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ANTICORPOS NEUTRALIZANTES CONTRA RUBEOLA NUM
GRUPO DE GESTANTES DE SAO PAULO ™

Luis G. COTILLO Z.

Determinou-se os niveis de anticorpos neutralizantes contra rubéola em 778
soros de igual nimero de pacientes que fregiientam o ambulatério da Casa Ma-
ternal Leonor Mendes de Barros. Destas 778 mulheres, 600 (77,129%) apresen-
tavam niveis de anticorpos iguais ou superiores a 4 (diluiciio 1:4). Em relagio
a idade, o grupo examinado, com uma idade média de 25,6 anos, permite veri-
ficar que no grupo etirio de 15 a 19 anos a freqiiéncia de pacientes com anti-
corpos na diluiciio 1:4 ou maior é de 79,43%; no grupo de 20 a 24 anos, 75,69%;
no de 25 a 29, 17,38%; de 30 a 34, 82,50%; de 35 a 39, 15,68% e de 40 a 44,
50.00%. A comparacio dos resultados obtidos em cada grupo etdrio da amos-
tra examinada, mostra que .0s percentuais de positividade das idades compreen-
didas entre 15 e¢ 39 anos s@io muite préximas, sendo que o grupo de 40 a 44
anos apresenta um percentual notadamente menor de pacientes com anticorpos.
Esta discorddncia demonstrou-se estatisticamente sighnificativa ao nivel de 0,01.
No que se refere & cdr, das 350 gestantes de cdr branca, 79,14% apresentaram
anticorpos nos niveis mencionados anteriormente; das 90 pacientes de cdr preta,
95,56% ; das 317 mulheres grividas de cdr parda, 75,71% e das 21 gestantes de
edr amarela, 71,48% possuiam niveis de anticorpos. Para inquéritos sdéro-epide-
miolégicos de larga escala, a prova de neutralizaciio apresenta inconvenientes
de ordem pritica pelo que se faz necessdrio estudar mais amplamente a corre-
lagiio dos resultades desta técnica com aquéles fornecidos por outros, entre as
quais se destaca, sem ddavida, a reacfio de inibiciio da hemaglutinacio.

INTRODUCAO

Depois de mais de um século de rela-
tiva escuriddo sébre esta doenga trans-
missivel da infincia e adolescéncia, ela
adquiriu uma nova preeminéncia nos pri-
mérdios da Segunda Grande Guerra,
ap6s as observagbes de Gregg em 1941
(WeLLER & NEva 28, 1965), apresentan-
do correlacido entre a catarata observada
em 78 criangas e a infecgdo pelo virus
da rubéola das mies no primeiro trimes-
tre de gravidez. Este ndvo aspecto da
rubéola trouxe uma mudanca permanen-
te de atitude por parte dos médicos e
do povo em geral. A maioria dos ca-

sos, especialmente entre criangas, prova-
velmente nunca recorreu & assisténcia mé-
dica, falseando em conseqiiéncia, os estu-
dos sbbre tendéncia de morbidade e dis-
tribuicao.

Além de serem as epidemias de ru-
béola fator de alteracdo nas populagbes
escolares e militares, esta doenca é uma
das poucas entre as ocasionadas por vi-
rus, que apresentam efeito teratogénico
sbbre o feto, o que ocorre quando a ru-
béola atinge a paciente no primeiro tri-
mestre da gestagio. A rubéola materna
no primeiro trimestre da gravidez traz

(1) Da Cadeira de Microbiologia Aplicada da Faculdade de Higiene e Saude Publica da
USP. — Resumo da Tese de Doutoramento, apresentada & Faculdade de Farmécia e

Bioquimica da USP, em 20-12-1967.
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consigo 18% a 199 de probabilidade

de provocar malformacgdes congénitas.

A importancia cada vez maior que a
rubéola esta alcancando entre as doencas
de etiologia viral, nos leva, neste primei-
ro trabalho, a determinar o nivel médio
de anticorpos neutralizantes contra ru-
héola, a fim de conhecer a incidéncia da
doenga, assim como a sua distribuicdo,
escolhendo para tanto o grupo no qual a
doenga manifesta a sua total periculosi-
dade, as gestantes.

O emprégo da técnica de séro-neutra-
lizacdo, para a determinagio do nivel de
anticorpos, embora seja uma técnica mui-
to demorada (requer 7 dias para se fa-
zer a leitura final) e demande enorme
gasto de material, pessoal e tempo, pare-
ceu-nos o mais apropriado uma vez que
as reacbes recentemente descritas, enire
as quais sem duvida se destaca a de ini-
bicao da hemaglutinagio, carecem de es-
tudos comparativos.

Neste trabalho, portanto, descreveremos
os resultados conseguidos através da pro-
va de neutralizacdo, embora continuemos

as nossas experiéncias com as oulras
técnicas,
MATERIAL E METODOS
Coleta de soros — Os soros foram obti-

dos de mulheres gravidas que freqiien-
tam o ambulatorio da Casa Maternal
Leonor Mendes de Barros. A amostra-
gem, feita com a ajuda do Departamento
de Estatistica Aplicada da Faculdade de
Higiene e Satude Publica, assinalou por
meio de sorteio, empregando a tabela de
ntmeros casuais, 15 dias do més de maio,
dias nos quais se ohteve mais ou menos
10 ml de sangue de tdédas as gravidas
que compareceram ao hospital. Cada
uma destas pacientes foi submetida a
uma Unica sangria, conseguindo-se um to-
tal de 784 amostras.

