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Provas de imunizacio e neutralizagio cruzadas
entre o virus neurotrdépico da febre amarela classica
e o virus isolado de doentes de febre amarela silvestre
na epidemia de 1936-1937, no Estado de Sdo Paulo. (*)

DR. LUCAS DE ASSUMPCAO

CHEFE de SERVICO do INSTITUTO
DE HIGIENE DE SAO PAULO

Apds o aparecimento no Vale do Canaan, municipio de Santa Tereza,
Estado do Espirito Santo, em marco de 1932, de uma nova modalidade de
febre amarela, estudada por SOPER (1) e seus eolaboradores e denominada
febre amavela silvestre, surgin uma epidemia de enfermidade idéntica no
Estado de S. Paulo. nos anos de 1936 e 1937.

A febre amarela silvestre fol descrita como sendo a febre amarela das
zonas rurais, silvestres ¢ fluviais, mas sem o concurso do Aedes aegyptr.
Enconirada principalmente no interior das matas ou em suas priximidades,
ela ¢ extra-domiciliar, ndo sendo o homem o fator de importancia na perma-
nénecia do seu estado endémico ou na disseminacio do virus; por consequéncia
apresenta quadro epidemiolgico diferente do da febre amarela urbana e
mesmo rural cujo transmissor é o Aedes Aegypti. Nestas a doenca é essencial-
mente domicilidria e o homem fator importante na sua manutencio, que depende
do eciclo homem-mosquito-homem.

Entre n6s existem clinicos. higienistas e bacteriologistas que néo acreditam
na identidade etiolégica dessas duas moléstias.

BRUNO RANCGEL PESTANA (1938) (2) em seu erudito trabalho “Consi-
deracoes epidemiologicas a respeito da febre amarela silvestre”, conclue com as
seguintes palavras: “Das consideracdes feitas por nés ¢ no estado atual da
¢icneia, podemos conelnir que a moléstia que hoje reina no Estado de S. Paulo,
nfo ¢ a mesma febre amarela elissica ndo devendo, portanto, ser registrada
no nosso obituario como tal”. O A. achoun insuficientes as provas apresentadas
para que se pudesse afirmar a identidade da febre denominada febre amarela
silvestre com a febre amarela elissica.

Nesse trabalho diz ainda BRUNO RANGEI PESTANA “Nada conhe-

cemos publicade a respeito das qualidades do virus da febre amarela silvestre
e da sua relacio da imunidade e¢ruzada com o virus da febre amarela classica”.

(*) — Trabalho apresentado A4 Associa¢io Paulista de Medicina (Sececdo de Higiene
¢ Medicina Tropieal), em 4-8-1943.
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“A nfo ser as ligeiras referéncias feitas por Soper e as de agora por
Lucas de Assumpcio, do Instituto de Higiene, que em nota prévia comunica
ter isolado um virus de doente da zona onde reina, no Estado de Sfo Paulo,
a moléstia chamada por Soper de febre amarela silvestre, nada encontramos
na literatura sobre os virus isolados como sendo fator etiologico da febre
amarela silvestre, no que concerne as relacdes de imunidades cruzadas, para
prova de identidade do virus”.

De fato, por se tratar de uma nova modalidades da febre amarela,
seria conveniente que se publicasse alguma cousa sobre esse virus, o que
se nfo tem feito até esta data.

Para a identificacio de um virus ¢ preciso em primeiro lugar estudar
as suas propriedades gerais, filtrabilidade nas diversas velas e nas membranas
de colédio, ultrafiltracio em membranas graduadas; a sua conservaciio, rvesis
téncia e aclo sobre ele dos antisséticos ete.. Passar em segnida ao estudo das
leseds especificas, podendo as lesdes histopatologicas caracterizar um virus.
Inocular esse virus em variadas espéeies de animais e de diferentes modos;
fazer provas de imunidade com diversos virus semelhantes e, entre as mais
importantes de todas, — as provas de imunidade eruzada.

SOPER e seus colaboradores, ao apresentarem a moléstia silvestre desco-
berta no Vale do Canaan, identificaram perfeitamente o mal. como sendo
febre amarela, pelas sunas manifestacdes clinicas, anatomopatologicas e pelo
isolamento do virus em macacos e camondongos. Se ndo publicaram estudos
minuciosos sobre todas as propriedades do virus isolado fol — a nosso ver —
por julgarem desnecessirio, visto terem verificado que o virus isolado dos
doentes de febre amarela silvestre era idéntico ao da febre amarela eclassica.

Quanto a doenca, ndo ha, praticamente, diferenca entre a febre amarela
classica e a febre silvestre. Como disse Aragio (3) “O consenso quasi geral
dos médicos que tém observado cuidadosamente a moléstia silvestre e especial-
mente dagqueles que lidaram com a antiga febre amarela das cidades, em outros
tempos, é que a moléstia silvatica nfo se diferencia da urbana transmitida
pelo estegomya, quer pelas suas manifestagdes clinicas, quer pelas lestes anatomo
e histopatolégicas, ou pelas reacdes de imunidade ete., e que tdo somente a
epidemioligia é muito diferente num e noutro caso. Ha quem alegue ser a
moléstia silvestre mais benigna que a antigamente verificada nas cidades, o que
a observaciio dos surtos atuais nfo justifica muito e, mesmo que assim sucedesse,
nio seria argumento decisivo para se considerar, s6 porisso, as moléstias
diversas, da mesma forma que nflo sio diferentes a escarlatina e a difteria
no Rio e Sdo Paulo, embora sejam muito mais benignas na primeira do que
na segunda dessas cidades”.

Quanto ao estudo anatomo-patolégico das lesdes apresentadas pelo figado
nos casos de febre amarela silvestre, o DR. JOAO MONTENEGRO (4). no
Instituto. Bacteriologico de S. Paulo, onde examinou cento ¢ oitenta e dois
figados suspeitos dessa moléstia, chegou ao seguinte resultado: *Coneluimos
que as lesdes hepéiticas da febre amarela silvestre sfo idénticas as da febre
amarela urbana”.

