, na pior das hipdteses, ainda que
todos os contrdoles que padeceram gripe, apresentassem o ini
cio dos sintomas na data correspondente a 10 dias ou mais a
pds a vacinagé&hindividuos inoculados, a diferenca entre o

A ~
coeficiente de ataque nos vacinados e nos controles nao se

torna significativa.

A Tabela 5 mostra a incidéncia da gripe nos vaci-
nados e nos controles, sendo que ficou eliminado dos cilcu-
los um dos vacinados, por apresentar, antes da vacinagao,um
titulo alto na inibicdo da hemaglutinagao, com o antigeno
"Formosa" (A/Formosa/313/57). Os dados apresentam-se tanto
como nimero dos que tiveram ou nso tiveram gripe em ambos o
grupos, como em percentagens do total.

Enquanto que, os vacinados sao todos adultos, co-
mo mencionamos = teriormente, os controles estdo constitui-
dos nesta Tabela, por adultos e criancas que pertenciam aos
mesmos aglomerados que os vacinados.

Um teste estat{stico de significancia mostrou que
os dados apresentados nesta Tabela nao mostram diferenca sig
nificativa,(ao nivel de 5%) entre os nimeros de vacinados e
controles que tiveram gripe.

Posteriormente, analisaremos éstes achados.
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Na Tabela 6 apresentam-se dados, essencialmente os
da Tabela 5, apenas os contrdoles sido todos adultos, “também
conviventes dos vacinados. Evidentemente, éste grupo de con
trole é mai s perfeito do que o apresentado na Tabela 5, por
quanto os vacinados e os seus controles pertencem & mesma
"categoria" ou "classe" epidcmioldgica; pelo que o "risco",
ou probabilidade de contigio é praticamente o mesmo em am-
bos os grupos experimentais. Apesar déste refinamento dos da
dos, o teste estatistico nao mostra, tao pouco, diferenca
gignificativa da incidéngia da gripe entre os vacinados e
controles ao nivel de 5%.

Posteriormente, analisaremos éstes achados, con -

jmntamente com nutrns norrelatos.

Na Tabela 7 compara-se a incidéncia da gripe nos
vacinados (adultos) e nos controles (adultos e criancas); -
sendo que sb sao incluidos nos dados, os casos de gripe que
ocorreram 14 ou mais dias apds a data da vacinac¢io do grupo
de teste. Também sdo inclufidos nos dados apenas os individu
os com os resultados negativos &s reacdes de fixagdo de com
plemento e inibigdo da hemaglutinagdo, com a amostra "Formg
sa", na data da vacinacao (4 de setembro).

0 tratamento estatistico mostra que, a diferenca
entre a percentagem dos vacinados que tiveram gripe (12,7%)
e a percentagem dos contrdles que também tiyeram gripe -
(20,7%), nao é significativa ao nivel de 5%.

0 teste foi unilateral.



TABETLA 8

Incidencia da gripe no grupo controle, formado exclusivamen
te por adultos e observada 14 dias apds a vacinacao e que 2
presentavam, antes da vacinacao, resultados negativos nas

provas de F.C. e I.H. com antigeno "Formosa"

) ) Controle
Vacinados (Adultos)
ntmero ! % ntmero %
de cnrsos de casos
Griparam 7 12,7* 36 20,7*
Nao griparam 48 87,3 138 79,3
Total 55 100,0 174 100,0

* A diferenca entre 12,7 e 20,7 nao é estatisticamente sig

nificante, ao nivel de 5%.



TABELA 9

Incidéncia da gripe no grupo contrdle e no grupo de vacina-

dos, que apresentavam, antes da vacinac¢ao, resultados nega-

tivos nas provas de F.C, e I.H., com antigeno

"Pormosa".

. N ; Controle
Vacinados =
(Adultos e criancas)
nGmero % namaro %
de casos de casos
Griparam 8 19,5* 43 18,8%
Nao griparam 33 80,5 186 81,2
Total 41 100,0 229 100,0

* A diferenca entre 18,8 e 19,5 nao é estatisticamente sig

nificante, ao nivel de 5%



TABELA 10

Incidencia da gripe no grupo contrdle, Fformado exclusivamen
te pelos adultos, e no grupo de vacinados que apresentavam,

 J
antes da vacinacao, resultados negativos nas provas de ©.C.

antigeno "Japan"

Vacinados <iaggigé§
numero | % nilmero % i
de casog de casos
Griparam 8 19,5% 24 18,9*
Nao griparam 33 80,5 103 81,1
Total 41 100,0 127 100,0

* A diferenca entre 19,5 e 18,9 nao é estatisticamente sig

nificante, ao nivel de 5%.



e ears

Na Tabela 8 apresentamos os mesmos dados da Tahe-
la 7, apenas o grupo controle é constitufdo sd de adultos.
A diferenga na incidéncia da gripe entre as percen

tagens dos vacinados e dos controies, nao é cstatisticamen-

te significativa ao nivel de 5%.

A Tabela 9 spreserta dados que sb se diferenciam
dos dados da Tabela 7, em gque na Tabela 9 se incluem adultos
e criangas que tiveram gripe em qualquer data apbs a data da
vacinacao. Dos dados da Tabela 8, apenss se diferencia em
que, nesta Gltima, os contrdles saq todos adultos, enquarto
na Tabela 9 sao adultos e criancas.

Na Tabela 9, o diferenca entre as percentagens de
vacinados e controles com grive, tZo pouco ¢ significativa,

ao nivel de 5%.

Os dados da Tabela 10 reunem as especificacOes dos
dados da Tabela 6, diferenciando-se apenas em que a amostra
padrdo empregada foi a A/Japan/305/57 e nZo a A/Formosa/31%
/57, como na Tabela 6. Também nos dados da Tabela 10 sb
foi considerado o resultado da reacfo de fixacao de comple-
mento, porauanto nao havia antigeno suficiente para a rea-
cao de inibicdo da hemaglutinacao.

0 teste estatistico da diferenca entre as percen-
tagens dos vacinados e controles que tiveram gripe, mostra

que esta diferenca nao é significativa, ao nivel de 5%.
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Os dados da Tabela 11 diferem dos da Tabela 8, em
que a amostra empregada como padrao nos testes soroldgicos,
foi a A/Japan/305/57 e ndo a A/Formosa/313/57, como no caso
da Tabela 8. Pela falta de antigeno, nfo foi feita a reagfo
de inibicao da hemaglutinacao., Os dados da Tabela 11 diferan

dacueles da Tabela 10, em que resta Gltima os controles in-
S0

. € Crig1ncas A4
cluenmyadultos @ @rdETKEE © N0 @é*aaﬁi%gévd%Bﬁg—ﬁa Tabela ¥

0 teste estatistico da diferenca entre as percen-
tagens de gripe nos vacinados ¢ controles nao é significati

va ao nivel de 5%.