Os soros obtidos destas sangrias foram
todos guardados, sem serem inativados,
no congelador a —20°C até o momento
da prova.
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Cultura de células — As células RK-13,
linhagem de células de rim de coelho,
foram inicialmente obtidas do Instituto
Adolfo Lutz e submetidas a 30 repiques
no Laboratério de Virologia do Depar-
tamento de Microbiologia e Imunologia
Aplicadas da Faculdade de Higiene e
Saude Publica, antes de se iniciar a rea-
lizagdo das provas de sobro-neutralizacio.

Para a cultura destas células usou-se
como meio de crescimento o meio de
Fagle com 15% de séro de vitelo, séro
préviamente inativado a 56°C por 30 mi-
nutos, e as tripsinizagGes para subcultu-
ras foram realizadas com a mistura de
tripsina a 0,2% mais versene a 0,020.

Com a finalidade de preparar as cul-
turas de células em tubos, necessarias
para a realizacdo das provas de sbro-neu-
tralizagdo, foram preparadas culturas em
garrafas de Roux, semanalmente. As
garrafas eram incubadas a 37°C, duran-
te 7 dias, ao fim dos quais eram subme-
tidas a tripsinizacio da maneira descrita
acima. Cada garrafa de Roux proporcio-
nava aproximadamente de 120 a 150 tu-
bos contendo 200.000 células por ml. Os
tubos assim preparados eram incubados
em posi¢do estacionaria até atingir con-
fluéncia total (em geral do terceiro ao
quinto dia), apds o que se procedia a
troca do meio de crescimento para o
meio de manutengdo, que consistia de
meio de Eagle (LeerHOY!!, 1966) com
20 de s6ro de galinha (PArRkMAN et
alii*®*, 1964), préviamente inativado a
56°C por 30 minutos. FEsta troca de
meio foi sempre efetuada no dia ante-
rior ao da inoculagdo, nos tubos com as
culturas de células, com a finalidade de
se verificar a auséncia de contaminacdo
nos mesmos.

Virus da rubéola — O virus da ru-
béola usado no presente estudo foi a
amostra gentilmente enviada pelo Dr. J.
A. Dudgeon, correspondente a cepa de-
nominada “West Point”, com nimero de
referéncia RVRB-21, tendo sido submeti-
da a 16 passagens em RK-13, antes de
chegar ao nosso Laboratério e com um
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titulo de 10%5 DICTs, por ml Esta
amostra foi sub-cultivada quatro vézes na
linhagem de células utilizadas neste tra-
balho, atingindo apés éste periodo titu-
los que oscilaram entre 10%° e 10%3

DICT;, por ml.

Soros hiperimunes contra rubéola -—
Foram igualmente remetidos pelo Dr. J.
A. Dudgeon uma amosira de séro hipe-
rimune de coelho, com nimero de refe-
réncia R3/66 e com um titulo neutrali-
zante maior que 1/16 e um “pool” de
soros de convalescentes de rubéola com
um titulo neutralizante de 1/128.

Prova de neutralizaggo — A prova de
neutralizacio foi realizada empregando-se
diluigGes seriadas dos soros e dose cons-
tante de - virus. Embora ParkMan et
alii*® (1964) tenham descrito alteracdes
nos niveis de anticorpos segundo as di-
ferentes doses de virus a serem empre-
gadas, foi fixada a aliquota de virus con-
tendo 100 DICT;,, determinada por titu-
lagdo prévia, segundo as recomendagdes
de McCartHY, TayLor-RoBinson & Pir-

LINGER *? (1963); DubceoN, ButLer &
Protkin* (1964) e HurcHINsON &
Trompson® (1965). As diluicdes dos

soros realizaram-se em meio basal de
Eagle sem soro e a diluicdo de virus
para atingir a concentragio desejada efe-
tuou-se em meio basal de Eagle com 19
de albumina bovina (CHanGc & GEYER %,
1957 e PARkMAN et alii **, 1964).

Volumes iguais das diluigdes dos so-
ros nao inativados (McCartHY, TAYLOR-
Rosinson & PiLLiNgeR 2, 1963) e do
virus foram misturados e incubados a
37°C por uma hora, apés o que conser-
varam as misturas na geladeira 2 ho-
ras antes da inocula¢do. Para cada uma
das diluicbes dos soros, inocularam-se 2
tubos de RK,;, que apresentavam con-
fluéncia total e nos quais tinha sido co-
locado o meio de manutengdo da manei-
ra descrita acima. Cada tubo recebeu
0,2 ml da mistura séro-virus. A incuba-
¢do dos tubos inoculados realizou-se a
37°C, em posigdo estacionaria, realizan-

do-se as leituras no terceiro, quinto e sé-
timo dia, ao microscépio com um au-
mento de 84 vézes, a luz do dia, a fim
de determinar o efeito citopatico que
apresentassem as células.