No surto epidémico de febre amarela silvestre que ocorreu mo Estado
de Sdo Paulo, em 1936-37, tivemos ocasio de isolar, de doentes suspeitos, nm
virus que se comportou em camondongo como o virus da febre amarela c¢lassica:
nfo patogéniea para esses animais em inoculacdes subcutinea e intraperitonial,
mas neles produzindo encefalite mortal quando inoculado no eérebro. Nio
se mostron tambem patogénico para coetho e cobaias gquando inoculado no
periténio ou sob a pele. Este virus sé era isolado do sangue dos doentes nos
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prinieiros dias da doenca, sangue que se mostrava esteril nos diversos meios
aerdbios e anaerébios semeados. Verificamos a sua filtrabilidade em velas
Berkefeld, Chamberland e filtros eits.

Logo c¢om a primeira fonte obtida desse virus, isolada em 10-VIII-937,
do doente P. B. de Rocinha, fizemos — como se vé em nosso trabalho anterior
(d) — provas imunitarias que ja nos permitiram supor tratar-se do virus da
febre amarela: o virus isolado desse doente foi nautralizado por um soro
amarilico imune fornecido pelo Rockefeller (I. P. 113) e tambem por outro
sorg imune de nma das pessdas por nos vacinada no Instituto de Higiene (*) com
o virus neurotropico da febre amarela; de outro lado, o soro desse doente,
apos restabelecimento, neutralizou o virus neurotrépico da febre amarela, como
pode ser visto nos protocolos das provas de protecio desse nosso trabalho (loe.
¢it.). Tsso quer dizer que fizemos com o virus da febre amarcla e aquele por
nés isolado em Sao Paunlo, uma verdadeira prova de imunidade cruzada.

Tambem. em prova de protecio intracerebral (6) tivemos ocasifio - de
verificar que um soro imune amarilico nautralizou, em idénticas condicdes, o
virus neurotrépico da febre amarela e o virus isolado do nosso doente
P. B.ne* 2

Para completar os estudos que estavamos fazendo, entregamos, naquela
‘poca, ao Dr. P, (. ANTUNES, nosso companheiro de Instituto, virus isolado
de dois casos, para que cle verificasse o sen comportamento em macacos rhesus;
e nos nos incumbimos das provas de proteciio, que constam do trabalho no qual
mais tavde publeamos as provas de protecio feitas durante a epidemia (7).

Em nota apresentada a Soe. Paulista de Medicina (8) o Dr. Antunes
conclue: s experiéneias que acabamos de resumir sumariamente, evidenciam
que o virus em questio se comporton de maneira idéntica ao da febre amarela
urbana quando inoculado em rhesus”. “0O soro desses animais que antes da
inoculaciio niao continha anticorpos, apds a mesma protegem os camondongos
moculados com o virus nearotrépico”. “Além disso, a presenca do virus foi
evidenciada no sangue circulante dos animais, do 3. ao 6.° dia apds inoenlaclo,
matando os camondongos no prazeo e com os sintomas que os mesnos apresentam
quando injetados intracerebralmente com o virus urbano”.

Nada mais conhecendo publicado sobre o assunto, resolvemos eontinuar
os estudos sobre esse virus. pois conservamos até esta data, em nosso laboratério,
as fontes isoladas dos doentes ns. 2, 8, 10 e 12,

Destas, o fonte . I. R. n.* 12 é a mais importante, por ter falecido o
doente e o exame histopatologico do figado ter revelado o quadro da febre
amarela. ecomo se pode ver no primeiro trabalho que publicamos sobre o virus
da febre amarela stlvestre (loe. cit.).

PARTE EXPERIMENTAL

I — TImunizacfio de camondongos, cobaias e coelhos.

1) Amostras de virus:

a) Virus neurotrépico da febre amarela clissica (I, 654).

b) Fonte D 2, por nds isolada em 11-11-1937, do doente P. B.,
n.® 2 de Rocinha, suspeito de febre amarela silvestre. Deste
doente, apds o seu restabelecimento, foi-nos enviado soro para
prova de protecdo, que den resultado positivo.

(*) — Vacinas preparadas pela Fundacdo Rockefeller.
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¢) Fonte D 12, por nds isolada em 3-1V-1937, do doente P. 1. R.
de Parnaiba, suspeito de febre amarela silvestre. Este doente
faleceu, sendo positivo o exame histopatoldégico do figado que
revelou o quadro da febre amarela.

2) Imunizacio de camondongos:

Foram imunizados camondongos suicos, criados no Institute de Hielene,
com 40 dias de vida. Faziamos 3 injecoes intraperitoniais de virus, com 10-13
dias de intervalo: 1.2 injecio 0,5 ce. do virus diluido a 1/15, 2.2 e 3. injecies
0,5 ec. da diluicdo a 1/10. O virns empregado foi sempre suspensio em sol.
fisiolégica de cérebro de camondongo moribundo com encefalite.

Quinze dias apés a Gltima injecdo eram usados nas provas para veri-
ficacfio da imunidade.

Apesar dos camondongos adultos geralmente serem insensivels ao virus
da febre amarela inoculado no peritonio, por se conhecer, desde os estudos
iniciais de THEILER (1930) que esses animais sdo suseeptivels ao virus
amarilico apenas quando este ¢ inoculado 110 sistema nervoso, constatanios, nas
nossas imunizacoes, a morte de diversos camondongos que ndo atribuimos a
defeitos de téenica. Alguns apresentavam encefalite nitida, mostrando paralisia
do trem posterior, com passagem positiva do material do ¢érebro, em inoculacoes
intracerebrais em outros camondongos, Tratando-se de camondongos muitos
novos, ¢ possivel gue neles ainda ndo estejumm suficientemente desenvolvidas
as barreiras que nos adultos impedem que ¢ virus civeulante possa localizar-se
no tecido nervoso. Em camondongos adultos, para se obter a encefalite mortal,
tem-se que inocular o virus diretamente no eérebro. Quando a inoculacio ¢
feita por via extraneural o virus em cireulagio muito raramente produz ence-
falite, por se nio localizar no tecido nervoso. a nfio ser que ai o flxemos pela
inoeculacio preliminar de goma mno eérebro, como se faz na prova de protecin
intracerebral em camondongos.