Os dados da Tabela 12 sfo idénticos aos da Tabela
8, exceto que o antigeno A/Japan/305/57 e somente a fixacao
de complemento foram usados na obtcngao dos dados.

0 teste estatistico da diferenca entre as percen-
tagens de gripe, nos vacinados e controles, ndo & significa

tiva, ao nivel de 5%



TABELA 11

Incidéncia da gripe no grupo controle e observada 14 diss

lo

pds a vacinacao, no grupo de vacinados que apresentavam,

\
=

"tes da vacinacao, resultados negativos na prova de F.C. com

antigeno "Japan"

i

Vacinados Corntrole
(advltos ¢ criancas)
nimers ! ntmero
de cagoel o % de casos %
§ —_—
Griparam 6 15,4% 473 18, 5%
N2o griparam 33 84,6 190 81,5
Total 39 100,0 2373 100,0

* A diferenca entre 15,4 e 18,5 nao é estatisticamente sig

nificante, ao nivel de 5%.



TABELA 12

Incidencia da gripe no grupo controle, formado exclusivemen
te por adultos, e observada 14 dias apbs a vacinacao no gru
no de vacinados que moravam com, pelo menos um convivente e
que apresentavam, antes da vacina¢ao, resultados negativos

nas provas de F.C, com antigeno "Japan".

) | Controle
Vacinados
(Ldultos)
nimero | % namero %
de casos ° de ces08S

Griparam 6 15,4 24 20,0%*
Nao griparam 33 84,6 96 80,0
Total 39 100,0 120 100,0

* A diferenca entre 15,4 e 20,0 nao é estatisticamente sig

nificante, ao nivel de 5%.



GRAFICO I

Incidencia da gripe nos vacinados e nos controles, com sorgo

logia negativa (amostra "Formosa")
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GRAFICO II

A
Incidéncia da gripe nos vacinados e nos controles, com scvg

logia prévia negativa (amostra "Japan")
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0 teste de potencia antigénica

0 teste de poteéncia antigénica consistiu na titu-
lagen de anticorpos em soros obtidos de sangues colhidos em
trés Astas diferentes, escolhidas de antemfo. A4 primeirn san
gria Toi feita nos 131 individuos que jam ser vecinados, mo
mentos antes da vacinacso, ou scisz, a 4 dc sctembro de 1957.
A segunda sangria =6 pode sor reslizada em 101 dos vacina -
dos 21 dias depois. Dezenove destes 101 individuos foram re
vacinados momentos apds esia segunda sangris e 21 dias de-
pois sangrados de novo.

A primeira sangria, realizada antes da epidemia &
gripe "asidtica" e antes da vacinacho, serviu de controle -
("base line") para a avaliacso do aumento de titulo que era
de se esperar, na suposican de que s vacina em apreco era
antigénica. A segunda sangris, feita 21 dias spbs 2 vacina®
¢ao, devia mostrar nft:da rcsposta em anticorpos b vacina-
cao, pois estes costunmar aparecer no sangue circul?nte; an-
tes de transcorrerem trés semenas. A terceirs sangria, rea-
lizada 21 dias apls a segunda e, portanto, 42 dias apds a
primeira sangria e vacinagfo, serviria para evidenciar a res

osta & revacinacao.

'3

Quanto 20 titulo de anticorpo que deveria ser con
giderado como "significativo" (de infecgao) decidimos seguir

critérios gerais, fixando o tftulo 1 para 8 como o minimo
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significativo; o titulo 1 para 4 é geralmente considerado co
mo positivo mas nao significativo, porquanto pode ser ines-

pecifico.



TABELA 13

Percentagem de positividade em cada sangria

FIXACEO DE COMPLEMENTO

Total de| I Total de
Sangria S0ToSs Soros positivos 1 soros

amostra amostrsz

"Formosa'y "dJapan”
antes da %
vacinacao 131 0.7% 15.2% 131
5 digéméﬁggmé .......................................................................................... T
vacinagao 101 5.9% 42.5% 101
51 dins aphs - S ; ........................................... B
revacinacgao 19 | AT.3% 47.3% 19

* ¢ percentagem do total que deu resultado positivo gigni-
ficativo (titulo 1/8 ou meior)

INIBIGAOC DA HEMAGLUTINAGCAO

Total de! SOTOS positivos | nopoq g6
Sangria SOrO0S amostra amostra soros
"qumosa' "Japan"

antes da T
vacinacao 101 4.9%* 2. 7%* 36
'éim&{ééméﬁééméwm' ........................................................................................ A
vacinacso 101 19.8% 20.5% 68
éiwaiééwéégé ..... e e B
revacinagao 19 52.6% 68.4% 19

* percentagem do total que deu resultado positivo signifi~
cativo (t{tulo 1/8 ou maior)
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Na Tabela 13 comparam-se as percentagens de coros
positivos em cada sangria, discriminando a reacso sorologi-
ca e o antigeno usado. A percentagem do total constituids

por soros positivos evidencia a resposta & vacinagdo de uma

)
U2

maneira clara e convincente, sendo estz mancira de apresor..
tar dados soroldgicos a mais modecrna e eficiente (75). A=
presentam-se os nimeros corvespondentes 20 total de soros de
cada sangria, para avaliar a significincia da percentagemde
positividade; pois como é bdbvio, esta percentagem teria pou
co valor conclusivo guando T0r obtida de pequeno nimero de
soros. A positividade de um soro significa, neste caso, ti-
tulo positivo "significative" (1/8 ou mais).

Como se pode ver na Tebela em aprégco, nem todos o8
soros de uma sangria foram testados com ambas as amostras -
devido a pequena quantidade disponivel do antigeno "Japan".
Com o intuito de facilitar = comprracio da resposta imunitsd
ria & vacinacao avaliada com dois antigenos diferentes, am-
bos correspondentes a amostras "asidticas", colocaram-se as
percentagens respectivas em colunaws contiguas. Por outro la
dc, para facilitar a comparacio da resposta em anticorposde
um e outro tipo, coloceram-ze¢ ns mesma Tabela o3 rcsultados
obtidos nas reacgdes de fixagfo de complemento e inibicao da
hemazlutinac2o.

Nes tabelas subseqlientes, faremos o comentario in
dividual de freqﬂéneia de positividade em cada sangria, por

estar nelas mais evidente éste fenomeno. Na Tabela 13, limi
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tar-nos-emos a comentar a evolucao da curva de positividade
durante o periodo em estudo (42 dias apds a vacinacdo).

O primeiro fato a ressaltar é a diferenca na per-
.centagem de positividade entre as diversas sangrias; dife -
renca esta evidente em ambas as reagdes, assim como com am-
bos os antigenos.