O efeito citopatico da cépa do virus da
rubéola usada no presente trabalho é
aquéle descrito por DupceoN, BuTLErR &
ProTkin ¢ (1964), para o virus adapta-
do a RK,;. Segundo a descrigio déste
autor, no terceiro dia as células dos ex-
tremos da camada celular sofrem um ar-
redondamento, apresentando ao mesmo
tempo focos que podem ser apreciados
em t6da a extensdo da camada. Por vol-
ta do quinto dia, aproximadamente, as
culturas inoculadas apresentam muitos
focos com grandes acimulos de granula-
coes eosindfilas no citoplasma. No séti-
mo ou oitavo dia as areas déstes focos
ja se estenderam e a necrose celular apre-
senta-se avangada, aparecendo espagos li-
vres de células na camada celular. Para
a amostra empregada neste estudo o efei-
to citopatico mostrando desintegragio de
mais de 509 das células foi conseguido
entre o oitavo e nono dias, apresentan-
do-se a completa desintegracio da cama-
da celular entre os 10.° e 12.° dias, como
se pode ohservar nas fotografias apresen-
tadas. (Figs. 1 e 2).

O ponto final da titulagio é dado pela
mais alta dilui¢do ‘do sbro, que mostra
uma protecio parcial das células inocula-
das com a mistura séro-virus, ao fim
de sete dias, sendo expresso o titulo de
anticorpos presentes nesse soro como a
reciproca dessa diluigdo.

Aquéles soros que nfo mostravam ini-
bicdo da replicagdo viral na diluigdo de
1/4 foram considerados como desprovi-
dos de anticorpos (DupceoN, ButLer &
PLoTKIN %, 1964).

As células normais, nido inoculadas,
apresentam uma disposi¢do fechada de
células poligonais, mostrando cada célula
numerosos vactolos e ocasionalmente en-
contrando-se células multinucleadas ou
com grandes vactolos.
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Fig. 1
(Controle).
Coloracdo hematoxilina e eosina.

— Células RK 13 ndo inoculadas
Nove dias de incubacdo a 37°C.
250 X,

Os contréles realizados com cada uma
das séries de soros foram os seguintes:

— Controle do virus, inoculando 100,

10, le 0,1 DI50 em O,]. m];

— Contrdle de neutralizacdo positiva,
s0ro de convalescente de rubéola e
séro hiperimune de coelho;

— Contrdle da toxicidade dos soros,
inoculando os soros diluidos a 1/4.

RESULTADOS

Durante os dias em que foi realizada
colheita de sangue das mulheres gravi-
das, que freqiientaram o Ambulatério da
Casa Maternal Leonor Mendes de Bar-
ros, obtivemos 784 amostras, das quais
foram eliminadas 6, apresentando-se as-
sim Unicamente em tbédas as tabelas e
graficos os resultados de 778 soros.

Em se tratando de profissdo, 700
(89,3%) das gestantes -manifestaram es-
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Fig. 2 — Efeito citopatico do 9.0 dia nas

células de RK 13 inoculadas com a cepa

«West Point> de virus da rubéola. Colora-
¢ao hematoxilina e eosina. 250 X,

tarem entregues Unicamente as obriga-
¢bes de dona de casa, 70 (8,9%) decla-
raram serem empregadas domésticas, o

que perfaz um total de 770 (98,2%) e

equivale 4 quase totalidade da amostra.

Esta predominancia de mulheres dedi-
cadas a uma tnica ocupagio impede-nos
de tentar correlacionar as atividades das
pacientes integrantes déste estudo com o
nivel de anticorpos neutralizantes contra
rubéola. Todavia, segundo observaram
SEVER, NELsON & GILKESON 2° (1965) ao
estudarem os efeitos da epidemia de ru-
béola em 1964 nos Estados Unidos, as
donas de casa apresentaram a mesma in-
cidéncia de rubéola clinica que as mu-
lheres dedicadas a outras atividades.
N&o vemos razdes para que o mesmo fato
ndo se apresente em nosso meio.

A dificuldade de determinar a veraci-
dade das informacdes relativas ao estado
civil, nos levou a ndo incluir éste item
na avaliacio da imunidade contra a ru-
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béola. Unicamente com fins ilustrativos,
consignamos que, das 778 gestantes inte-
grantes de nosso estudo, 274 (35,22%)
declararam serem solteiras, 495 (63,63%),
casadas ¢ 9 (1,169%) declararam outros
estados civis,

Ao ser inquirida cada uma das mu-
lheres gravidas s6bre se tinha tido ou
ndo rubéola, a majoria ndo soube infor-
mar com certeza, existindo muitas que
nunca tinham ouvido falar sébre esta
doenca. Isto nos levou a deixar de lado
as informagdes coletadas sobre a histé-
ria da rubéola nas gestantes que integra-
ram a nossa amostra. Um fato que re-
afirma a procedéncia da nossa atitude
¢ o referido por SEvERr, ScHiFF & Huks-
NER ' (1964) que, ao estudarem a cor-
relagio entre o relato de rubéola ante-
rior e a presenca ou auséncia de anti-
corpos neutralizantes, referem que de 176
mulheres que afirmaram ter tido rubéo-
la, 150 (85,2%) apresentavam anticor-
pos e 26 (14,8%) niio mostravam anti-
corpos. Das 288 gravidas que declara-

ram nio ter tido rubéola, 234 (81,25%)
apresentavam anticorpos e 54 (18,75%)
nio apresentavam anticorpos.

Desde que GREEN et alii? (1965) de-
monstraram que voluntirios eram resis-
tentes a infecgbes artificialmente induzi-
das com virus da rubéola quando o nivel
de anticorpos neutralizantes contra ru-
béola no séro era de pelo menos 4 (di-
luicio 1:4), tomamos &ste nivel como de-
terminativo da presenca ou auséncia de
anticorpos.

Segundo éste critério,. das 778 mulhe-
res do nosso estudo, 600 (77,12%) apre-
sentavam anticorpos e 178 (22,88%) de-
notavam auséncia dos mesmos.