3) lmunizagio de coelhos:

Os coelhos fazem parte dos animais que se mostram insensiveis ao virus
da febre amarela por qualquer via que seja noculado. \ssim tambenr, entre
outros, os seguintes animais: cavalo, asno, cachorro. gato, furio. ete..

Geralmente esses animais, ue nio reagen, apresentiam o Virus no sangue
circulante durante alguns dias, sendo de grande lmportincia ainda o fato da
inoculacio de virus nesses animais provocar a producdo de anticorpos facilmente
evidenciaveis pela prova do sero-neutralizacio. Quer se inocule nesses animais
o virus natural (pantrdpico) como o virus moedilicado (viscerotropico ¢ neuro-
tropico), aparecem os niesmos anticorpos e gue sao capazes de neutralizar
indiferentemente qualquer desses virus.

Foram tomados coelhos de 1.800 grs. a 2.000 grs. de peso. As inoeulacoes
para imunizacio foram feitas no peritonio. com intervalo de 13 dias. a 1.* com
um cérebro de camondongo com encefalite, a 2.0 com dois cérebros e a 3.2
tambem cont dois c¢érebros, sempre triturados em gral, com dgua [isiologica,
Para se obter o soro usado nas provas a sangria cra leita 50 dias apds a
altima injecio. Nenhum coelho ficon aparentemente Jdoente.

Para controle tambem imunizamos nm coelho nas mesmas condicoes, mas
injetando apenas cérbero de camondongo normal.

4) TImunizacio de cobalas:

As cobalas sflo insensivels ao virus da febre amarela inocilado por
via extraneural. Mas STAFANOPOULO conseguin infecdo experimental ino-
culando o virus neurotrépico por via cerebral. Tambem se consegue infecdo
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por essa via com o virus oriundo diretamente de macacos. Apds inoculacio
intracerebral as cobaias apresentam moléstia comparavel a dos camondongos —
sintomas de encéfalo-mielite. Mas a passagem de cobaia a cobaia vai diminuindo
a viruléneia do virus, o contrario do que se observa nas passagens de camon-
dongo a camondongo.

Tomamos cobaias de 350 a 400 grs. de peso, fazendo nelas trés ino-
culacdes intraperitoniais, com intervalo de 13 dias. As doses foram de meio
cérebro, um cérebro, e a Gltima tambem de um cérebro.

As sangrias foram feitas 30 dias apds a 0ltima injegiio. Nenhuma ficou
doente no correr da imunizacio.

I — Provas de imunizacio cruzada.

Em uma primeira série de experiéncias tomamos 11 camondongos imu-
nizados com o virus neurotrépico da febre amarela classica ¥ 654 e 18 camon-
dongos normais, estes servindo de testemunhas e sendo da mesma idade (pouco
mais ou menos trés meses) dos imunizados. A mesma diluicdo do virus D 12
a 1,/2000 foi inoculada nas duas séries de camondongos, inoculacio intracerebral
de 0,03 cc. — prova n. 1. A prova n.® 2 é uma repeticio da n.° 1, feita com

QUADRO N.° 1

Provas em camondongoes imunizados com o Virus Neurotrépico da Febre
Amarela F 654.

[

g VIiRUS RESULTADOS
] DILUICOES | NUMERO | N2 DE N® DE | PERCENTA-
g PROVAS AMOSTRAS | pos vIRUS | DE CAMONDON - | CAMONDON-| GEM DE
& cor: INOCULADAS | INOCULADOS | CAMONDON-| DOS MORTOS | D0S SOBRE-\ SOBREVI -
EN GOS  |C/ENCEFALITE| VIVENTES | VENTES
RESISTENCIA AQO VIRUS INOCULADO NO CEREBRO™*
CAMONDONGOS 2 i 0 0
IMUNJZADOS ¢/ F 654 _—
| / b 2000 0 100
CAMONDONGOS NORMALS {
PROVA TESTEMUNHA D12 — 18 15 e 13
2000
CAMONDONGOS |
IMUNIZADOS ¢/ F 654 D2 e 12 0 12 {00
5 2000
C/},/’gg/*;DO/\éGOS NOﬁMA/S D12 | 12 " |
STEMUNH, —
VA TESTEM A 2600 8 r
CAMONDONGOS |
IMUNIZADOS ¢/ F654 | D 2 vy 10 2 8 80
3 2000
CAMONDONGOS NORMALIS 1
PROVA TESTEMUNHA D2 —_— 10 10 0 0
2000
RESISTENCIA AO VIRUS INOCULADO NO PERITONIO E GOMA NO CEREBRO* *
CAMONDONGOS
IMUNIZADOS ¢/ F 654 D1z | 15 % 7 0 7 100
4
CAMONDONGOS NORMAIS
PROVA TESTEMUNHA D2 15 % 6 6 0 0
X quentidade 1roculada: 0,03 ee. . . I
X X /noculzedo intracerebral 'de 0,03 ec. de So/ de goma a 2% e intreperitonisl de O, 4cc de
virvs a /5 %
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12 camondongos imunizados e 12 normais. Ainda nesta primeira série de
experiééngias fizemos a prova n.° 3 em que os camondongos imunizados com o
virus ' 654 sfo inoculados com o virus da fonte D 2 (10 camondongos imu-
nizados e 10 testemunhas).

Como se vé no quadro n.° 1, em que resmnimos essas provas, nio morreu
‘nenhum dos camondongos imunizados com o virus F 654 e inoeculados com
dose seguramente mortal do virus da fonte D 12, dose que matou, praticamente,
90% dos testemunhas.

Tambem os camondongos imunizados com o virus F 634 resistiram
(80%) a inoculacdo do virus da fonte D 2, que matou todos os testemunhas.
E o que se vé na prova n.° 3 do quadro 1.

Nestas primeiras provas verificamos a resisténcia de comondongos imu-
nizados & inoculacdo intracerebral de virus, resultando que camondongos
vacinados com o virus neurotrépico da febre amarela clissica ficam imunes
as duas fontes D 12 ¢ D 2 de virus isolado ‘de dois doentes de febre amarela
silvestre.

