ANTICORPOS PARA O VIRUS VACCINIA NA INFECCAO EXPERIMENTAL

EM BOVINOS*?
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SinorpsE.- Anticorpos para o virus Vaccinia, formados apds inoculagio em bovinos usados
no preparo de vacina antivaritlica, foram testades. Titularam-se os anticorpos inibidores de
hemaglutinacdo, fixadores do complemento, neutralizantes e precipitantes. A classe de glo-

bulinas a que pertenciam estes ‘anticorpos foi determinada, através prévia filtragio em gel

de Sephadex G-200.

Observou-se uma ripida formagio de anticorpos nos animais, aparentemente mais ripida
do que a resposta em pessoas primo-vacinadas e préxima A resposta em revacinados.

O padrao de formagio e o desaparecimento precoce das globulinas IgM sugere sua uti-
lidade no diagnéstico de infecgbes recentes do grupo Pox, o que teria aplicagdo importante
no diagndstico diferencial de outras infecgBes vesiculares, bem como na caracterizagiio de
anticorpos devidos a antigas vacinagfes ou infecgfes por membros deste grupo de virus.

Falavras chaves adicionais para indice: Virus vaccinico, imunoglobulinas, respostas de anti-

corpos,

INTRODUGAD

A resposta imunolégica para os virus do grupo Pox é
complexa, pelo elevado nfimero de antigenos presentes,
desenvolvendo-se anticorpos demonstriveis por diversas
técnicas, como descrito, entre outros, por Downie et al.
{1969).

Neste trabalho procurou-se estabelecer s6 padries das
respostas sorolégicas que sdo obtidos apds infecgio maci-
ga em bovinos, quando do preparo de vacina antivarid-
lica. Visou-se, principalmente, determinar os tempos de
aparecimento dos anticorpos e a classe de globulinas a
que pertenciam, através de coletas sucessivas dos mes-
mos - animais, submetidos a uma inoculagio de virus.

MaTERIAL E METODOS

Os soros utilizados neste estudo foram obtidos de dois
animais (n.° 60 e 108), usados no preparo de vacina
antivaridlica no Instituto Oswaldo Cruz, por meio de
pungiio venosa no dia da inoculagfio com virus vaccinico
(Amostra do I.0.C.) e em datas sucessivas, por cerca
de quatro semanas. Inocularam-se os animais por via
intradérmica.

Para a titulagio de anticorpos usaram-se técnicas ro-
tineiramente utilizadas no laboratério para as titulacfes
dos anticorpos inibidores da hemaglutinagio, fixadores
do complemento, neutralizantes e precipitantes, como
anteriormente descritas por Downie e Kempe (1969).

1 Aceito para publicagio em 28 de abril de 1974.
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Quando aplicivel foram empregadas microtéenicas em
placas de Lucite. Para as provas de neutralizacdo, atra-
vés da redugdo do namero de placas em cultura de te-
cidos, foi utilizada uma amostra da linhagem de células
LLC-MK, (originiria do Laboratério de Virus Vesicula-
res, CDC, Atlanta, USA).

Quando se usavam as fragfes de imunoglobulinas, apds
filtragio em Sephadex G-200, titulavam-se tais fraghes
nio diluidas e em diluigBes sucessivas 4 base do fator
dois,

No fracionamento dos soros utilizou-se uma ccluna
original Sephadex, modelo 2,5 x 100 cm, equilibrando-se
o gel com tampio 0,125 M NaCl e TRIS-HC] pH 8,0.
Os soros (3 ml} foram dializados uma noite em 2 litros
de idéntico tamplo. Coletaram-se fragbes de cerca de
4 ml a cada 10 minutos, adicionando-se azida sédica ao
tampio para evitar contaminagGes.

A densidade 6tica das fragbes foi lida em espectrofo-

_tometro Carl Zeiss modelo PMQ-II no comprimente de
onda de 280 nm.

Os soros ou as fragdes, apos filtragio em Sephadex,
foram tratados pelo Mercapto-etanol segundo Benatvala
ct al. (1967) e, apds didlise, testados para verificar a
eventual redugdo no titulo de anticorpo.