A diferenga se traduz por um incremento, com 0
tempo, da positividade, fenomeno c¢ste também evidente em am
bas as reacdes e em ambos os antigenos. 0 conjunto déstesfg
tos d4 valor conclusivo & interpreta¢do de que a vacina pog
suia "antigenicidade", porquanto os fatos assinalados evi —
denciam producao de anticorpos no intervalo entre uma e ou-
tra sangria, sendo a primeirs o contrﬁle, por nao terem si-
do vacinados ainda os doadores do sangue.

Tomando como base a sangria-controle, evidencia-
se em ambos o0s anticorpos e pars os antigenos, um aumento m
percentagem de soros positivos aos 21 dias da vacinac8o.Pos
teriormente, 21 dias apds estz segunda sangria, pratica-se u
ma terceira colheita de¢ sungue nagueles individuos que, ime
diatamente apds a segunda sangria, receberam novo estimulo
antigénico, pois foram revacinados com a mesma dose de vaci
na. Isto equivaleu a um "reforco" (rappell", "booster dose"),
sendo que foi administrado um pouco prematuramente. Porém,a
preméncia do tempo, pois a epidemia de gripe "asiitica" es-
tava iniciando o seu acme nesse momento, e a curta durac¢zo

désse acme devido & elevadissima contagiosidade da gripe "a
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sidtica" determinaram a realizacdo da revacinag¢ao naquela -
data. Se realizada posteriormente, o efeito sobre produgio

de anticorpos teria sido mais marcado ainda. De gunlquer ma
neira, o efeito da revacinacao cstéd nitidamente demonstrado
nos dados constantes da tabela em aprégo. Convém assinalar,
gue com a amostra "Formosa" o incremento na positividade -
consecutivo & revacinacao, estd evidente tanto na fixacaode
complemento, como na inibicao da hemaglutinacao, enquanto

que com a amostra "Japan" estf evidente a inibicao da hema-
glutinacdo mas ndo na reacdo de fixagao de complemento. Nao
é perceptivel a causa deste fendmeno; porém, parece gue O -
correu uma "saturacao" ou seiz, oue na sangria prévia, a re
vacinac¢so atingiu precocemente o mAdximo de percentagem de
positividade que num periodo de 6 semanzs (o total da ohser
vagao) podia atingir-se. A causa desta "precocidade" em a-
tingir o méximo cm reacdes nositivas, pode ser devida ao fa
to de que nada menos de 15,2% de soros positivos existia no
contrBle, ou seja, antes da vacinacao. Sabido é que a res -
posta em anticorpos nos individuos com o sistema produtor de
anticorpos sensibilizado por estimulo (infecc¢ao ou vacina -
¢ao) prévio & muito mais intenso e mais ridpido que no indi-

viduo sem contidto prévio com o antigeno (76).
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Na Tabela 14, apresentamos a distribuicao dos in-
dividuos segundo os titulos obtidos nos seus soros, quando
testados pela reacao de fixacao de complemento, usando a a-
mostra "Formosa" como antigeno.

Os doadores de sangues testados haviam sido todos
vacinados 21 dias antes. Nestsa data de vacinacao, tinham si
do sangrados, como ja mencionamos, momentos antes da vacing
¢ao. Nesta primeira sangria nao apresentaram anticorpos con
tra a amostra "Formosa".

Como pode ser visto na Tabela em apreco, 65,2% dos
vacinados nao tinham desenvolvido anticorpos, 21 dias apds
a vacinac¢do!! Outra observacac interessante é que apenas
6,7% dos vacinados mostrou titulos significativos! Nos comm
tirios gerais sObre o teste de poténcia antigénica analisa-
remos, em detalhe, estes achados.

Resta, pois, assinalar que 28,1% apresentou titu-
lo de 1:4, Bste resultado positivo, porém, "nio significati
vo", como j4 mencionamos. Dada a sus relativa magnitude, su
gere que, na realidade, este titulo de 1:4, indica resposta
porém pequena e dentro de limites nio significativos, por-

que titulo semelhante pode ser inespecifico (77).



Resultado das provas de Fixacao de Complemento efetuadas

TABELA 14

com antigeno "Formosa", nos sangues colhidos 21 dias apds

a vacinacao %

Resuliado ape | pnero a | o
(titulo) sores
0 58 _
1/2 i )
i/4 4 25 28,1
L/ 2 2,2
1/16 . oo
rotat 89 100,0

* Deixou de ser inclufdo nesta tabela apenas um indivi-

duo, por apresentar, antes da vacinagao, titulo posi-

tivo. Todos os outros apresentavam resultados negati-

vos antes da vacinacgao.



TABELA 15

Resultados das provas de Fixacao de Complemento efetuadas

n

com antigeno "Formosa", nos sangues colhidos 21 dian 2003

a revacinacao ¥

Resultedos apbs Hmero de »
a revacinagao %
(titulo SOTO0T
.............................. o ’ ot
1/2 - -
1/4 7 36,8
> A o
1/16 '“i. 5,3
Total 19 100,0

* Todos os individuos incluidos na presente tabela, apre

sentaram resultados negativos antes da vacinacao.
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Na Tabela 15 é apresentada a distribuicao dos in-
dividuos (casos) segundo os titulos obtidos nos seus soros,
quando testados pela reagao de fixacdao de complemento, usan
do & amostra "Formosa" como antigeno. Os doadores de sangue
tinham sido vacinados com a vacina em teste, 42 dias antes
e rcvacinados com o mesmo material, 21 dias antes da sangda
em 2preco. Apenas 19 individuos, dos 131 vacinados a 4 de e
tembro de 1957 foram revacinados. Como todos ésses 19 indi-
viduos nao apresentavam anticorpos titulévels sntes da vaci
nacao, todos os soros positivos a titulos de 1/8 ou maiores
corresponderiam a "conversoes". Porém, tinha sido feita uma
sangria 21 dias apds a vacinagio, ou seja, momentos antes da
revacinacao e 21 dias antes da sangria em apreco.Das 9 "con
versdes" apds a revacinacso, uma sé tinha jé ocorrido antes
da revacinacao, como o testemunhava a sangria prévia a esta
revacinacao e que foi 21 dias posterior & vacinacao,

Como pode ser visto na Tabela 15,apenas 15,8% dos
soros obtidos 21 dias apds a revacinacio eram negativos, o
gque contrasta com os resultados da sangria feita 21 dias a~
pds a vacinacdo (Tabela 13). Nesta dltime sangria nada me-
nos que 65,2% eram negativos.

Também em acentuado contraste com os dados apre-
sentndos na Tabela anterior(l4),a percentagem dos saroscom ti
tulos positivos"significativos"foi de 47,4% apds arevacinacao
contra apenas 6,7% apds a2 vacinacao. A percentzgem (36,8%),

dos soros positivos,mas nao significativos era importante.
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Na Tabela 16 comparam-se os resultados da res
cao de fixacdc de complemento (antigeno "Formosa") em son-
gues colhidos do mesmo individuo antes da vacinacdo e 21
dias apds a vacinacao.

