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RESUMO: Foi estudado o compcrtamento da cinética de anticorpogé-
nese em cobaias inoculadas com uma dose de toxdide diftérico precipitado
pelo alumen. Paralelamente, foi estudada a dinidmica da imunidade passiva
naturalmente transmitida aos filhotes. Em cobaias vacinadas com uma dose
de antigeno, foi verificado que a sintese de antitoxina diftérica persiste, em
titulos detectdveis, até 36 meses apds. Os anticorpos transferidos, passiva-
mente, da mée vacinada para os filhotes atingiram nestes, concentragdes
plasmaticas superiores, sendo que a imunidade perdurou em titulos detec-
tadveis até cerca de trés meses de idade dos mesmos.

UNITERMOS: Anticorpos diftéricos. Toxina diftérica. Antitoxina difté-
rica. Vacinacéo.

INTRODUGAO

O sistema imunolégico dos mamiferos Ao contrario dos ungulados e ruminantes,
a cobaia e o homem pertencem as espécies
que ja& nascem com niveis plasmaticos de
anticorpos semelhantes aos verificados em

suas maes 2,4,5,12,21,

recém-nascidos €, caracteristicamente, poucoe

desenvolvido. Antes da maturidade imuno-

logica, estes animais seriam muito sus-

ceptiveis as diversas infecgbes do meio

Por outro lado, sabe-se que a imunidade

ambiente, se ndo pudessem contar com a
defesa dos anticorpos passivamente rece-

bidos da circulagdio materna, através da
membrana placentdria, ou da glindula ma-
maria através do colostro +12:22, A imu-
nidade transferida, na época do nascimento,
¢ de importancia vital para a sobrevivéncia
do novo ser, num mundo contendo grande
numero de agentes altamente infecciosos.
L
Brasil — 1977,

*= Do Instituto Butantan - - Av. Vital Brasil,

Trabalho apresentado no VIII Congresso Brasileiro de Microbivlogia,

passiva tem duragdo limitada, tendo sido
verificado que ela é evidencidvel por um
periodo relativamente curto 12:21,27,33  agQ
passo que a imunidade ativamente induzida
pela vacinacdo €, em muitos casos, mais
duradoura 6,7.9,13,18,25,26,

Brambell ¢+ afirma que no feto de cobaia,
cuja mée foi ativamente vacinada, a antito-
xina é detectdvel a partir do inicio do se-

Riv de Janeiro, RJ,
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gundo més de vida intrauterina, ¢ a sua
concentra¢do vai aumentando até atingir o
nivel mais alto, as vésperas do nascimento.

Considerando essas observagdes, resol-
vemos verificar, no presente trabalho, a per-
sisténcia do titulo de antitoxina diftérica,
em c¢obaias vacinadas com uma dose de
toxoide diftérico precipitado pelo alimen
de potdssio e, paralelamente, estudar o com-
pcrtamento da imunidade passiva, natural-
mente transmitida aos seus descendentes,
durante o seu desenvolvimento pos-parto.

MATERIAL E METODOS

As presentes observacdes foram realizadas
em cobaias normais, brancas, adultas, de
500 g + 10% de peso, divididas em dois
lotes de 10 animais e separadas segundo
0 sexo. As cobaias foram imunizadas, pela
via subcutdnea, com uma dose de 1 ml de
toxdide diftérico, precipitado pelo alumen
de potassio, Partida 71-9, preparado no
Instituto Butantan.

O material utilizado para o estudo consta
de amostras de soro sangiiineo provenientes
de cobaias vacinadas, e sangradas por
pun¢do cardiaca, a partir do 33¢ dia da
imunizagéo.

O doseamento de imunoglobulina difté-
rica circulante foi realizado pelos métodos
preconizados pelo National Institut of Health
(NIH)32 e pela técnica intradérmica, inicial-
mente descrita por Romer e Sames2? e,
posteriormente, modificada por Fraser e
Wigham 8, estabelecendo-se os seus niveis
até 24 meses, apos a inoculacdo do toxdide,
no grupo dos machos, e 36 meses, no das
fémeas.