Das 600 que apresentavam anticorpos,
81,51% possuiam niveis que estavam en-
tre as diluicdes 1:4, 1:8 e 1:16.

Das 600 que apresentavam anticorpos,
81,51% possuiam niveis que estavam en-
tre as diluigbes -1:4, 1:8 e 1:16.

Na Tabela 1, onde apresentamos .a
distribui¢io das gestantes segundo a pre-
senga ou auséncia de anticorpos em cada

TABELA 1

Distribuicdo percentual das gestantes com e sem anticorpos neutralizantes,
segundo os grupos etarios

Titulo de anticorpos neutralizantes

Idade

(Anos completos) Total < 4 () 4 ou mais (2)
No % N.o %
15 — 19 141 29 20,57 112 79,43
20 — 24 255 62 24,31 193 75,69
25 — 29 168 38 22,62 130 77,38
30 — 34 120 21 17,50 99 82,50
35 — 39 74 18 24,32 56 75,68
40 — 44 20 10 50,00 10 50,00
Total 78 178 22,88 600 77,12
(1) Titulo << 4 = Sem anticorpos neutralizantes.
(2) Titulo de 4 ou mais = Com anticorpos neutralizantes,
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grupo etério, pode-se verificar que a fre-
qliéncia relativa apresenta pouca varia-
¢do entre os 15 e 39 anos, mostrando um
declinio acentuado no grupo etirio de

40 a 44 anos.

Na Tabela 2 apresentamos a distribui-
¢do dos diversos niveis de anticorpos em
cada um dos grupos etirios da amostra
examinada, assim como a distribuigdo
daquelas que nio apresentavam nivel de
anticorpos (titulo menor que 1:4).

Segundo se pode observar nesta tabe-
la, em cada um dos grupos etarios o per-
centual de individuos em cada nivel de
anticorpos vai decrescendo gradualmen-
te, com pouquissimas exce¢bes, & medi-
da que os titulos aumentam.

A Tabela 3 permite verificar, respecti-
vamente, a distribui¢do das gestantes com
e sem anticorpos em relacio a cor e a
distribuicdo das mulheres gravidas com
anticorpos em relacio a cor, podendo-se
observar que 79,149 das brancas apre-
sentam anticorpos neutralizantes conira a
rubéola. As gestantes pretas e pardas
apresentam quase © mesmo _percentual

(75,56% e 75,719, respectivamente)
com anticorpos e nas de cér amarela se
verifica que o percentual com titulo de

anticorpos & unicamente 71,439.

A distribuigdo dos diversos titulos neu-
tralizantes de anticorpos segundo a cér
da gestante é apresentada na Tabela 4,
onde se pode observar, para cada uma
das céres consideradas, o mesmo decli-
nio gradual da freqiiéncia relativa a me-
dida que os titulos de anticorpos vdo au-
mentando, com excegdo das pacientes de
cdor amarela, que apresentam resultados
que nao acompanham esta tendéncia.

DISCUSSAO

A possibilidade de se determinar o ni-
vel de anticorpos contra a rubéola me-
diante um teste de reconhecida seguran-
¢a, nos proporcionou a oportunidade de
verificar a prevaléncia dos anticorpos
neutralizantes contra rubéola num grupo
populacional das mulheres gravidas que
freqiientam a Casa Maternal Leonor Men-
des de Barros.

TABELA 3

Distribuicdo das gestantes com e sem anticorpos em relacdo a cor

Titulo de anticorpos neutralizantes

Cér Total <4 (1) 4 (2)
Ne % N.o %

Branca 350 73 20,86 277 79,14
Preta 90 22 24,44 68 75,56
Parda 317 77 24,29 240 75,71
Amarela 21 6 28,57 15 71,43
Total 778 178 22,88 600 77,12
(1) Titulo <4 = Sem anticorpos neutralizantes.

(2) Titulo de 4 ou malis

Com anticorpos neutralizantes.
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A prova da sdro-neutralizagdo, como
método de determinacio de nivel de an-
ticorpos circulantes, é técnica das mais
adequadas para esta finalidade, dada a
sua reprodutibilidade quando realizada
em condigbes rigorosamente padronizadas
e, freqiientemente, em sistemas celulares
que permitam a sua leitura através de
efeito citopatico.

Por outro lado, para inquéritos soro-
logicos de larga escala esta prova apre-
senta inconvenientes de ordem pratica
como o grande namero de tubos de cul-
turas de células a serem inoculadas (o
que envolve preparo de meios de cultura
e outras manobras préprias do processo
de cultivo de células “in vitro”) e a ne-
cessidade de se esperar pelo menos 7
dias para se obter os resultados. Faz-se
necessario estudar com mais detalhes a
correlagio dos resultados obtidos com esta
técnica com os apresentados por outros,
entre os quais se destaca a reagdo de ini-
bicdo da hemaglutinagio recentemente
descrita por STEWART et alii® (1967).

A determinacfo déstes anticorpos tem
como principal objetivo estabelecer o
grau de imunidade desta populagfo e ao
mesmo tempo avaliar os riscos a que se
encontram expostas as gestantes que fre-
qiientam éste hospital, quando no primei-
ro trimestre da gravidez, de contrair ru-
béola ao serem expostas a casos endeé-
micos, surtos esporadicos na comunidade
ou mesmo a uma epidemia.