ResvrTaDOos E Discussao

Os anticorpos encontrados nas diversas amostras de soro
dos animais em estudo podem ser visualizados nas Fig,
1 e 2, Verifica-se uma pronta e ripida formacio de
anticorpos inibidores, fixadores e neutralizantes dentro
da primeira semana apés a infecgio experimental, sendo
os anticorpos precipitantes determinados no decorrer da
segunda semana.

Os anticorpos neutralizantes permancceram elevados
até a altima coleta realizada, declinando os demais.
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Fie. 1. Anticorpos para o virus vaccinia no bovine n.e 60,

sore nde fracionado, expressos pelo maior titulo elcancado em
cada coleta.
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Fic. 2. Anticorpos pare o vlrus vaccinic no bovine no 108,

soro ndo fracionado, expressos pelo maior tiulo alcangado em
cada coleta, (ver Fig. 1).
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Na Fig. 3 apresentam-se os titulos méximos inibidores
da hemaglutinagdo, alcangados nas fragBes representati-
vas dos piques de IgM e IgG, apbs filtragio em Se-
phadex (Piques 1 e 2 da Fig, 4). Verifica-s2 uma répida
formagfio da fragiio IgG, com declinio que se inicion en-
tre os dias 11 e 13 pos-inoculagio. No animal testado
(n.° 60} foi possivel demonstrar um maior teor inicial
de IgM em relagiio a IgG.
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Fic. 3. Soro de bovino n.* 60, Anticorpos inibidores da hema-

glutinagdfo, de 10 coletas sucessivas epds filtragio em Sephadex
G-200, expressos pelo maior tHtulo alcangade nas fragBes dos
componentes 1 (IgM) e 2 (IgG) (ver Fig, 4). )

Devido aos diversos fatores finais de diluicio envolvi-
dos, nio é possivel comparar com precisdo os titulos ini-
bidores das Fig. 1 a 3. Verificou-se que os padrdes de
inibigio obtidos com as fragGes sic mais bem definidos
do que os obtidos com os soros nio fracionados, com
leituras precisas e resultados reproduziveis.

Na Fig. 4 apresenta-se uma curva tipica obtida na
filtragdo dos soros, sendo usada a 3.3 co[ljeta do animal
n? 60. Verifica-se formagio de 3 piques identificados
em funglio da literatura existente (Flodin & Killander
1962), confirmados pelos seguintes dados: o pique 1
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Fic. 4.

Curva _obtide no fracionamento em gel de Sephadex G-200, de soro bovine 11 dias apds infecgio com virus Vacetnia

€ anticorpos inibidores da hemaglutinagdo. Inclulda na figure curva obtida em condigbes compardveis, com albumina botina.
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sofreu uma redugiio de titulo inibidor da hemaglutina-
¢fio de até 4 vezes apds tratamento com 2-Mercapto-
etanol, demonstrando a presenga de macroglobulinas nes-
tas fraces. Estas reducdes nio ocorreram com as fragdes
do pique 2. O 3.° pique foi comparado com a curva
obtiga, em condighes idénticas, com solugio de albu-
mina bovina a 1%, fragio V, preparada a partir do pé,
no tampdo descrito, ocorrendo absoluta coincidéneia no
aparecimento nos eluatos dos dois elementos. Verifica-se
ainda que nas fragbes correspondentes a albumina nio
foram observados anticorpos.

Notéria ¢ a baixa quantidade de albumina neste soro,
em relagio & globulina. Como confirmagie de resulta-
dos, a relagio albumina/globulina foi determinada em
todas as coletas deste animal, observando-se valores de
1/2,2 a 1/3, inclusive na coleta pré-infecgio.

A mesma determinacio realizada em 22 soros de ani-
mais adultos, obtidos em matadouro, apresentam, em
18% dos mesmos, padrfes semelhantes ao animal n.° 60.
O outro animal (n.° 108} apresentou uma relagio 1/1
no soro pré-vacinal, passando a.1/2 e 1/3 nas coletas
sucessivas, _

A inoculagdo repetida do mesmo antigeno wviral no
animal de experimentacio visando a obtencio de anti-
corpos conduz a um alargamento do espectro de anti-
corpos circulantes, freqiientemente dificultando a avalia-
¢io dos resultados.