Paralelamento, os mesmos doseamentos fo-
ram realizados no soro dos filhotes de fémeas
imunizadas. O soro obtido de cada des-
cendente de primeira geracdo era misturado
aos dos demais de uma mesma cria. Desta
maneira, foram constituidos quatro grupos
de filhotes, cujos titulos séricos médios
foram confrontados com os das respectivas
maes. O nivel de antitoxina diftérica homo-
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loga que foi transferido através de imuni-
dade passiva, naturalmente adquirida pela
progénie, foi verificado a partir do sétimo
dia de vida.

Os titulos de antitoxina circulante foram
analisados na amplitude que oscilava entre
0s valores compreendidos de 0,002 a 10
Ul/ml de soro, aferidos frente a antitoxina
diftérica, padréo internacional.

Soro e toxina padrées — Utilizamos o soro
antidiftérico padrdo internacional, prove-
niente da International Laboratory for Biolo-
gical Standards, Statens Serum Institute, da
Organizagdo Mundial de Satde, Copenhagen,
Dinamarca, acondicionado sob forma liquida,
em ampolas, contendo 10 Ul/ml de antito-
xina diftérica.

A toxina diftérica, Partida 74-6, utilizada
nos ensaios biolégicos, foi preparada em
nosso laboratorio, e padronizada “in vivo”,
ao nivel de L+ (Limite morte), quando a
dosagem de anticorpos circulantes era rea-
lizada segundo a técnica preconizada pelo
National Institut of Health (NIH)32. No
método de Romer e Sames, modificado 8
determinava-se o Lr (Limite reagente) da
toxina diftérica, frente a 1/500 Ul da antito-
xina diftérica padrdo internacional, de tai
modo que a injecdo de mistura estabilizada
de toxina-antitoxina, no volume de 0,2ml
pela via intradérmica, em coelhos, produ-
zisse, no local de inoculacdo, uma reacio
eritematosa, ndo necrotica, de 10 m! de dia-
metro, num periodo de 48 h de observagio.

Para a dosagem das amostras de anti-
toxina diftérica circulante, as diferentes
diluicbes da mistura toxina-antitoxina eram
incubadas, primeiramente, a 37°C durante
60 min. na estufa e, em seguida, a 40C em
geladeira, por um periodo de 18h. Apos
este tratamento, procediamos a inoculacio
em volume de 0,2 ml, pela via intradérmica,
em coelhos albinos, e observadas a cada
24 h, durante 48 h, quando eram analisadas
as reagdes eritematosas resultantes, corres-
pondentes aos varios titulos testados. Estas
reacdes eram sempre comparadas com a cutir-
reagdo provocada pelo controle inoculado.
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Animais utilizados - - para o doseamento
da antitoxina diftérica circulante, foram
empregados coelhos albinos adultos, com
cérca de 2.500g., e cobaias com 250 g. de
peso, fornecidos pelo Biotério Geral do
Instituto Butantan.

RESULTADOS E DISCUSAO

Um dos pontos mais interessantes, rela-
tivos ao fendémeno da transferéncia de
imunidade passiva, consiste na passagem
das moléculas de anticorpos constituidos de
proteinas soluveis, da circulagdo materna
para o feto, através de barreiras celulares,
de maneira intacta, visto que suas atividades
imunolégicas sdo conservadas integralmente.

Ao contraro de muitos mamiferos de
outras espécies, nas quais a passagem de
imunoglobulinas maternas ao recém-nascido
¢ verificada na fase pos-natal, através do
colostro, na cobaia, pelo fato desta espécie
possuir estrutura placentaria de natureza
hemoendotelial, apresentando camadas de
pequena espessura, além de ser favorecido
pelo saco vitelino relativamente grande, a
transmissdo de imunoglobulinas maternas
para o fitho se processa com relativa faci-
lidade #:12, Estrutura placentdria semelhante
¢ apresentada também pela espécie humana,
o mesmo verificando-se entre outros mami-
feros que tém placenta do tipo hemocorial,
como nos primatas ¢ roedores 5.1, Portanto,
esta estrutura permite que os anticorpos,
atravessando a barreira placentaria, atinja,
ao final da gestac¢do, quase a mesma con-
centragdo tanto no sangue materno quanto
no fetal.