E sabido que a infec¢do natural é se-
guida pela rapida apari¢io de anticorpos
nos individuos doentes, como foi demons-
trado por ParkmaN, BuescHER & Ag-
TENSTEIN '* (1962); SEVER, ScHIFF &
TrauB? (1962); SIGURDARDOTTIR et
ali?* (1963); VERONELLI; Maassa &
HenNEssy 26 (1962) ; WELLER & Neva 7
(1962) ; GREEN et alii? (1965); ScHIFF
et alii ® (1965) e SEVER et alii®® (1966).

E conhecido também que &stes anticor-
pos persistem por muitos anos (KRuc-
MAN & Warp?, 1958; ScHirr, SEVER &
HuesnEer Y7, 1963 ; ScHIFF et alii 18, 1965
e SEVER et alii®®, 1966).

E finalmente aceito que a infecgdo por
rubéola é seguida por uma imunidade
para a vida téda (ANDERsON?!, 1949;
KrucMAN et alii *°, 1953; SEVER et alii 23,
1966; ProTkiN, CoRNFELD & INGALLS %%,
1965 e GREEN et alii 7, 1965), muito em-
bora alguns indiquem a possibilidade de
reinfecgio por rubéola, o que sé seria
possivel de acontcer se a imunidade ndo
fosse duradoura (Broby?, 1966).

Esta correlagdo entre auséncia de anti-
corpos evidencidveis pelas técnicas usuais.
e suscetibilidade & infecgdo pelo virus
da rubéola foi referida por varios inves-
tigadores, ao observarem que individuos
que ndo apresentavam anticorpos eram
suscetiveis a doenca, enquanto que aqué-
les outros que possuiam anticorpos eram
resistentes (SEVER, ScHIFF & TrauB %,
1962). GREEN et alii? (1965) demons-
traram conclusivamente éste fato, assina-
lando ainda que o titulo para separar in-
dividuos suscetiveis daquéles outros con-
siderados imunes era o de 4. FEstes au-
tores observaram em 37 indivduos, por
éles considerados imunes (titulo de anti-
corpos de 4 ou mais), que nenhum déles
adquiru a doenca, enquanto que 46 dos
54 individuos por éles catalogados como
suscetiveis contrairam rubéola.

Em face das observagbes comentadas
anteriormente é que resolvemos iniciar as
nossas determinagbes de niveis de anti-
corpos neutralizantes contra rubéola na
diluicio 1:4 e a partir desta continuar
as diluicbes usando como fator 2. Es-
tas determinagbes nos forneceram os re-
sultados consignados nas Tabelas 1 e 2, nas
quais pode ser verificado que das 778 mu-
lheres gravidas participantes do nosso es-
tudo, 22,88% ndo mostraram anticorpos
nos seus soros e 77,129 apresentaram
titulos de anticorpos distribuindo-se da
seguinte forma: dilui¢io 1:4, 23,26%:;
1:8, 20,57%; 116, 19,02%; 1,32,
7,711%; 1:64, 141%; 1:128, 2,83% e
1:256, 2,32%; constatando-se .que nas
trés primeiras diluigSes estdo compreen-
didas 62,85% das gestantes. Os titulos
por noés encontrados estdo em concordan-
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cia com os determinados por todos os au-
tores de nosso conhecimente que aborda-
ram o problema da determinacdo de ni-
veis de anticorpos contra a rubéola.

Ao comparar os resultados obtidos no
grupo de mulheres gravidas de Sdo Pau-
lo, com os apresentados por outros pes-
quisadores, verifica-se que no grupo de
Sao Paulo, 77,129 mostraram niveis de
anticorpos e 22,889 nao os apresenta-
ram, enquanto que das 600 gestantes de
um grupo de hospitais dos Estados
Unidos (SEvER, ScHirF & HuesNER 2,
1964), em 82,59 foram verificados ni-
veis de anticorpos considerados proteto-
res e 17,5% ndo os apresentaram. Na
Inglaterra, Oxrorp'® (1966) assinala
igualmente para o grupc por éle estuda-
do que aproximadamente 24¢; das mu-
lheres gravidas ndo apresentaram anti-
corpos e GivaN, Rozee & Raobes’
(1965), no Canada, observaram a pre-
senca de 209 sem niveis de anticorpos
neutralizantes.

Por outro lado, ao se contrastar os re-
sultados obtidos neste trabalho com ou-
tros estudos, verifica-se que em mulhe-
res indias e esquimés do Alaska em 1964
a percentagem de individuos sem anti-
corpos neutralizantes era de 18%, muito
proximo dos resultados apresentados no
paragrafo anterior, enquanto que num
grupo de 50 mulheres de Hawalii, estuda-
do no mesmo ano, 44,49 ndo apresenta-
vam niveis de anticorpos (SEVER, ScHIFF
& Hueener #, 1964). Outros grupos po-
pulacionais do mesmo Hawaii, referidos
por SEVER et alii?® (1965), ddo para o
Hospital Kaiser, de Honolulu, 589, e
para Hilo, 7192 de gestantes sem anti-
corpos neutralizantes.