Na segunda parte do quadro 1 vemos o resumo de uma prova feita de
maneira diferente: em 7 camondongos imunizados com o virus 17 654 e 6
normais, inoculamos 0,03 cc. de uma sol. de amido a 29 no cérebro, € no peri-
témio 0,4 ce. do virus da fonte D 12 (suspensfio a 159 ), como se fuz na prova
de protecio intraperitonial (detalhes que podem ser vistos em nosso trabalho
anterior, ja citado). Nesta prova sobreviveram os camondongos vacinados tendo
morrido todos os testemunhas com eneéfalo-mielite.

Do exposto e apresentado no quadro 1, podemos concluir: camondongos
imunizados com o virus neurotrépico da tebre amarela classica F 654 ficam
imunes as duas fontes D 12 ¢ D 2 de virus 1solado de doentes de febre amarela
silvestre.

QUADRO N.” 2

Provas g'\camondongos imunizados com a Fonte de Virus D 12 isolada
de um caso de Febre Amarela Silvestre.

VIRUS , RESULTADOS
§ A o o canom| N2 0F | e DE | PERCENTA-
3 PROVAS AMOSTRA | D93 V’R‘;_ DONGOS | CAMONDON~ | CAMONDON-\GEM  DE
2 com . mocueana|! NI%‘S/‘ INOCULA- | 605 MORTDS! GOS S0BRE-| SOBREV!-
£ oos C/ENCEFALITE} VIVENTES | VENTES
RESISTENCIA AO VIRUS INOCULADO NO CEREBRO
. L |

CAMONDONGOS \ f 1 t

IMUNIZADOS COM 4 F 654 5000 8 } 7 80
| FONTE D 12

CAMONDONGOS NORMAIS

SRova TfSTEMU)I?VHA F 654 | —\— 8 8 0 0

5000
RESISTENCIA AOQ VIRUS INOCULADO NG PERITONIO E GOMA NO CEREBRO

CAMONDONGOS .

IMUNIZADOS COM A F 654 15 % 16 0 16 ] G0
2 FONTE D12

CAMONDONGOS NORMAIS

PROVA TESTEMUNHA F654| 15% 10 9 ! 'CLJ
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No quadro 2 sdo apreesntadas outras experiéncias em que procuramos
averiguar se haveria imunizacdio cruzada entre esses virus.

Foram tomados camondongos imunizados com a fonte D 12 da febre
amarela silvestre e verificamos a sua resisténecia a inoculaco por via cerebral
e peritonial do virus neurotrépico da febre amarela F 654, fazendo o inverso
da experiéneia anterior. _ i

Os resultados, como se v& no quadro 2, sfo claros: os camondongos imuni-
zados com o virus F 654 resistiram & inoculacdo do virus da fonte D 12, tanto
na prova intracerebral como na mtraperltomal a que ndo resistem, em 1gual—’
dade de condicdes, camondongos normais.

Podemos concluir haver imunizacio cruzada entre o virus neurotrépico
da febre amarela clissica e a fonte de virus D 12 isolada de um doente de febre
amarela silvestre.

Um terceiro grupo de provas foram feitas em camondongos nnumzados
com outra fonte de virus, tambem isolado de outro caso de febre amarela sil-
vestre, a D 2, que acima vimos nfo ser capaz de infetar camondongos vacinados.
com B 654.. . Neles inoculamos, unicamente por via cerebral, em um grupo de
camondongos, virus da fonte D 12, isolado de outro doente de febre amarela
silvestre ¢, em outro grupo, o virus F 654, ‘

O resumo dessas experiéncias, apresentado no quadro 3, nos mostra que
camondongos vacinados com a fonte D 2 resistem 3 infeccio das fontes D 12
e ¥ 654 quando inoculados diretamente mno cérebro, nas condicoes do nosso
protocolo.

Portanto, pode-se concluir serem positivas as provas de imunizacdo eru-
zada entre duas fontes de virus isoladas de dois casos de febre amarela silves-
tre e o virns neurotrépico da febre amarela clissica.

~

HI — Provas de neutralizaciio cruzada.

As provas de neutralizacio foram feitas com soros de coelhos e cobaias
imunizades. como vimos ubi supra. Verifiea-se a aclo virieida ou neutrali-
zante de um =oro imune 11'1is‘rur;‘1ﬁko'vir11§ -+ soro e inoculando a mistura em ani-
mad sensivel ae virus, o que se denomina prova de protecio. O soro protegera on
ndo o animal inoculado com a mistura soro - virus, sende indispensavel prova
testemunha feita com mistura de idéntica quantidade de virus e soro normal.

As provas de proteciio com virus da febre amarela foram feitas a prinei-
plo ne macaco,mas, depois que THEILER descobriu a sensibilidade dos eamon-
donzox a esse virus quando inoculado no cérebro, as provas passaram a ser
feitas neshos animais.

Essas provas podem ser — intracerebrais ou intrapeeritoniais.

A prova intracerebral foi apresentada por THEILER (1930-31-33)
(9-10-11) e a intraperitonial por SAWYER e LLOYD (1931) (12).

"~ A prova intraperitonial é mais sensivel e a ela demos preferéncia quando
fizemos os estudos epidemioldégicos da epidemia de febre amarela silvestre
ocorrida em Sao Paulo, em 1937, estudos ja publicados (loc. cit.).

As experiéncias deste trabalho foram feitas com provas intracerebrais,
cwjos detalhes da téenica estho deseritos e comentados em estudos por nds feito
e publicado em 1938 (loc. cit.).

‘Para a execuciio das nossas atuais provas fizemos muitos ensaios com o
fim de fixar a quantidade de virus a misturar com soro. B a parte mais dif
eil da prova de protecdo intracerebral. Nesta prova o volume de soro + virus
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QUADRO N.” 3

Provas em camondongos imunizados com a Fonte de Virus D 2 isolada
de um caso de Febre Amarela Silvestre.