Por outro lado, a verificacdo da dindmica
da anticorpogénese, baseados em estudos
realizados em animais de laboratorio, apesar
de proporcionar boa orientagdo, nio prevé
com seguranga, efeito da imunizacdo no
homem, extrapolando diretamente esses re-
sultados para a espécie humana v.25. Porém
no caso da cobaia, esta comparacdo pode
ser feita com boa margem de segurancga,
como foi demonstrado por Van Ramshorst

e col.3t, Estes pesquisadores verificaram
que a poténcia de toxdides adsorvidos,
ensaiados em cobaias, apresentaram estreita
relacdo com a resposta obtida pela imuni-
zacdo humana 34,

Em nossas observagdes, verificamos que
nas cobaias imunizadas com uma dose de
vacina antidiftérica, o teor de antitoxina
circulante atingiu a concentragdo mais ele-
vada no trigésimo dia, a partir da data da
administracdo do antigeno, revelando titulo
médio da ordem de 3,8 Ul/ml, no lote de
animais machos e apresentando oscilacdes
séricas individuais de 2 a 6,4 Ul/ml, como
mostra a Tabela 1. A média no lote feminino
foi da ordem de 3,5 Ul/ml, com valores
individuais oscilando de 2 a 4,8 Ul/ml
(Tabela 2). Portanto, a sintese de imuno-
globulina diftérica atingiu o seu climax em
cerca de 30 dias (Figura 1). Apds per-
manecer certo tempo neste platd, a produgdo
de antitoxina comec¢ou a declinar, nos dois
lotes imunizados, com velocidade relativa-
mente rapida nos trés primeiros meses
consecutivos, e mais moderamente nos pe-
riodos subseqiientes.

Podemos notar, também, que as médias
no lote feminino foram cerca de 109 infe-
riores, em relacdo as verificadas no mas-
culino. Esta diferenca no nivel de titulos
antitéxicos é atribuivel & queda do teor
de anticorpos apresentada pelas cobaias
durante o periodo de prenhez, época em
que ocorria a transferéncia intensa de anti-
corpos maternos, via transplacentdria, para
o feto em desenvolvimento.

Um ano apods a vacinagldo, o teor de
antitoxina diftérica ainda persistia em nivel
relativamente alto, revelando cerca de 0,1
Ul/ml de soro circulante, indicando que o
mecanismo da biossintese imunolégica per-
manecia em plena atividade.

No 24° més de observacdo, os titulos
antitoxicos continuavam persistindo em
niveis superiores a 0,03 Ul/ml. Parece-nos
que a partir desta fase, se estabeleceria
um equilibrio entre a destruicio metabdlica
e a sintese de imunoglobulina diftérica,

99



]ORN () O == (, H(SINO) OIMIIW LT SIRUOIORUIOIU] SOl lufl

opYwr omIn

L - STEK'T - 86LG'T 96021 - VLLO'T - OLSS'O - 1668°0 - 9S88°0 - 96290 0L29'0 - 2819°0 16810 - GEEL'0 - 0LZT'0 69860 op ounuIesoT

orpHyw

£LE0°0 0L50°0 GZ450°0 1190°0 9£80°0 L6TL0 96ET°0 Y610 3150 9820 3¥T0 ¥2e'0 F8G'0 99891 0g°c o
9300 920°0 920°0 9£0°0 11°0 o €1'o 98'0 980 8v°0 SI'T 05T 00's go8
4 0z'0 92°0 93'0 980 $9°0 0G'T 08"y rOR
920'N 920’0 920'0 950°0 8500 %10°0 8500 ¥80'0 (140 020 920 870 0g'L 095 208
870°0 8b'0 ¥90°0 ae'o T 20 z'0 020 - 020 030 $9°0 09'¢ 08'F 308
0Z'0 09'¢ 108
4 810°0 gT'o ST'0 z'0 0z'0 92°'0 850 0g'L or'9 98¢
9%0°0 840°0 ¥80°0 10 ST'G Sr'o 29 0z°0 9%°0 920 850 007 098 78S
920°0 200 980°0 810'0 840°0 T'0 ZIr'e 0g'0 0z'0 [AR 09°c 09°¢ £86
92°0 0z°0 87'0 09°C 786
850°0 SE0 0 o 1o ST'o Sro ST 920 9% 0 920 8P‘0 0g't 09's: 18