Como a primeira colheita de sangue se deu antes da
vacinacdao, em individuos que nao tinham tido contdto com =a
gripe "asidtica", é evidente que a comperacao desta amostra
de sangue com outra obtida apés‘a vacinacao, se caracteriza
va pelo fenomeno da "conversao". Bodian e Paffenbarger (78)
denominaram  conversores" ("converters") aos individuos com
sorologia negativa no inicio de uma epidemia de poliomieli-
te e que no decorrer desta apresentavam titulos significat;
vos. Por analogia, aplicamos éste termo & passagem de nega-
tivo na sangria anterior & vacinacao, a positivos na sangria
feita apds a vacinacgao.

Nos comentirios sobre a Tabela 14 referimo-nos &
alta percentagem de soros negativos 21 dias apds a vacinacao
assim como a baixa percentagsm de soros com titulo signifi-
cativo nesta segunda sangria. Achados semelhantes deverao
ser observados na Tabela 16, a qual estd, em parte, consti-
tuida pelos dados da Tabela 14, apenas que apresentados de
outra maneira e adicionados de outros dados. Todos, menos 4,
dos soros colhidos antes da vacinacdo, eram negativos, pelo
menos, com a amostra "Formosa"; trés dos positivos nfo eram
significativos e o restante era significativo. Portanto, to

dos menos um dos soros da segunda sangria com titulo 1/8 ou



TABELA 16

Resultados das provas de Fixacdao de Complemento efatvad:ius
com antigeno "Formosa" em sansuecs colhidos antes e 21 47 s

apds a vacinacao

f T{tulo |
DU ——— e, o e i e e . e e = ot S e e m J S
Depois | | ; ; ; ; , Total
o 1/20 /e 1/e] 160 152 g o,
Antes | ] ’ j_nd_j_’{; %
+ t ’ -
0 58 | - 1 1% 9| 4 | 2 | 86 | 95,6
: {
.............................................................. U S S NS S
1/2 L - -
/s | - | - | -l -1 -] - - -
1/16 - - - - 1 - 1 1,1
1/32 | - - - - - - - -
n . -
T o
5 n |59 - 14 9 6 2 90 1100,0
t | 4d r
a e * - — ]
1 % [65,5] - | 15,6 10,0| 6,7] 2,2 | 1000

No lugar de encontro das colunas verticais ¢ horizontais,
encontra-se o nimero de soros (ou individuos) com o0s re-

sultados correspondentes.
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maior, significam "conversdes", ou, 0 que & o mesmo, houve
16 individuos que tinham produzido anticorpos em titulos sig
nificativos como resposta & vacinagao, aos 21 dias desta 1l
tima. Um individuo, com titulo significativo (1/16)antes dn
vacinagao, nao apresentou elevacdo nenhuma apds a vacinggao,
Dos 3 soroe com titulo nio significativo (1/4) antes da vi-
cinacao, dois permaneceram com o mesmo titulo apds a vacina
¢cao e um deles apresentou elevacho vara 1/16 (significatiw)

B interessante assinzlar que o5 individuos com an
ticorpos circulartes tituldveis antes da vacinacao, deviam
ter respondido rdpida e intensamente & vacinacgaoc (76) pelo

menos o individuo com titulo orévio de 1/16, gque é francamen

163]

te significativo. Isto nao aconteceu, porém. No caso dos so

itu~

ct

ros com titulo prévio de 1/4, podia-se supor que este

lo era inespecifico, mas nfo no caso do soro com titulo 1/

/16,
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Na Tabela 17, apresentamos a comparac¢ao dos resul
tados da fixacao de complemento, obtidos nos soros da pri-
meira e segunda sangrias, usando como antigeno a amostra"Ja
pan".

Esta Tabela é especialmente interessante para o
estudo da passagem dos soros de negativos a positivos,ou sg
ja, o fenomeno de "conversdo",a0 qual nos referimos nos co-
mentirios sObre a Tabela 16. Com efeito, enquanto apenas 1,
dos 90 soros era positivo antes da vacinacao, usando a amog
tra "Formosa" como antigeno, 10 dos 100 soros eram positivos
com a amostrs "Japan'". Temos, assim, uma oportunidade espe-
cial para estudar o fenomeno da "conversado" (78).

Em 33 soros houve "conversao", o que di uma per -
centagem de %3%%. A conversao com a amostra "Formosa" comoan
tigeno foi de 17,8% (Tabela 15).

Interessante notar que, antes da vacinacao, ne-
nhum dos soros apresentava titulo n2o significativo (1/4) ;
porém, apbs a vacinacao, 16 soros passaram de negativos a
positivos 1/4. Isto constitue mais uma evidéncia de que pe-
1o menos em parte, nos soros com titulo 1/4 esta positivida
de seja, na realidade, especifica.

Dos 17 soros com titulo 1/4 antes da vacinagao, 5
nao aumentaram de titulo, e os 12 restantes sofreram "con-
versao", ou seja, aumentaram o seu titulo para o nivel da
significancia.

Todos os 10 soros com titulos significativos an-



TABELA 17

Resultados das provas de Fixacao de Complemento efctuadas

com antigenos "Japan", nos sangues colhidos 21 dias apds a
: P )

vacinacao
___Titulo o
Depois o o Total
0 /2 1/4 i1/8 | 1/16| 1/32
Antes ; Ne (%)
i ;
o

1/4 - - 5 8 1 3 17

1/8 - - - 2 | 4 1 7
l/{éw. e et -t ] 2
e ot e e e e o
To~-
tal | Ny |36 - | 21 |22 | 13 8 100,0
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tes da vacinacao, se mantiveram neste nivel com manutengio
do titulo (5 soros) e os 5 restantes aumentaram o scu titu-
lo,

E do méximo interésse notar gue apenss 1 dos 17
soros com titulo significativo antes da vacinac¢ao apresen -
tou aumento significativo. Bate aumento, como é sawido, con
siste em 4 ou mais titulos (79) sendo considerado universal
mente como indice certo de infeccho, ainda na auvséncia de i
solamento do virus correspondente.

Em contraste com o comportamento dos soros positi
vos significativos antes da vacinacao, onde, como ncabamos
de mencionar, um s entre dez aspresentou "aumento significa
tivo" do titulo; entre os 7% negativos na primeira sangria,
21 apreéentaram "aumento zignificativo"

Em outras palavras, os maiores aumentos de titulo
foram observados entre os resativos, antes da vacinacao!!!
Bste dendmeno é dificil de explicar, vorquanto & fenome-
no geral de Imunologia, que o individuo com infecgho ou va-
cinacio prévia, responde a um estimulo antigenico especifi-
co com a produgzo de muito maior guantidade de anticorpos o

mais rapidamente que os casos de primo-infec¢ao.(76).
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Na Tabela 18, apresentamos dados similares aos da
Tabela 15, porém, com a diferenca de que na reac¢ao foi usa-
do o antigeno "Japsn". Tres soros foram eliminados dos cdl-
culos: um, por ter se mostrado anticomplementar e dois por
serem positivos significativos na sangria-controle.