No sul do Japdo a incidéncia observa-
da de mulheres sem anticorpos foi de
349% e segundo os relatos preliminares
referidos por SEvEr? (1967), a percen-
tagem de mulheres sem titulo de anticor-
pos neutralizantes contra a rubéola nas
Filipinas foi de 3%; na Nigéria Orien-
tal, 21%; em Togo, 11%; na Tailandia,
13% e na Tchescoslovaquia, 39.
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Estas marcadas diferengas entre a in-
cidéncia de mulheres sem anticorpos
neutralizantes nas diversas comunidades,
mostram a necessidade de se determinar
os niveis de anticorpos em cada local,
ainda que a comparagio destas freqiién-
cias relativas seja muito grosseira, desde
que se carece de dados referentes aos
grupos etarios integrantes de algumas
das amostras, assim como da coér das
mulheres participantes déstes estudos, o
que parece ter influéncia s6bre os niveis
de anticorpos.

Consideramos que hi um outro fator
que pode estar influenciando esta grande
variagio dos resultados dos diversos pes-
quisadores que determinaram o nivel de
anticorpos contra rubéola e que é o re-
ferente ao estado sécio-econémico. Acre-
ditamos que a nossa amostra seja muito
homogénea neste aspecto, uma vez que
todas as gestantes participantes déste es-
tudo sfo pessoas que freqilentam hospi-
tais’ beneficientes. N&o existem maiores
informacbes sobre éste particular nas
observagbes dos diversos autores consig-
nados neste trabalho,

A relagdo entre grupos etdrios e niveis
de anticorpos contra a rubéola foi obser-
vada nos Estados Unidos por SEVER,
Scurrr & HuesBNer #* (1964), referin-
do que no grupo etirio de 14 a 19 anos
a freqiiéncia de pacientes com anticor-
pos era de 74,8%; no de 20 a 25 anos,
79.4%; no de 26 a 30, 86,2% e no
de 31 a 44 anos, 89,19, assinalando
que a freqiiéncia de pacientes com niveis
de anticorpos aumentava a medida que
aumentavam as idades.

Posteriormente, outros pesquisadores
estabeleceram os niveis de anticorpos
para diversas populages e assim no Ca-
nada, Givan, Rozee & RuobpES® (1965)
observaram que na diluigio 1:6, aos 14
anos, 609 apresentavam anticorpos, aos
19 anos, 709% e aos 24 anos, 809% e
que nos grupos de acima de 24 anos
esta proporcido permanecia constante.
Mas, ao fazer as mesmas determinagbes
na diluigdo 1:24, observaram que os ni-



COTILLO Z., L. G. — Anticorpos neutralizantes contra rubéola num grupo de gestantes

de Saoc Paulo.

Rev. Satde publ, 2(1):29-43, jun. 1968.

veis paralelos até os 19 anos, no grupo
de 20 a 24 anos ia diminuindo até apre-
sentar Unicamente 209 de individuos
com anticorpos neste nivel no grupo de
35 a 40 anos.

SEVER et alii #® (1965) em um estudo
sorolégico de 268 pessoas do Condado
de Montgomery, Maryland, determina-
ram que a freqiiéncia de anticorpos con-
tra a rubéola aumentava de aproximada-
mente 35% no grupo de 1 a 10 anos
até 85% em individuos de 16 a 25 anos.
encontrando-se esta mesma percentagem
também em grupos de mais idade.

Oxrorp '* (1966) ao determinar os
niveis de anticorpos neutralizantes con-
tra rubéola em individues de Sheffield,
na Inglaterra, encontrou no grupo de 1
a 4 anos, 21,4% de soros com anticor-
pos nas diluicbes de 1:8 e maiores; no
grupo etario de 5 a 10 anos, 66,19 nas
mesmas dilui¢bes; no grupo de 12 a 16
anos, 68,19 ; de 16 a 25 anos, 76.5%:;
de 26 a 40 anos, 76.6% e de 60 a 86
anos, 49.2¢ de individuos com anticor-
pos neutralizantes. E de se fazer notar
que a amostra estava integrada por mu-
Theres gravidas nos grupos de 16 a 25
anos e de 26 a 40 anos.

Quando o mesmo autor considerou uni-
camente os individuos cujos soros apre-
sentavam anticorpos nas diluigoes de 1:40
ou mais a variagdo percentual foi, para
o grupo de 1 a 4 anos, 2,4%; de 5 a
10 anos, 42.8%; de 12 a 16, 21.6%; de
16 a 25, 35.3%; de 26 a 40. 175 e de
60 a 86 anos, 13,89 de individuos com
anticorpos nessas diluigdes.

No presente trabalho, os resultados en-
contrados nas determinagbes de anticor-
pos nos soros das 778 gestantes, com uma
idade média de 25,6 anos, permitem
verificar que no grupo etirio de 15 a
19 anos a frequéncia de pacientes com
anticorpos nas diluigdes de 1:4 ou mais
era de 79,439 ; no grupo de 20 a 24
anos, 75,69%; no de 25 a 29, 77,38%:;
de 30 a 34, 82,50%; de 35 a 39,
75,68% e de 40 a 44, 44,50%.

A comparagio dos resultados obtidos
em cada grupo etario da amostra exami-
nada, nos permite verificar que os per-
centuais das idades compreendidas entre
15 a 39 anos sdo muito préximas, sendo
que o grupo de 40 a 44 anos apresenta
um percentual notadamente menor de
pacientes com anticorpos. Esta discordan-
cla demonstrou-se estatisticamente signi-

ficativa ao nivel de 0,01 (Gorp ¢, 1962).