N

24 1e GT 81 T 48 1T 6 8 L 9 G 4 1 sereqo))

i - . R : : e E— . -} owd
-BAIISQO
| PP S9SII

W/ Wo BOLIDIJIP BUIXOIUE ®P SO[NLT,

*08DBAIISYO D
SISOW [ SJUBIND  SOPRZIUNTU  SOUDBW  SRIBGND We  SJUB[NOIG BOLDIIIP TVUIXONIUL 9P SOAIN

T v1IHIV.L



My 0eN

(—)

OO = ({) odos 3

ot [ s onevuwiul sopuy un
oYW o[mn
OLLG'T - 968G'T - GOLP'T - 6S61'L WEF'T - FOIPT - TKE'T- 9618°T GTL0'L - L2S0°L - OP86'0 - 686L°0 - DLEL'O - G60L°0 - 6869°0 - £PS9°0 - ELILT'O - 60IS°0  G9KS0 op owjiresor]
9200 88%0°0 86£0°0 6600 89L0'0  98880°0 LS0°0 1190°0 8P80°0  GR800 LEOT'D 88GT°0 6810 TS6T'0 0002°0 912%°0 GgL9'0 M0'e  008S‘E orpyur oynyly,
i 002°0 003°0 0z'0 930 960 9% 8y Sb
21100 920°0 920 920°0 920°0 09500 9600 B0 ¥L0* R0 002°0 920 920 9£°0 ¥9°0 G 9T
Z110°0 ZITD'0 IR0 920°0 48 (1] 920°0 920°0 920°0 9200 [4 A 1) ZLr'o 950 9z°0 180 (14 u
+ 05T'0 002°0 02°0 P80 g 96 2
920°0 930°0 960°0 960°0 §v0°0 PRO GIE0 gir'n GIT'0 t4ns gIT'0 gIT'0 S0 ¥3'0 T 929G
90 8y G9
4 ¥90°0 ¥L0°0 002°0 0020 0020 95°0 920 920 90 4 S P9
960°0 960 8%0°0 SO0 3F0°0 sF0°0 870°0 8V0°0 8100 8700 ¥80°0 ¥80°0 ¥80°0 V800 920 80 qr'r 9z 9
8¥0°0 810°0 S0 810°0 8Hp'a 8H0°0 8F0°( P80 grLo SITO ZIT0 SIL°0 (498 ZIt'0 SI1'0 020 R0 G 9°Z 29
950°0 920°0 9%0°0 9%0°0 3V0°0 300 $10°0 310°0 810°0 0050 - 950 90 8%°0 g 8
| | | ! oN
9 0 9z 44 4 iz 6L 81 qar 4 T 6 8 L 9 4 seIRgo,
S S U U S | - e - i i L ogd
w/ WH BOLIMIJIP 1 WIXO}junR Bp S0 eALq
I0 WD BOLIPINP 1 uIXolue vp so| op sosol N
‘0edrALISqO 2P
Aol 9§ 2jumIN ‘sepeziu HRIURY SBIRYOD W9 SJUR[MILID TVOLL JIP © UIXojnjue VOSIDAIN

¢ VIHAdVv.L



FURUTA, J.A. et al. Quantificagio de anticorpos diftéricos em cobaias.

I — Persisténcia do

titulo de anticorpos séricos em animais inoc -lados com uma dose de toxéide diftérico. Rev.