A percentagem de soros negativos apds a revacina-

¢ao (37,5%) é bem maior que a percentagem obtida com a amos
tra "Formosa". Isto contrasta com outros achados que mostram
em geral, maior numero de soros positivos quando testados pe
la amostra "Japan". Porém, os"nimeros pequenos" ("small
numbers) emprestam valor h significdncia possivel desta com
paracao. Com esta reserva em mente, n3o se encontram, em ge
ral, diferencas notdveis entre os dados obtidos usando a a~
mostra "Japan" como antigeno e os obtidos com a amostra"For
mosa". Convém ressaltar que as diferencgas entre os resulta-
dos obtidos com éstes dois antigenos sao manifestas e cla-
ras na primeira e segunda sangrias (ver a Tebela 17) mas nAo
sao t8o0 aparentes nos soros de terceira sangria. Bste feno-
meno deve ser ocasionado, provivelmente, pela "saturagéo" a
que nos referimos nos comentarios soObre a Tabela 13,

Com as reservas devidas ao "peqgueno numero" de in
dividuos, podemos nos referir ao fenomeno de "conversao" ji
definido. Quarenta e dois dias apbs a vacinacao e 21 dias a
pbs a revacinacao, nada menos do que 43,7% dos soros em a-
préco, 19 em total, mostravam a "conversao" de negativos na

sangria-contrale a positivos significativos. Isto contrasta



TABELA 18

Resultados das provas de Fixacao de Complemento efetuadas
com antigeno "Japan" nos sangucs colhidos 21 dias apés « re

vacinacao ¥

Resultados apds Némero -
a revacinacao de %
(t{tulo) sOT0Ss
........ O ° 3Teo
1/2 - -
1/4 3 18,8
”mi}émm“m.m ......................... 4 ............................... WH.MWés;d,“”“U
................... i)géhwwﬂuMmm o N”Hi,”H.MA”m”u”m“4m“4 .6;2w“
i}é;ﬂm .................. ,.é”w.m.mwwmm..wn wié;g
Total 16 | 100,0

Todos os resultados antes da vacinacao foram negativos,ex
cetuando-se os resultadcs correspondentes a 2 individuos

que apresentaram titulos 1/8 na prova de F.C., com antige
no "Japan", e que deixaram de ser incluidos nesta tabela.
fsses individuos apds a vacinacao apresentaram titulos de
1/16, Um soro foi anticomplementar.



TABELA 19

Resultados das provas de inibic¢ao da hemaglutinacao, efetua
das com antigeno "Japan" nos sangues colhidos 21 dias =nds

a vacinacao ¥

Resultados_apés Mmero
a vacinagao do %
(titulo) , s0ros
0 | 41 60.3
1/2 - -
1/4 1% 19.1
1/8 9 13.2
1/16 5 7.4
Total 68 100,0
i T -

* Todos os resultados antes da vacinacao foram negativos,
excetuando um individuo que apresentava titulo de 1/4
na prova de I.H., com antigeno "Japan", e que deixou de
ser incluido nesta tabcla. Apds a vacinacgo, o resulte-

do permaneceu O mesmo.
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com umpa percentagem de "conversao" de apenas 10% na gangria
feita 21 diss apds a vacinacgao, Evidencia-se, com estes da-
ddos, o efeito do estimulo antigénico da revacinacgio, assim

como a intensidade deste"reforco" ("rappell")

Na Tabela 19 apresentamos os resultedos das pro-

¥}

vas de inibigao da hemsglutinagio efetundas nos ssngues co-
lhidos 21 dias apds a vacinagido, utilizando a amostra "Jz -
pan" como antigeno. Incluen-.2 nectes dados, apengs 05 SOTGS
de dozdores cuja sangria-controle, realizada antes da vaci-
nacao, foi negativa.

Convém assinalar o elevado nUmero (60,3%) de soros

R . 4 . ~ ’, ’

negativos nos 21 dias apds 2 vacinacio., Bste nlmero &, po-
rém, algo inferior ao obtido medisnte a reacidc de fixacdo de
complemento (73%) usardo a mesma smostra como antifgeno. Ne-
nhum soro com tf{tulo vesitivo atineiu o nivel de 1/32, ou
maior, evidenciando pouca reacao & vacina.

Referindo-nos de novo 2 "conversao" de negativoem
positive significativo, vemos que aos 21 dias apds a vacing

a0, sbé 20,6% dos soros testados mostraram a "converszo" o
b H )

0 que é o mesmo, a reacao & vacina.
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Na Tabela 20 apresentamos os resultados das provas
de inibicao da hemaglutinacao realizadas nos sangues colhi-
dos 21 dias apds a revacinacao e, portanto, 42 dias apbs a
vacinacao. O antigeno empregado foi a amostra "Japan".

Esta Tabela foi organizada como a anterior (l9)s§
mente os sangues colhidos apds a revacinacao foram os testa
dos., A Tabela 19, como mencionamos anteriormente, refere-se
a0s sangues colhidos apds a vacinagao. Porém, nao sao estri
tamente comparaveis, porquanto apenas % dos 19 soros tinham
controle. Em outras palavras, pela escassez de antigeno, sb
foram testados, pela reacdo de inibigdo da hemaglutinacao,
todos os soros da terceira sangria, 68 dos 101 soros da se-
gunda e apenas 36 dos soros da primeira sangria. Entre estes
Gltimos %6 soros, encontram-se trés obtidos de individuos
que foram vacinados e revacinados. Daqui, nossa assertiva de
que sé 3 dos 19 soros referidos na Tabela 20 tinham contro-
le (negativos na primeira sangria).

Com as reservas devidas & limitacao dos dados aca
bada de mencionar e ao "pequeno numero" ("small number") de
soros referidos na Tabela 20, percebe-se um fenOmeno idént;
co ao observado com a reacao de fixacao de complemento, tan
to com a amostra "Formosa" como com a "Japan": a percentagm
de soros negativos é bem menor na sangria feita apds a reva
cinacao que n2 realizada apds a vacinagao. Por outro lado,a
percentagem de soros positivos significativos (tit.1/8 ou
maior) &, na Tabela 20 (soros apds a revacinagao) bem maior

que na Tabela 19 (soros apés a vacinagéo).