(Resisténcia ao virus inoeulado no eérebro)

§ VIRUS NUMERD RESULTADOS
& AMOSTRAS | DILUIGOES | DE CAMON-| N® DE N2 DE | PERCENTA-
PROVAS ¢
< g JNOCULADAS| pos VIRUS | DONGOS | CAMONDON-| CAMONDON-| GEM DE
3 com. NO INOCULA- | INOCULA- | GOS MORTOS | GOS SOBRE-| SOBREVI-
% CEREBRO | DOS DOS | C/ENCEFALITE| VIVENTES | VENTES
CAMONDONGOS |
IMUNIZADOS COM A D1i2 10 (o] 10 100
| FoNTE D 2 5000
CAMONDONGOS NORMAIS ; |
PROVA TESTEMUNHA Di2 — 6 6 (o] 0
5000
CAMONDONGOS \
IMUNIZADOS COM A D I2 — 6 0 6 100
5 FONTE D 2 5000 :
‘| camonooncos NOrRMAIS )
PROVA TESTEMUNHA D 12 1 6 6 0 0
5000
CAMONDONGOS |
* IMUNIZADOS COM A F 654 | ——— 17 2 15 88
3 | FONTE D 2 10000
CAMONDONGOS NORMALS - ;
PROVA TESTEMUNHMA F 654 10000 10 10 0 0
i

QUADRO N.° 4
PROVA DE PROTECAO INTRACEREBRAL
Neutralizagio da Fonte D 2 do Virus de um doente de Febre Amarela Sil-

“vestre, pelos soros dos coelhos imunizados com o mesmo Virus, com a
Fonte D 12 e com o Virus Neuroirépico da Febre Amarela Classica F 654.

"vmus SOROS OBSERVAGAQO DURANTE 14 DIAS RESULTADO
+ §] 0,015 ee. 0,015 ce. 1121314 718|92(10{11|12{13]14| PROVAS

o
*

SORO NORMAL
COELHO 147

SORO

FONTE | co£LHO 147 IMUNIZA-
D2 D0 C/D2
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A COELHO /50 IMUNIZA-
) 00 ¢/ DIz

—— | $6R0O

1000 COELHO 1 IMUNIZADO

¢/ F 654

SORO COELHO 128

CONTROLE | INOCULADO ¢/
CEREBRO NORMIAL DE CAMON ~
DONGO
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Wwin (w0 oo oo ]| oo i,
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wlo [ulu | ale | ol | ol

O numerador indica o nidmero de camondongos sobreviventes e o denominador o de
camondongos inoculados na prova.
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a injetar no cérebro dos camondongos é de 0,03 cc., isto é. 0,015 cc. de soro
e 0,015 cc. da dilui¢do do virus. E muito pequena a guantidade de soro para
neuiralizar um virus como o da febre amarela que, além de ser altamente neuro-
trépico para o camondongo, vai ser injetada diretamente no cérebro.

A nossa fonte de virus neurotrépico da febre amarela F' 654 — que rece-
bemos da Fundacio Rockfeller — na ocasiio em que fizemos este trabalho
tinha a dose minima mortal igual a 1/10.000.000, para camondongos. As fon-
tes D 2 e D 12 apresentavam a D.M.M. igual a 1/1.000.000. As dosagens
foram feitas inoculando-se no cérebro 0,03 ce. de diluicdes decimais do virus,
cada diluicio em uma série de eineo camondongos e considerando D. M. M. a
maior diluicdo que matava mais da metade dos ecamondongos inocnlados.

O primeiro erupo de provas de neutralizacio foi feito com a fonte do
virug D 2, isolada de um caso de febre amarela silvestre, com os seguintes
soros: a) soros normais obtidos por sangria dos mesmos coelhos antes de
serem imunizados; b) soros de coelhos apds imunizacdo com as fontes D 2 e D
12 — isolades de doentes de febre amarela silvestre — e com F 654, fonte
neurotrépica da febre amarela; ¢) com o soro de um ecoelho imunizado eom
cérebros de ecamondongos normais,

No gquadro n.° 4 vé-se o resumo das provas.

Os camondongos sio observados durante 14 dias. (ieralmente os ino-
culados com virus amarilico morrem de encefalite do 4.° ao 10.> dia. Em nossos
traballios sempre usamos cineo camondongos em cada prova, No quadro
apresentamos o resumo das fichas de provas. O denominador indica o niimero
de camondongos inoculados e o numerador o dos camondongs sbreviventes
durante os dias de cbservacio. Vé-se que a prova com o virus D 2 a 1/1000 4
soro normal do coelho 147 comeca com 5 camondongos (5/5) e que assim per-
mancee até o quinto dia (5/3), no sexto, tendo morrido 1, ficando 4 (4/5),
no sétimo, apenas dois vivos (2/5) e no oitavo dia encontram-se todos mortos
(0/5). Portanto, o soro normal do eoelho 1 antes de ser imunizado nado tem
acdo neutralizante sobre o virus da fonte D 2. ‘

O soro desse coetho apds imunizacdo com a fonte D 2 apresenta anticor-
pos viricidas, tendo neutralizado o virus da mesma fonte, protegendo todos os
camondongos inoculados (5/5). Essas duas provas sdo controles indispensaveis
nas provas de protecio.

Tambem o soro preparado com a tonte D 12, de outro caso de febre
amarvela silvestre, neutralizou ignalmente o virus da fonte D 2. De maneira
idéntica proceden o soro do coelho 1, imunizado eom o virus neurdtrdpico da
febre amarecla classica ¥ 654,

Como tltima prova, foram inoculados camondongos sempre com o mesmo
virus D 2 a4 31,7000 e o soro de nm coelho imunizado apenas com cérebro de
camondongo normal, visto terem sido inoculados com cérebro de camondongos
com encefalite os que foram imunizados com as fontes de virns. Nessa prova
o covo proceden com@ soro normal, tendo morrido todos os eiras camondongos.

Deste primeiro grupo de provas de neutralizacio podemos concluir que
o virns da fonte D) 2, isolado de um doente de febre amarela silvestre, foi neu-
tralizado igualmente por um soro preparado com a mesma fonte, por outro de
coetho imunizado com a fonte D 12, isolada de caso idéntico de febre amarela
silvestre e tambem pelo soro de um coelho imunizado com o virns neurotrépico
da febre amarela classica ' 654, tendo as provas de controle funcionado bem.
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QUADRO N.° 5
PROVA DE PROTECAO INTRACEREBRAL

Neutralizacdo da Fonte D 12 do Virus isolado de um doente de Febre
Amarela Silvestre pelos soros dos coelhos imunizados com a mesma fonte,
com a fonte D 2 e com o Virus Neurotrépico da Febre Amarela Classica
F 654.