Entretanto, o pequeno ntmero de in-
dividuos integrantes déste grupo etario
de 40 a 44 anos, faz-nos sentir a neces-
sidade de se ampliar os estudos sébre
nivel de anticorpos nestes grupos de mais
idade, a fim de se confirmar ou nao
esta discordancia e tentar determinar as
causas que originam esta diminuigdo dos
niveis de anticorpos neutralizantes,

Ao examinar cada um dos grupos eta-
rios em relagdo aos niveis de anticorpos.
poedemos observar que a maioria das ges-
tantes de cada um déstes grupos apre-
senta titulos de 1:4 e 1:8, o que con-
corda com os resultados encontrados por
outros pesquisadores, oferecendo a possi-
bilidade de ser a resposta imunitaria nio
muito intensa a infecgdo provocada pelo
virus da rubéola ou da pouca sensibili-
dade dos métodos empregados na sua
determinacdo.

Ao considerarmos a relagio dos grupos
etarios com os niveis de anticorpos neu-
tralizantes, pode ser verificado que no
grupo de gestantes de Sdo Paulo, com
idades de 15 a 19 anos, a percenlagem
de individuos com anticorpos foi de
79,43%, enquanto que para um grupo
de mulheres gravidas do territério conti-
nental dos Estados Unidos, com idades
de 14 a 19 anos, a mesma percentagem
foi de 74.8% (SEvEr, Scuirr & Hugks-
NER ?, 1964).

Para o grupo de 20 a 24 anos, o nosso
estudo obteve como resultados, 75,69%%
de individuos com nivel de anticorpos e
o dos Estados Unidos, para o grupo de
20 a 25 anos, encontrou 79,4%. A di-
ferenca é mais marcante ao se coniron-
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tarem os resultados obtidos em S&o Pau-
lo para o grupo de 25 a 29 anos, que
apresentou 77,3% de gestantes com an-
ticorpos, uma vez que para um grupo se-
melhante de 26 a 30 anos, nos Estados
Unidos foi observado um percentual de
86,2% de mulheres com anticorpos.

A diferenca se acentua muito mais ao
se compararem os resultados déstes dois
estudos para os grupos etarios de 30 a
44 anos que, em Sdo Paulo mostra 77,15
de individuos com anticorpos, enquanto
que nos Estados Unidos o grupo de 31
a 44 anos apresentou 89,1% de gestan-
tes com anticorpos.

Ao relacionar os resultados obtidos
neste trabalho com os apresentados nas
mulheres gravidas de Sheffield referidos
por Oxrorp ** (1966), verificamos que
no grupo de 15 a 24 anos, 77% apre-
sentam anticorpos na nossa amostra, en-
quante que no grupo de 16 a 25 anos
do estudo realizado na Inglaterra, 76,5%
mostraram niveis de anticorpos. No gru-
po de 25 a 39 anos, as gestantes de Sdo
Paulo apresentaram 78,79 de indivi-
duos com anticorpos neutralizantes e as
da Inglaterra, do grupo de 26 a 40 anos,
76,6%.

E de se fazer notar que os grupos eti-
rios, embora muito préximos, nio foram
exatamente iguais.

SeEver, Scuirr & HuesNEer 2! (1964)
analisaram a {reqiiéncia de anticorpos
em mulheres gravidas com relagio a cor
nos Estados Unidos. Das 600 mulheres
grividas por éles examinadas, “241 eram
de cOr branca, 292 de c6r preta e 67
porto-riquenhas”. A idade média de ca-
da um déstes trés grupos foi de 25,9
anos, 25,3 anos e 25,6 anos, respectiva-
mente. Assinalaram que das gestantes
brancas, 86,3% apresentavam anticorpos;
das mulheres gravidas de cér preta,
79,4% mostravam nos seus soros titulos
de anticorpos e nas porto-riquenhas, 82%
possuiam nivel de anticorpos. Esta di-
ferenca foi estatisticamente significativa
ao nivel de < 0,05 para os anticorpos
neutralizantes contra rubéola apresenta-
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dos nas populagbes de gestantes de cor
branca e gestantes de cdr preta. Eles
assinalaram igualmente que os fatores
responsaveis por essa mais alta freqiién-
cia de individuos sem anticorpos neutra-
lizantes ao serem comparados com as ges-
tantes de c6r branca, nio puderam ser
esclarecidos.

Na amostra por nés estudada, das 350
gestantes de c6r branca, com uma idade
média de 25 anos, 79,149 apresentaram
anticorpos; das 90 pacientes de cor pre-
ta, com idade média de 26,1 anos,
75.56% possuiam anticorpos; das 317
mulheres gravidas de cbr parda, com
idade média de 26,1 anos, 75,719% mos-
travam niveis de anticorpos e das 21 ges-
tantes de cor amarela, com idade média
de 29,1 anes, 71,439 possuiam niveis
de anticorpos.

Estas freqiiéncias relativas ao serem
submetidas ao tratamento estatistico mos-
traram-se ndo significativas ao nivel de
0,01. Isto discorda dos resultados de
Sever, ScuirFr & Huesner 2 (1964).
que encontraram diferencas significativas
entre as gestantes de cor branca e as de
cor preta. Em todo caso, nio se pode
deixar de observar que as pacientes de
cor amarela foram as que apresentaram
a menor freqiiéncia relativa, embora a
amostra fésse de nimero muito pequeno,
e as mulheres gravidas de cor preta e
parda apresentaram percentuais quase
totalmente idénticos, diferindo da fre-
qiiéncia relativa observada nas gestantes
brancas.