Saude publ., S. Paulo, 16:97-106, 1982,

r— -
O
ol [ b1 CRUPO 005 MALHOS
6 N
' O-=-0 GRUPO DAS FEMEAS
9 4 .
o
U 24
= o0
SRS
]
= 4
N 6
(@]
o s
o 10
3 T
2 Tha
4 [ S o
s T O e e e e -0
8
20 S T OSSN S TV S Y NN RN SN N W S NN
12 14 It 20 22 24 26 28 30 22 34 6
TEMPO EM MESES
Fig. -- Persisténcia de anticorpos diftéricos em cobaias inoculadas com uma dose de toxéide

diftérico.

visto que no grupo as cobaias fémeas, os
teores antitéxicos praticamente continuaram
estaveis. Mostra este fendmeno o titulo médio
revelado no 36¢ més, que foi superior a
0,02 Ul/ml, apresentando variagfes indivi-
duais entre 0,01 a 0,04 Ul/ml de soro
(Tabela 2).

A analise dos titulos individuais cons-
tantes nas Tabelas 1 e 2 mostrou-nos que
todos os animais vacinados revelaram pro-
tecio solida contra a difteria, durante todo
periodo experimental, em virtude de conse-
guirem produzir antitoxina diftérica cir-
culante em concentracdes superiores a 0,01
Ul/ml, titulo a partir do qual normalmente
confere imunidade a doenga 14:15,19,20,29,

Este mecanismo regulador da concentragio
de Ig G, garantindo a persisténcia prolon-
gada dos anticorpos, parece ser controlado
pela imunidade potencial adequada ou
memoria imunoldgica estabelecida pelo esti-
mulo primario 11132, Nas condi¢gdes de
nosso experimento, parece-nos que os niveis
aprecidveis de antitoxina seriam mantidos
na circulac¢do, indefinidamente, como ocorre
com quase todos os membros da nossa
comunidade, que estdo em contato fregiiente

102

com os microrganismos produtores de toxina
diftérica, condi¢Ges em que estas infecgdes
subclinicas funcionariam como pequenas
doses de antigeno, agindo como estimulo
secunddrio e como doses de reforgo 6:9:13,

Black e col.3 verificaram que uma dose
vacinante pode proteger durante cerca de
20 meses, ao imunizarem uma populagao
feminina rural de Bangladech, através da
inoculacdo de toxoide tetanico-diftérico
(dT), adsorvido pelo alumen.

McLennan e col.l?7 chegaram a demons-
trar que os niveis médios de anticorpos, em
3 a 4 semanas, ultrapassam 0,01 Ul/ml,
com a aplicagdo de uma dose simples de
antitoxina adsorvida pelo aliimen. Afirmam
também que a resposta ao estimulo primario
¢ influenciada pela concentragdo de anti-
geno, teor de adjuvante, assim como pela
acdo sinérgica destes dois componentes,
concluindo que a resposta imunitdria provo-
cada por uma dose unica mais imunogénica
permite entrever a possibilidade de recorrer
a este esquema de vacinagdo. Esta conclusido
explica-se, pois o esquema tradicional de
imunizacdo humana, baseado em duas ou
trés doses apresenta intmeras dificuldades,
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e problemas, em muitas circunstancias, prin-
cipalmente em regides remotas ou em paises
em desenvolvimento 7.

Diversos autores verificaram que em indi-
viduos adequadamente vacinados, a antito-
xina pode persistir, em niveis protetores,
durante muitos anos ¢.7.25,26,

Quanto a imunidade passiva, pelas obser-
va¢des que constatamos em cobaias, filhos
de maes vacinadas e cujos resultados estdo
consubstanciados na Tabela 3, verifica-se que
ao nascimento, o titulo médio de antitoxina

da circulagdo materna, era da ordem de 0,4
Ul/ml. Devemos salientar que, nesta mesma
época, os niveis médios de antitoxina difté-
rica detectada na circulacdo materna era de
0.2 Ul/ml, isto é, exatamente 50% do titulo
observado na progénie.

Toivanen e col.3' explicam que o teor
de gamaglobulina fetal poderd exceder ou
nao ao que pode ser encontrado na circula-
cdo materna, e a sua transferéncia através
da membrana placentaria é verificada
quando existe um substancial gradiente de

homéloga circulante, passivamente recebida  concentragdo 1216, Desta maneira, a pro-
TABELA 3
Niveis de antitoxina diftérica circulante em cobaias, nascidas de animais vacinados.
Observacio
fa) Titulos em UI/ml(b)

Cobaias 7d 154 i im 2m 3m ! 4m

Ne ' !
i
311
312 0.26 0,048 0.0048 0.002 0.0
313
314
321
322
. ‘ 0,

323 0.036 < 0.002 (]
331
332 .
393 0.4 0,26 0,064 0.0064 <2 0,002 0,0
334
341
342 0.112 0,0064 <0,002 0.0
343

Titulo

Médio 0.4 0,26 0,065 0,0058 0.0012 0.0

(a) d == Dias: m = Méses: (—) = Nio feito.