TABELA 20

Resultados das provas de inibicao da hemaglutinacao efetua~

das com antigeno "Japan", nos sangues colhidos apds a reva-

cinacao
Resultados apds Nimero
5 revacinacgo de %
(titulo) S0T08
0 4 01,1
1/2 - -
1/4 2 10,5
R R 4 ................................................. é;:; ________________
1;16 .................................. ;mwmewwmwnwmmmMg%;3
Total 19 100,0
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GRAFPICO III
Resultado das provas de Fixacao de Complemento (antigeno"Far
mosa" )
Distribuicio percentual dos individuos vacinados
Conforme os resultados antes (A), 21 dias apds a vaci-

nacao (%l)d) e 21 dias apbs a revacinacao (%;yd)
I 2)
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*¥ inclue também os negativos



GRLFICO IV

Resultado das provas de Inibigdo da Hemaglutinagao (antige-
no "Formosa")

Distribuicao percentual dos individuos vacinados conforme os

resultados antes (A), 21 dias apds a vacinacao (Z&;i)e

21 dias apds a revacinagao (21 d)
2

%
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\
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60 \ \
50 /I
40 \\\\
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2 1= 2 ﬂg&‘#&
' —
10 ! ‘~~‘\“ﬁac—~‘__
0 —+ i §L§ T e D] —— :2;:T:tt:~ 2
1 1/2 * 1/4 1/8 1/16 1/32

* Inclue também os negativos
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GRAFICO V

Resultado das provas de Fixacao de Complemento (antigenc "Ja
pan")

Distribuicao percentual dos individuos vacinados, confcrme

08 resultados antes (A), 21 dias apds a vacinagao (%%)d)

e 21 dias apds a Tevacinacao (%l)d)
2
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1/2 * 1/4 1/8 1/16 1/32

* Inclue também os negativos
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GRAFICO VI

Resultados das provas de Inibicdo de Hemaglutinacfo (antige
no "Japan")
Distribuicdo percentual dos individuos vacinados, conforme

os resultados antes (A) e 21 dias apds a vacinacao (%%?)
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1/2 * 1/4 1/8 i_'}is 1/32

* Inclue também os negativos



Capituvlo V

COMENTARICS GERAIS
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A data do inicio da gripe em relacao & data da vacinacaon.

0 periodo de tempo transcorrido entre a vacinacao
e a aparicao dos primeiros sintomas da moléstia nos indivi-
duos vacinados que tiveram gripe, constitue, evidentemente,
dado da mdxima importancia para a avaliacfo da significan -
cia dos dados relativos ao poder protetor da vacina ora teg
tada. Com efeito, & fato conhecido geralmente, que uma vaci
na precisa de um periodo de tempo, variivel segundo diver -
s0s fat6res, para efetuar = imunizacac.

Um dos pomos de discdrdia nas interminiveis dis-
cussGes sobre a efetividade da vacina anti-rédbica é, preci-
samente, a magnitude do perfodo posterior & vacinacdo  que
deve fixar-se para classificar um caso de éxito ou de fra-
casso da vacina pasteuriana (80). Em relacao & gripe, Culver
Nitz e Lennette, pesquisadores do Servigco de Satide Piblica
do Estado da Califdérnia (U.3.A.) acentuam que"é geralmente a
ceito que o estado de resisténcia contra a gripe é obtido -
dentro de um perfodo de dez dias" (51). Bstes pesquisadores
eliminaram dos seus calculos do poder protetor de ume vaci-
na monovalente contfa a gripe "asidtica", todos os individu
0os vacinados, nos quais a gripe se iniciou antes de 10 dias
apbs a vacinacao. Os mesmos critérios foram usados em cstu-
dos sObre vacinas contra a gripe "asidtica" realizados por

Meiklejohn, Kempe, Thalmsn e Lennette (74), assim como pels
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Comissao de Gripe do Exército Americano, da qual fazem par-
te especialistas de renome tais como Francis, Salk, Daven -

port, Magill, Hilleman, Lennette, Jensen, etc. (50).

Incidencia da gripe nos vacinados e controles

Apesar de todos os cuidados na técnica de compara
cdo da incidencia da gripe nos vacinados e nos controles, as
diferencas na incidencis em cada um desses grupos era, pOT
simples inspecgao, muito pequena., Os testes estatisticos mes
traram que nem sequer ao nivel de 5% existia significancia.
E éste é o nivel mais grosseiro de significancia nestes tes

tes!

Interpretacsao do teste de potencia imunegénica.

Tendo em vista as diversas modalidades de fazer a
comparacao da incidencia da gripe em cada grupo, conclue-se
que o teste de potencia imunogenica da vacina em apreco nio
demonstrou poder protetor contra a gripe "asiidtica" que gms
sou em S20 Paulo em 1957, Neste particular, convém ressaltar
que Bell e colaboradores (52), em acurado estudo, testaram
duas vacinas monovalentes, elaboradas com amostra "asidticd
e que continhem, praticamente a mesma concentracao de virus

da testada por nds, pois titularam, respectivamente, 250 e
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275 "CCA", A incidencia da gripe provocads artificialmente,
por inoculagao intranasal, por estes pesquisadores, mostrou
diferenca estatisticamente significante, pelo que, concluf-

ram pela existencia de poder protetor nas duas vacinas,

Possiveis limitacOes & interpretacso an-

terior do teste de poténcia immogénica

1) A vacina anti-gripal precisaria ser administrada um
meés ou mais antes ds epidemia, para ser efetiva., Esta é a o
piniZo de alguns autdores; porém, a maioria das autoridades
na matéria consideram apenas 10 dias como adequado (50,51).

2) As amostras "asidticas" que prevaleceram em Szo Paulo
diferiam antigenicamente das amostras "Formosa" e "Japan".
Isto n2o encontra apoio nas milhares de reacdes soroldgicas
e nos estudos de estrutura antigénica das amostras isoladas
que foram realizados no Instituto Adolfo Lutz (81). Devemos
ressaltar aqui, que a identidade dos agentes etioldgicos en
volvidos na epidemina em apréco ficou convenientemente escla
recida.

3) Inclusive em pesguisas do mais 21to nivel redizadas
com abundantes recursos, diversos lotes da mesms vacina po-
dem mostrar intensas variacoes na sua capacidade vprotetora,
como se demonstrou nos estudos sobre a vacina anti-pertussis
realizados pelo Medical Research Council da Inglaterra(47).