Esta diferenga por nés encontrada pode
ser atribuida ao fato de ndo serem éstes
quatro grupos homogéneos em relagio a
idade, uma vez que constatamos que as
gestantes de cdr amarela apresentaram
idade média mais alta que os outros gru-
pos, conforme pode ser verificado na Ta-
bela 4. Ao mesmo tempo, as gestantes
de cor branca foram as que mostraram
a menor idade média.

Por outro lado, parece ser necessaria
a determinagio das respostas imunita-
rias em cada comunidade para se verifi-
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car se éste fato, de diferente suscetibili-
dade a acdo do virus da rubéola, guarda
relagdio com a cdr; ou se depende de
algum fator ainda ndo estabelecido, uma
vez que todos os estudos anteriormente
telatados ao abordar éste problema mos-
traram resultados discordantes.

Um fato que desperta a atengdo é o
encontrado na Tabela 4 ao examinar o
grupo integrado pelas gestantes de cor
amarela. Verifica-se que no nivel de
1:4, estdo 9,529p das gestantes déste
grupe; no nivel de 1:8, 23,81%; no de
1:16, 23,81%; no de 1:32, 9,52% e no
de 1:128, 4,77%. Embora éste grupo
fosse muito pequeno, nio permitindo, por-
tanto, chegar a afirmagGes conclusivas,
parece que a presenga de poucos indivi-
duos com niveis altos de anticorpos neu-
tralizantes, indicaria diferenga de susce-
tibilidade em relagio ao virus ou elimi-
nacdo mais acelerada dos anticorpos pro-
tetores, nas gestantes desta cOr.

CONCLUSOES

As observagles apresentadas anterior-
mente permitem indicar algumas conclu-
sbes no que se refere ao estado imunita-
rio contra a rubéola na populagdo estuda-
da, assim como sbbre os métodos utili-
zados na sua determinacao.

1. Em inquéritos epidemiologicos de
larga escala, a prova de sdro-neutraliza-
gio apresenia inconvenientes de ordem
pratica pelo que se faz necessirio estudar
mais amplamente a correlagio dos resul-
tados desta técnica com aquéles forneci-
dos por outras, entre as quais se destaca,
sem divida, a reagdo de inibicdo da he-
maglutinacao.

2. A amosira estudada no presente
trabalho, representativa da populagio que
freqiienta a Casa Maternal Leonor Men-
des de Barros, apresenta caracteristicas
de homogeneidade no que se refere ao
aspecto socio-econdémico.

3. No grupo estudado, a presenca de
22,889% de gestantes desprovidas de an-
ticorpos neutralizantes em nivel conside-
rado protetor, permitiria indicar que em
téda a populacio de nivel sécio-econdmi-
co semelhante, residente no municipio de
Sdo Paulo, devera existir nimero de indi-
viduos suscetiveis & doenga suficiente para
que exista a probabilidade de se apre-
sentar elevado nimero de casos nos pré-
Ximos anos.

4. Nos cinco grupos etirios compre-
endidos entre 15 a 39 anos foram reve-
ladas freqiiéncias aproximadamente iguais
de mulheres gravidas sem anticorpos,
elevando-se notadamente no grupo etario
de 40 a 44 anos. Isto faz com que re-
comendemos um estudo mais aprofunda-
do dos niveis de anticorpos nos grupos
etarios acima de 40 anos.

5. As gestantes de cdér branca pare-
ceriam ser mais suscetiveis & infec¢do
pelo virus da rubéola, verificando-se que
a menor prevaléncia estaria no grupo de
mulheres gravidas de cbér amarela. No
entanto, estas diferencas nio foram esta-
tisticamente significativas, ainda que es-

. tudos apresentados por outros autores te-

nham revelado valores significativos no
que se refere a suscetibilidade & rubéola
em relagio a cér.

6. E preciso realizar determinagdes
dos niveis de anticorpos contra a rubéola
em amostras representativas de tddas as
idades dos habitantes do municipio de
Sdo Paulo, para se conhecer a realidade
sObre -a incidéncia da infeccio nesta lo-
calidade, assim como determinar.a ne-
cessidade ou ndo de vacinagdo nos gru-
pos expostos ao maior risco pelas infec-
¢bes a rubéola, isto é, as gestantes quan-
do no primeiro trimestre da gravidez.

SUMMARY

Levels of neutralizing antibodies against
rubella were determined on 778 pregnant
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women attending the Outpatient De-
partment of the “Casa Maternal Leonor
Mendes de Barros”. Of the 778 women,
600 had titers of 4 and over (dilution
1:4). The total group presented an av-
erage age of 25.6 years. For the 15 to
19 years group, 79.43% of the patients
had titers of 4 and over; in the remain-
ing groups the corresponding percentages
were: 20 to 24 years, 75.69%; 25 to 29
years, 77.38%3; 30 to 34 years, 82,50%;
35 to 39 years, 74.58% and 40 to 44
years, 50.00¢z. Comparison of these re-
sults shows that percentages of positivity
at ages between 15 and 39 years are very
similar but those of group 40 to 44 years
are markedly lower. The difference is
statistically significant at the level of
0.01. Regarding the color, 79.149 of
the 350 white females, 75.56% of the
90 negro females, 75.719% of the 317
halfbreeds and 71.43% of the 21 yellow
females (japanese) showed antibodies at
the above mentioned level. For epide-
miologic surveys, on large scale, the neu-
tralization test presents certain practical
disadvantages, which renders ample study
of correlation of the resulls of this test
with those of other tests (among which
haemagglutination inhibition test stands
out) necessary.
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