No grupo Pox, pelo nimero de antigenos envolvidos
e a relagio antigénica dentro do grupo, é particularmen.
te importante uma tnica inoculagio do animal. Torna-se
ainda desejivel que a inoculagio conduza a wna ampla
formagfio de particulas virais e sua circulagio intensa,
bem como seja disponivel suficiente soro para estudos
detalhados. Estas condigdes foram preenchidas pelo sis-
tema usado neste estudo, com o aproveitamento de ani-
mais de grande porte submetidos a uma infecciio ma-
ciga pelo virus vaccinico aplicado uma tinica vez.

Caracterizou-se pela rapidez a resposta de anticorpos
ercontrada, em fungfo, talvez, da alta adaptacio do vi-
rus usado ac bovino e da quantidade inoculada. Assim,
verifica-se que no 4.° e 5.° dias, em cada animal res-

" pectivamente, sio observados todos os anticorpos testa-
dos exceto os precipitantes, Os titulos dos anticorpos ini-
bidores, rneutralizantes e fixadores (estes 1iltimos tes-
tados em apenas um dos animais) vieram a alcangar o
miximo em torno do 10.° dia. Downie e Mc¢ Carthy
{1959) descrevem em pessoas vacinadas titulos demons-
triveis somente apds o 10.° dia, em primovacinados,
com titulos maximos em torno do 16.° dia, Em revaci-
nados, no entanto, a resposta aproxima-se da obtida neste
estudo em animais. A possibilidade de um contacto an-
terior dos animais usados com antigenos do grupo Pox
nio parece provivel, tanto pela total auséncia de anti-
COrpos nos soros pré-vacinais, especialmente 0s neutra-
lizantes, como ainga por tratar-se de animais jovens.

Os anticorpos do tipo IgM constituem resposta inicial
& infecgdo, tendo sigg demonstrada sua presenga na
maioria das infecgGes por virus inclusive em fagos
{Svehag 1964, Tao & Uhr 1968), servindo de elemento
importante na resolugio de problemas de diagnéstico so-
roldgico.

No caso do grupo Pox aqui descrito, prende-se nossa
interesse a problemas de diagndstico de casos suspeitos
de infecedes pelo grupo Pox, os quais tém sido por nds
examinados (Schatzmayr & Mesquita 1970). O recehi-
mento, em geral, de somente uma amostra de sangue do
caso suspeito tornou sempre dificil interpretar a titulagio
de anticorpos.

Nossos resultados (Fig. 2) mostram que os anticorpos
IgM surgem precocemente e regridem a titulos minimos
cerca de 30 dias apés a infecciio, sugerindo sua utilida-
de no diagndstico de infecgio recente pelo grupo Pox.

O uso do fracionamento em gel de Sephadex nas con-
digbes descritas, como método de separagéio de globuli-
nas IgM de outras fragBes do soro, apresentou em nossa
experiéneia, sempre, excelentes resultados.
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ABSTRACT.- Schatzmayr, H.C., Denne, Y.e S. [Vaccinia virus antibodies in calves submitted
to experimental infection]. Anticorpos para o virus vaccinia na infecgiio experimental em
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Antibody formation for Vaccinia virus, after inoculation in calves, used for Smallpox
vaccine preparation, have been tested. Complement-fixing, hemagglutination inhibitien, neu-
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tralizing and precipitating antibodies have been demonstrated. The globulin class of these
antibofies has also been determined after gel filtration in Sephadex G-200.

A fast antibody formation in the animals has been observed like the one observed in
human re-vaccination and faster than that observed in the human prime vaccination,

The pattern observed on formation and decrease of globulins IgM, suggest its use in
the diagnosis of recent infections by Pox viruses. This is particularly important in order to
make a differential diagnosis with other vesicular virus infections and older infections or
vaccinations with members of Pox viruses group.

Additional index words: Pox virus.
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