Cockburn (47) refere que diversos testes da vacina contra a
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coqueluche foram feitos na Inglaterra por pesquisadores de

renome, sem lograr demonstracio de poténcia imunogénica, a-
té que finalmente se demonstrou que diversas partidas dessa
vacina, preparadas em instituicodes de renome, diferiam gran
demente na sua poténcia imunogénica, sendo esta nula em al-
gumas das partidas., Além do mais, Cockburn (47) ressalta que
nao se pode obter uma resposta satisfatdris para estas dife
rencas em poténcia!! Como solugdo ao impasse criado pelos
fracassos dog "field trials" da vacina anti-pertussis, deci
diu~se nao fazer o teste de poténcia imunogénica, sem, an-
tes, padronizar, no laboratdrio, o lote empregado (47). Es-
ta padronizacao foi feita testando aquela vacina em animais
(camundongos); pois como se demonstrou oportunamente, exis-
tia uma certa correlacgio entre a potencia imunogénica avalia
da em arimais e a capacidade de protecao do ser humeno con-

tra a cogueluche,

Causas provaveis da falts de poder pro

tetor mostrada pela vacina testada

Segundb conclusdes da "American Medical Associat-
ion", entre o dia 15 de setembro e os primeiros dias de no-
vembro de 1957 (periodo correspondente ao acme da epidemia
em Sao Paulo) houve,nos Estados Unidos da América do Norte,

entre 15 e 20 milhdes de casos de gripe!!!, provavelmente ma
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sua maioria de gripe "asidtica". Ora, os relatdrios sobre
testes de vacina contra a gripe "asiitica" realizados nos R
U. A. e por nbés examinados (49, 50, 51, 52), correspondem a
testes efetuados quando estavam ocorrendo pequenos surtos am
diversos lugares do territdério smericano desde o mé€s de Ju-
nho de 1957. S6 posteriormente, na época em que ocorreu o
acme da gripe "asidtica" em 330 Paulo, foi gque a infecgio -
atingiu, nos E.U.A., elevadissima contagiosidade,a qual foi
observada por poucas semanas, causando aquéle enorme numero
de casos,

E claro, portanto, que os testes realizados por
pesquisadores americanos, nao foram submetidos &s condicoes
desfavoriveis da assombross contagiosidade da gripe pandémi
ca, nitidamente diferente da contagiosidade observada duran
te os surtos epiddmicos ordindrios. Junte-se a éste fato, a
recomenda¢ao enfiatica da Comissao de Gripe do Exército Ameri
cano (50) de que deviam as vacinas contra a gripe "=sidticd
conter'nﬁo menos de 500 unidades hemaglutinantes (unidades
"CCA"). No entanto, a vacinas preparads no Instituto Butan —
tan continha apenas 200 unidades, tal como recomendara a Or
ganizagao Mundial de Satide; pois nessa data nao se conhecia
2 mencionada conclus&o da Comissao de Gripe do Exérecito Ame
ricano!!

Concedemos o maximo de significéhcia o esta defi-
ciéncia involuntdria da vacina por nbés testada, porquanto as

conclusdes da Comissao sao baseadas em experiencias coorde-
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nadas realizadas pelas autoridades miximas na metéria(Salk,
Prancis, Lennette, etc.), durante muitos -anos, em grande ni
mero de séres humanos, em.animais e nas melhores condicoes.

Outros argumentos » favor desta Tese, s30 0s se-
guintes: a) Boger e Liu (49) vacinaram voluntdrios com vaci
nas contendo uma amostra "asidtica", usando duas doses: uma
de 50 unidades "CCA" e outra de 500 unidades, A resposta em
anticorpos foi muitoé sugestiva: 22 dos 28 individuos vacina
dos com 500 unidades responderam com titulos significativos
enquanto que apenas 8 de 22 pessoas vacinadas com 50 unida-
des mostraram anticorpos tituliveis e ainda o nivel dos ti-
tulos era menor que no grupo anterior; b) os diversos estu
dos sObre resposta imunitdria is variantes do virus da gri-
pe mostraram que, no caso de infecgdes por novas variéntes,
tais como as "asidticas", aquela seria pobre. Dai a Comissao
de Gripe do Exército Americano (50) recomendar o emprego de
vacinas contendo como minimo 500 unidades "CCA".

Em resumo: pode-se atribuir a caréncia de poder
protetor da vacina testada & insuficiente quantidade de vi-
rus contida na mesma e¢ ao fato de o teste ter sido realiza-
do nas condicOes adversas da extraordindria contagiosidade
da gripe pandémica. Neste particular, convém lembrar que,em
epidemias de variola, por exemplo, caracterizadas pela sua
benignidade, sao poupados os vacinados, enquanto que, nas g
pidemias severas, os vacinados sao também vitimados pela do

enca, mesmo no caso de haver transcorrido periodos curtos -
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desde a vacinacho.

Positividade dos soros nas diversas sangrias

Testes estatisticos dos dados apresentados nes Ta
belas 14 a 20, mostrsram umz diferencs significante, 20 ni-
vel de 5%, entre z percentagem de individuos que apresenta-
ram resultados positivos antes e depois Ao estimulo antigé-
nico (vacinacao).

Em comentarios vrivios nos referimos ao fato que
a vacina por nds testada continha, involuntarismente, quan-
tidades dc virus (antigeno) bem inferior aquels considerada
como estimulo adequado (50). Com efesito, a2 resposta a va-
riantes do virus de estrutura antigenica diferente das en-
contradas em épocas anteriores, tinha, forgosamente,que ser
pobre. Para avaliar rossos achados no teste de poténcia an
tigénica, convém compsréd-loc com oz obtidos por ovtros in-
vestigadores que também usaram vacinas contendo smostres "a
sidticas", Com efeito, o comportamento antigénico destas a
mostras era bem peculiar (9, 10). ¥ao convinha comparsr comn
estudos prévios feitos com outras amostras, porquanto os cs
tudos sObre a antigenicidade das emostras "asidticas"  sdo
suficientemente acurados e mostram técnicas aprimoradas.

Em primeiro lugsr, considerzremos o estudo de Bo-

ger e Liu (49). Bles observaram que apenas 2 scmenas apds a
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vacinagdo com 550 unidades "CCA", 81% dos individuos apre —
sentavam tftulos positivos na inibigao da hemaglutinagao, e
4 semanas depois, atingiam o nivel de 91% de positividade.