VIRUS

0,015 ce.

sOROS
0,015 ce.

OBSERVACGAO

DURANTE (4 DIAS

RESULTADO
DAS

I

o

gliofyre

14
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FONTE
D12
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SORO NORMAL
COELHO /50
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COELHO /50 IMUNIZADO
com VIRUS D 12
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COM VIRUS D2 -

SORO
COELHO 1 /MUN/ZADO
coM F 654
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QUADRO N.° 6

Neutralizacdo do Virus Neurotrépico da Febre Amarela Classica F 654
pelos soros dos coethos imunizados com o mesmo Virus e com as duas
fontes de Virus D 2 e D 12 isoladas de doentes de Febre Amarela Silvestre.

VIRUS
0,015 ce.

SOROS
" 0,015 ce
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~N
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I FonTE
F 654
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SORO
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COM F 654
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ZADO com D 12
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O segundo grupo de provas que se pode

o virus da fonte D 12, tambem isolado de cutro

‘da mesma epidemia de 1937.

Além dos soros controles, como na prova anterior,

ver no quadro 5, foi feito com
caso de febre amarela silvestre,

foram feitas provas

de neutralizacio desse virus por soros imunes preeparados com as seguintes

ffontes:

D12, D2 e F 654,
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Como se vé no quadro 5, o virus da fonte D 12 foi neutralizado pelos
soros imunes preparados com as fontes D 12, D 2 e ¥ 654, procedendo, em rela-
¢lo a estes soros, da mesma maneira que a fonte D 2, como era de espeerar.

Com essas séries de experiéncias resumidas nos quadros 4 e 5, ja se
contistata a identidade imunologica das fontes D 2 e D 12 pelas provas de neutra-
lizagdo cruzada; e que um soro imune preparado com a raga neurotrépica da
febre amarela classica F 654, tambem neutraliza essas fontes.

Em um dultimo grupo de experiéneias, foram feitas provas de protecéo
— sempre intracerebrais — com o fim de virificar se o virus da febre amarela
classica seria neutralizado pelos soros imumnes obtidos pela imunizacio de coe-
Thos com as duas fontes de virus isoladas de doentes de febre amarela silvestre.

Ha ne quadro 6, uma prova feita com o soro do coetho 1 antes de imuni-
zado (soro normal) e a seguir outra com o soro do mesmo coelho apds imuniza-
¢do com o virus F 654, provas que funcinam como controles de grupo de provas
feito com esses virns. Vém depois as duas provas com soros imunes preparados
com as fontes D 2 e D 12, e a Giltima, mais um controle com soro de coelho imuni-
zado com cérebro de camondongo sem virus,

Tratando-se da neutralizacdo dee um virus amarilico altamente neuro-
trépico, como ¢ a fonte F 654, euja D. M. M. é muito maior que a das fontes
D 2 e D 12 (estas com poucas passagens no cérebro de camondongos), a prova
tol feita com o virus diluido a 1/5000§.

Como resultado, vemos: a) que os soros normal ¢ de um coelho imuni-
zado com cérebro sem virus ndo foram capazes de proteger nenhum camon-
dongo (0/5); que o soro imune F 654 protegen os camondongos inoculados
com o mesmo virus (5/5) (demonstrando que os camondongos da prova do
item “a’” morreram pela acio do virus amarilico ¢ nfio por qualquer contami-
nacdo); e) que os soros imunes preparados com as fontes D 2 e D 12 neutrali-
zaram o virus da febre amarela, protegendo todos os eamondongos inocula-
dos (5/5).

Provas idénticas foram feitas com soros de cobaias imunizadas ou vaei-
nadas com o virus neurotropico da febre amarela F 654 e com a nossa fonte D 12,

O resultado das provas de protecio foram idénticas as realizadas eom
soros imunes de coelhos, confirmando as provas anteriores de neutralizacio
eruzada entre essas fontes de virus. '

Dos resultados das provas de protecio que foram feitas e que estfio resu-
midas nos quadros 4, 5, e 6, podemos coneluir:

1 — As fontes do virus D 2 e D 12 isoladas de dois doentes de febre
amarela silvestre mostraram-se imunologicamente iguais nas provas de neutra-
lizacdo cruzada;

2 — Issas fontes de virus e o virus neurotrépico da febre amarela
classica tambem apresentam neutralizacio eruzada.

DISCUSSAO

As provas de imunidade tém sido empregadas como sendo das mais im-
portantes na identificacio de um virus, principalmente entre moélestias que
muito se aproximam e em que o seu modo de transmissdo é difeerente. Assim,
por exemplo, os virus dos tifos transmitidos pelo piolho, pulga dos ratos e
pelo earrapato, formam tipos diferentes de tifo exantemitico; mas as provas
de imunidade eruzada nos mostram relages imunitirias interessantes, dife-
rentes para uns e semelhantes para outros.
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Ainda na familia infecciosa das febres exanteméticas, vemos nos Estados
Unidos da América que a febre maculosa das Montanhas Rochosas apresenta
duas formas: a) uma nos Estados do oeste: b) outra nos Estados do este.
As moléstias sao idénticas nos sintomas e nas altermacdes patoldgicas, mas a do
oeste & grave, com mortalidade de 82% ; a outra, denigna, com mortalidade
apenas de 229%. A molésttia natural, na forma benigna, observa-se principal-
mente entre as populacdes rurais, sendo transmitida pelo earrapato do «ao,
Dermacentor variabilis; a forma grave é uma moldstia sazonal, sobrevindo no
verio entre os lenhadores, cacadoves e os habitantes de certos vales das Mon-
tanhas Rochosas, sendo o seu transmissor o carrapato Dermacentor andersond,
encontrado mas matas americanas. Mas essas formas sio ambas devidas ao
mesmo virus, com identidade imunolégica — como ficou demonstrado pelas
provas de imunidade cruzada.

Ainda no estudo das relagbes das febres exantematicas do grupo ameri-
cano entre si, as provas de munidade cruzada — feitas principalmente por
LEMOS MONTEIRO, DYER, PARKER e DAVIS e DAVIS ¢ PARKER —-
estabeleceram que o virus do tifo de Sdo Paulo é imunologicamente semelhante
ao virus da febre maculosa das Montanhas Roechosas.

Os proecessos morbidos encefalitogénicos no homem sio multiplos, apre-
sentando os seus virus diversidade etiolégica. Nfo ha uma encefalile epidé-
mica, ma sim multiplas encefalites infecciosas e contagiosas. De fato. os seus
trés prinecipais tipos: a encefalite letargica tipo von Eeonomo, a encefalite japo-
nesa e a americana (Sdo Luiz), embora pertencendo & mesma familia, sdo dife-
rentes sob o ponto de vista eetiolégico — nfio ha entre elas imunidade cruzada.

Na etiologia da influenza humana os Wltimos estudos demonstraram a
existéncia de diversos virus ou variedades de virus, sendo denominado agora
Virus A o agente descoberto em 1933 por SMITH, ANDREWES e LATDLAW
na Inglaterra, e Virus B o estudado em 1940 por MAGILI e por FRANCIS,
um produzindo a influenzaA, outro a influenza B, doeencas clinicamente indis-
tinguiveis. Hsses virus sio agentes da forma epidémica da influenza e néo
vaeinnm um contra o outro, ndo havendo imunidade eruzada tanto na doenca
natural como na experimental. HA mais: nem todos os doentes de influenza
epidémica sdo infectados por um ou outros desses. dois virus, sendo possivel
que outros agentes, ainda desconhecidog,sejam capazes de produzir a influenza
humana. Esta, quando nfo tem por causa o Virus A nem o Virus B foi deno-
minada influenza Y — que tambem é clinicamente indistinguiveel das outras
duas. Essas trés variedades de influenza podem ser encontradas na nesma
epidemia.

Tambem a etiologia da forma endémica da gripe ou influenza humana
é ainda desconhecida — ela ndo é produzida pelos virus A ou B. Estes novos
conhecimentos sobre a etiologia da influenza humana tém sido orientados pelas
provas imunitdrias.

Interessa-nos, tambem, o conhecimento da existéncia de um grupo de
moléstias produzidas por virus filtraveis e que se observam nos climas tropicais
e sub-tropicais como a febre amarela; sdo elas: Rift Valley fever, Dengue e
Sand-Fly fever.

Com respeito a ttransmissiio, é universalmente aceito ser a febre deno-
minada Dengue transmitida pelo Aedes aegyptt, como a febre amarela classica;
e LEVADITI ¢ LEPINE (13) dizem: “Lia fiévre jaune peut préter a confu-
sion dans le seules région ol les deux maladies coexistent; le cas s’est produit
en 1905, 4 La Havane, o, pendent quelque temps, les deux maladies ont été
confondues”.
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ROOYEN e RHODES (14) em recente tratado sobre virus, discutindo
a ctiologia da Dengue, assim se expressam: “Tt should be mentioned, however,
that the accurate clinical diagnosis of dengue fever is by no meas always an
easy matter. For example, sporadic atypical cases of dengunes may sometimes
present clinical signs and symptoms simulating a variety of other febrile illnes-
ses met with in the tropics, such as Papatie fever, malaria and mild yellow
fever”. '

Embora na febre dengue apresentem os doentes eritema, a erupedo pode
ser fugaz e, neste caso. dificilmente visiveel, prineipalmente nas racas de cor.
O virus desenvolve-se no sangue dos doentes nos primeiros dias que seguem o
comeco de febre e os Nlegomyias tambem s6 se intfectam nesse periodo — como
na febre amarela.

Existem, dx vezes. semelhancas elinicas; como tambem idéntico modo de
transmissio entre febhre amarela e dengue — mas as provas de imunidade eruzada
as separanl, embora DINGER E SMYDERS {1931) tenham constatado ligeiras
relacdes imunoldgicas entre elas.

O virus da Rift Valley fever (hepatite enzootica dos carneiros) tambem
apresenta notaveis semelhancas com o virus da febre amarela, além de poder
s2r {ransmitido pelos mosquitos Ledines, Contudo, se o virus da febre amarela
geralmente nao produz doenca quando inoculado no peritonio de camondongos,
o da Pift Valley fever, nas mesmas condicdes, mata rapidamente esses animais
na proporcio de 1009, além de ser patogénico para outros animais que se
maostram refratirvios ao virus amarilico. Mas, de maneira idéntica ao da febre
amarela. pode-se obter fonte neuvotrdpica desse virus, como o fizeram MA-
KENZIE e FINDLAY (1933) por passagens intracerebrais em camondongos.
Obtiveram assim, fonte neurotrépica com afinidade para o tecido nervoso,
fonte que injetada no eérebro do camondongo, produz encefalite sem mnecrose
hepatica, como o virus amarilico. Mas a infeccio extraneural de animais de
laboratdrio pelo virus da Rift Valley fever produz necrose hepatica semelhante
a apresentada pelo homem na febhre amarela.

As mesmas espécies de macacos que apresentam reacio febril ao virus
da febre amarela, reagem ao virus da Rift Valley fever.

No homen, os sintomas clinicos da RiftValley fever e da forma benigna
da febre amarela sio muito semelhantes e ambas lhe conferem imunidade dura-
doura.

Fato importante é niio existirem relagtes imunitirias entre esses virus:
tn vivo, macacos vacinados, ou que tiveram Iinfeecio experimental pelo virus
da Rift Valley fever, sio suscetiveis ao virus da febre amarela e vice-versa.
H4 o easo de um assistente de laboratério que contraiu a febre amarela e 3
anos depois a Rift Valley fever, sendo os virus isolados do sangue em ambos
0S casos.