Em nosso estudo, com nenhuma das amostras empregadas como
antigeno, assim como em nenhuma das duas reac¢oes soroldgicas
obtivemos estas percentagens de positividade, nem 5 semanas
apds a vacinagao, nem 6 semanas depois, apesar de que duran
te éste \ltimo perfodo tinham sido revacinados. Sabido 3§,
que éste"reforgo”" (revacinagio), constitue um estimulo poten
tissimo. Além do mais, em individuos vacinados por Boger e
Liu com apenas 50 unidades de "CCA", obtiveram, &s duas se-
manas apds a vacinacdo, 30% de positividade. Em nosso estu-
do, feito com vacina contendo 200 unidades "CCA", observamos
uma pércentagem ligeiramente inferior, trés semanas apbs a
vacinac¢ao, usando como antigeno a amostra "Formosa" e tanto
na fixac¢ao de complemento como na inibicao da hemaglutinagfo
Bell e colaboradores (52), pesquisadores do Servigo de Sal-
de Piblica dos E.U.A., utilizaram como critério de antigeni
cidade a observacao de percentagens de positividade que nao
foram observadas em nosso estudo em condig¢des quase idénti-
cas. Assim, Bell e colaboradores acharam que as vacinas par
eles testadas eram eficientes, sob o ponto de vista de anti
_genicidade, porquanto 70% dos vacinados mostraram titulospo
sitivos (significativos) na reagao de fixagao de complemen-
to e 44% mostraram positividade significativa na reacgsgo de

inibigao da hemaglutinaga@o. Convém ressaltar que Bell e co-
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laboradores sangraram os vacinados em tempos praticamente i
dénticos aos nossos, ou seja, antes da vecinag¢ao e 17 o 70
dizas apds esta Ultima, Usaram como antigenc a mesma amos-
tra "Japan" por ndés usada e realizaram, também como nds,rez
¢oes de fixacao de complemento e de inibicdc da hemagluting
¢ao. Além do mais, as vacines por ¢les testadas continbam

przticamente o mesmo nlmero de unidades "CCA", terdo sido

testadas pelo fabricante ¢ reotestsdas nos leborstdrios do -

A

Servico de Saude PGblica Americano. Teste (ltimo lugar, ti-
tularam as duas vacinas testadas por Bell ¢ colaboradores ,
250 e 275 unidades “CCA“, respectivamente.

Apenas 1 dos 131 casos obtidos em 4 deo setembro -
antes da vacinacao - foi positivo contra = amostrs "Formosa"
na reacao de fixagao do complemento. Portonto, pode-se infe
rir que provavelmente as vercentrgens relstivamente elevadss
de soros com titulo 1:4 (pocitivo mes nfo significativo)fos
sem na realidade significativos. Baste titulo evidencisaria y
assim, uma resyposta porco intenca, que naoc atingia o nivel
de significAncia (1:8). Com efeito, se nos soros em apreco,
o titulo 1:4 fosse devido, pelo menos em parte, = fatores i
nespecificos, a sangria controle reslizada antes da vecinn-
¢20 mostraria um ntmero aprccifvel de soros com ésse titulo.
Isto naoc aconteceu eu nenhun dos 131 soros testodos com a 2
mostra "Formosa", com excecao de aspenas um gque foil positivo
em titulo significativo e, portanto, devido a infecgro pré-

via.
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E provédvel que sangrias posteriores revelassem
"conversoes" de soros "positivos ngo significativos" em "po
sitivos significativos".

Com efeito,-estudos acuradissimos e minuciosos re
alizados por Lennette e Schmidt (45) em casos confirmados -
clinica e laboratorialmente como de ﬁoliomielite, demonétrg
ram a gxisténcia de indiv{duos com respostas demoradas a in
feégﬁp. _ -

Assim, agueéles pesquisadores nao obtiveram:requg
ta aigﬁificativa em anticorpos fixadores do complemento em
alguns individuos, enquanto em outros sb obtiveram titulos
significativos vérios méses apés uma infecgdo confirmada pe
lo isolamento de virus, dados clinicos e epidemiolégicos in
dubitiveis. Bste fendmeno de demora na aparigao de anticor-
pos no sangue fem gido verificado repetidas vezes em casos
de variola e de vacinia generalizada, estudados por virulo-

gistas do Imstituto Adolfo Lutz (82).
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1) Realizamos um teste de poténcia imunogeénica e
um teste de potencia antigénica de uma vacina contra a gri
pe"asidtica" de producao nacional. A andlise dos d=dos obti
dos foi feito conjuntamente com revisao dos conhecimentos 2
tuais sobre o virus da gripe, a epidemiologia desta infec -
¢ao e os principios gerais da vacinacao e teste de vacinas.
As experiéneias em séres humanos e trabalhos de laboratdrio
de que consistiram os testes referidos, seryiram de exemplo
para 2 anlicagéo e discussio de conhecimentos gerais sobre
a matéria

2) A 4 de setembro de 1957 vacindvsmos 131 volun
tirios, adultos, de profissfio relacionada com a saide publi
ca, com vacina monovalente contendo 200 unidades hemagluti
nantes ("CCA unit") por mililitro de amostra "asidtica" do
virus da gripe. Injetamos 1 ml por via subcutanea e momen—
tos antes da vacinac¢io foram sangrados todos os voluntérios
para ter um contrdole da producdo de snticorpos. Trés sema=
nas depois, apenas 101 dagueles voluntarios foram sangra -
dos de novo e 19 destes, revacinados com a mesma dose e pe
la mesma via., Trés semsnas msis tarde, estes 19 individuos
revacinados eram de novo sangrados.

3) Na (ltima semana de setembro e nas duvas primei
ras semanas de outubro de 1957, ocorria o acme da epidemisa
de gripe "asidtica" na cidade de Sao Paulo. Posteriormente,

rezlizamos um inquérito epidemioldgico para determinar a in
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cidéncia de gripe nos vacinados e nos seus controles. Estes
Ultimos eram os conviventes dos vacinados nos aglomerados fn
miliares a que éstes Altimos pertenciam,

4) Realizamos o cdlculo da incidéncia da gripe no
grupo dos vacinados e nos contréles, mediante diversos tipos
de agrupamento de dados, visando evidenciar possiveis in-—
fluencias de certss caracteristicas dos individuos sObre a
incidéncia da gripe. Assim, consideramos como controles, os
adultos conviventes dos vacinados, enqueanto que em outras a
ndlises, considerdvamos tanto adultos como criancas niao va=-
cinados. Foram elimin~dos dos cdlculos os individuos que a-
presentavam titulos significativos de anticorpos antes dava
cinacao.,

5) Nos soros colhidos, nas diversas sangriss, reg
lizamos as reacles de fixacao de complemento e de inibicao
da hemaglutinagdo, usando como antigeno tanto a amostra "A/
/Formosa/313/57" como a "A/Japan/305/57",

6) A andlise estatistica da diferenca de incideén-
cia de gripe entre os vacinados e 0s nao vacinados mostrou
nao ser significante ao nivel de 5%.

7) A andlise estatistica dos resultados das rea -
coes soroldgicas mostrou diferenca significante, zo nivelde
5%, entre a percentagem de individuos que apresentaram re-
sultados positivos antes e depois da vacinagcao, tanto em am
bas as reacgdoes sorcldgicas, como em ambas as amostras usa-

das como antigeno.
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8) A comparacao dos nossos resultados com achados
realizados em estudos similares feitos nos E. U. A., nos le
vam as seguintes conclusOes:

a ~ A vacina testada nfo manifestou poder pro-
tetor,

b - A vacina testada mostrou muito pouco poder
antigénico.

9) As conclusoes e achadog anteriores sao analisa
das apresentando diversos argumentons favoriveis, assim como

suas possiveis limitacdes.
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