Nfo ha, portanto, imunidade eruzada entre essas duas infeccdes. Entre
elas apenas se constata o fendémeno ultimamente deserito da interferéncia. Os
dots virus sendo inoculados simultaneamente ou o virus da febre amarela
pouco antes do virus da Rift Valley fever, a morte dos animais pode ser retar-
dade. podendo mesmo sobreviverem alguns. Mas nfo se trata de imunidade
adquirida que vA proteger esses animais. Como demonstraram os pesquiza-
dores que estudaram o assunto, quando o virus da febre amarela é inoculado
algumas semanas antes da injecdo do virus da Rift Valley fever, os camon-
dongos niio sdo mais protegidos a-pesar--de neles se ter desenvolvido imunidade
ao virus da febre amarela. Por consequéneia — nio existem relacdes imuni-
tarias entre esses dois virus.
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O virus da Sand-Fly fever, transmitido pelo Phlebotomus papatassii,
ocasiona no homem doenca benigna, raramente mortal, que é conhecida por
diversas denominacoes: Febre de trés dias, Febre papataci, Febre Phlebo-
tomus ete.

Trata-se de virus filtravel em Chamberland e Berkefeld N, cultivavel
como o virus da febre amarela e como este podendo ser conservado seco 10
vacuo; mas que nio é patogénico para animais de laboratério. Alguns macacos
sfo fracamente sensiveis, como o Macacus cynomolgus e o Macauus rhesus,
apresentando apenas ligeira reacfio febril apds inoculacio de sangue pu soro
filtrado de doentes. No periodo febril o sangue inoculado em outro animal
da mesma espécie transmite a infeecfio; tambem foram positivas inoculacgdes
feitas em duas pessbas com 5 ce. de sangue de um macaco infeetado.

( A infecgdo produzida pelo virus da Sand-Fly fever deixa imunidade
passageira, e o soro dos convalescentes apresenta anticorpos protetores.

O diagnoéstico diferencial é mais drduo entre Sand-Fly fever e Dengue
por serem esses virus fracamente patogénicos para animais de laboratorios, tor-
nando-se dificeis as provas indispensaveis de neutralizacdo dos virus.

Nada encontramos que nos pudesse orientar sobre as relacdes imunité-
rias entre febre amarela e Sandy-fly fever.

Existem ictericias epidémicas euja sintomatologia é muito semelhante a
.apresentada pela febre amarela. O conhecimento dessas ictericias infecciosas
& importante quando se estd discutindo o diagnéstico da febre amarela ou estu-
dando o seu virus.

A moléstia de Weil, por exemplo, apresenta o quadro elinico da febre
‘amarela, ndo lhe faltando os seus principais sintomas, como a istericia, a albu-
minGria e mesmo anfiria, hemorragias e o vOmito preto. Acresce, ainda, a
semelhanca das lesdes andtomo e histo-patolégicas e a presenca do agente etio-
‘légico no sangue nos trés primeiros dias, que, embora sendo uma leptospira — a
Lentospira icterohaemorrhagice — & filtravel em Berkelfeld V.N e W.

Sabe-se que, de 1918 a 1925, uma leptospira — a Leptospira icteroides —
foi tida como o agente etiolégico da febre amarela pelos estudos de NOGUCHI.
Os trabalhos de SELLARDS e THEILLER e de SCHITFNER (1937-1938),
mestrando a identidade entre a Leptospira icteroides e a leptospira da molestia
de Weil, vieram provar que essas duas moléstias foram confundidas nessa
ceasifio por NOGUCHI.

Na moléstia de Weil as provas de laboratério para o seu diagndéstico siio
atulmente muito eficazes, lancado-se mfo, principalmente, das seguintes: a)
pesquisa direta dos espiroquetas no sangue e urina em campo eseuro; b) ino-
culacio em cobais; ¢) cultura em meio de Fletcher; d) aglutinagdo com
leitura em campo escuro; e) verificacdo do poder protetor do soro (prova de
potecdo em cobaias) ; f) fendmeio de Pleiffer (verificaciio da lise da Leptospira
icterohaemorrhagiae no periténio de cobaia).

" Portanto, se é dificil o diagndsttico clinico diferencial entre moléstia de
Weil e febre amarela, as provas de laboratério, com a ndo existéncia de paren-
tesco imunoldgico entre elas — nfHo permitem mais se estabeleca -duvida ou
confusdo entre essas duas doencas.

" As provas apresentadas neste trabalho sfio mais uma contribuicio ao
estudo da febre amarela silvestre e vieram reforcar a impressio que tivemos
quando na epidemia de 1936-1937 isolavamos sempse o mesmo virus de doentes
dessa moléstia, impressdo de que se tratava do virus da febre amarela, com o
qual de inicio foi ele submetido a estudos comparativos.
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Carece de 1mportancia ndo ter sido feito o nosso trabalho com o virus
natural da febre amarela — virus pantropico, ¢ sim com virus modificado —
viras leurotrdpico; pols, ecomo ja dissemos acima, os virus pantrépico, viscero-
trépico e neurotropico da febre amarela produzeni os mesmos anticorpos, que
nentralizam indiferentemente gualquer wn desses virus.

CONCLUSOES
1. — Existe hmunizacao cruzada entre as amostras ou fontes de virus

por nés isoladas de doentes de febre amarela silvestre.

2. — Entre essas amostras de virus e o virus neurotriépico da febre
amarela c¢lassica, tambem existe imunizacio cruzada.

3. — As provas de neutralizacio c¢ruzada tambem foram positivas entre
as amostras isoladas dos doentes de febre amarela silvestre.

4. — Ha neutralizacdo entre as fontes de virus isoladas desses doentes
e o virus neurotropico da febre amarela elassica.

3. - Portanto. ha identidade inmunofégica entre o virus por nés iso-
lado de doentes de febre amarela silvestre — na epidemia ocorrida no Estado de
Nao Paulo, em 1936-1937 0~ ¢ o virns de febre amarela classica.

CONCLUSIONPS

1) A eross immunization exists between the samples of virus isolated
by us from cases of jungle vellow fever.

2)  There also exists 4 erosx immunization between these samples of
virus and the neurvotropical virus ol classical vellow fever.

3) Cross neutralization tests were also positive between the samples
of virus isolated from cases of jungle vellow fever.

4) There is cross neutralization between the viruses isolated from cases
of jungle yellow tever and the neurotropical virus of classical yvellow fever.

d)  Therefore, the virus isolated from cases of jungle vellow fever du-

ring the 1936-1937 epidemic in the State of Siao Paunlo and the classical yellow '

fever virus are immunologically identical.
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