(b)

Para o célculo das médias, os titulos «0,002 foram considerados igual a 0.001.
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por¢io entre as quantidades de imunoglo-
bulinas presentes na circulagdo materna e
no recém-nascido € varidvel 3031, Alguns
autores tém verificado que tanto os geni-
tores como os seus descendentes imediatos,
apresentam valores semelhantes 5:21; todavia,
0s nossos resultados estdo de acordo com
aqueles que constataram concentragdo de
imunoglobulina em niveis mais elevados em

descendentes, do que na circulagdo da geni-
tora 2:18,24,28,83,

Em nosso meio, Guidolin e col.!' veri-
ficaram que o nivel médio de anticorpos
observados em cobaias com cérca de dois
meses de idade, cujas mdies tinham sido
vacinadas com uma dose de vacina antite-
tanica, variaram entre os titulos de 0,001
a 0,01 Ul/ml. Estes valores sdo compativeis
com os nossos dados, quando o nivel de
imunidade passiva antidiftérica foi determi-
nado aos dois meses de idade.

Ao contrario da imunidade ativa, veri-
ficamos que na imunidade passiva os anti-
corpos homoélogos tém vida média muito
curta no organismo do animal, perdendo
seu titulo rapida e progressivamente. O valor
inicial de cérca de 0,4 Ul/ml de antitoxina
diftérica, declinou no terceiro més de vida
ao nivel de 0,001 Ul/ml e, no quarto més,

desapareceu completamente em nossas con-
digbes experimentais (Tabela 3), mostrando
que o seu comportamento cinético ¢ muito
diferente da imunidade ativa (Tabelas1 e 2).

Estes resultados estio de acordo com as
observagbes de vdrios autores 12.21,27.33
entre os quais, a de Smith 27, que verificou
que a imunidade passiva decresce gradual-

104

mente com a evolugdo da idade da descen-
déncia, e com o aumento de peso do animal,
e que ao final de trés meses, ndo hd quase
mais anticorpos advindos do sangue materno.

CONCLUSOES

1. Em dois lotes de c¢cbaias estudadas,
imunizadas com uma dose de toxdide
diftérico precipitado pelo alumen de
potassio, os titulos séricos médios de
antitoxina circulante atingiram os niveis
mais altos em aproximadamente 30
dias, sendo que no grupo de animais
machos, foi detectado um nivel médio
de cerca de 3,8 Ul/ml, e no de fémeas,

de aproximadamente 3,5 Ul/ml.

2. A partir de entdo, os titulos séricos
comecaram a declinar, mais acentuada-
mente, nos trés primeiros meses, e mo-
deradamente, nos periodos subseqiientes,
atingindo os niveis de 0,1 Ul/ml no
12¢ més; 0,03 Ul/ml no 24¢ més, e
estabilizando-se desde

entdo, com titulo ao redor de 0,02 Ul/ml
verificado no 36° més de observacéo.

praticamente

3. A concentragdo de anticorpos no sangue
de cobaias, filhos de mdies vacinadas,
foi superior dquela detectada no sangue
de suas maéaes, por ocasido do parto.

4. A imunidade passiva decresce gradual-
mente com o desenvolvimento do animal,
¢, ao final de trés méses de idade, as
cobaias, descendentes de maes vacinadas
ndo mais apresentavam anticorpos ma-
ternos.



FURUTA, J.A. et al. Quantificacio de anticorpos diftéricos em cobaias. I —
titulo de anticorpos séricos em animais inoc:lados com uma dose de toxéide diftérico. Rev.

Saude pubdbl.,, 8. Paulo, 16:97-106, 1982.

-1

FURUTA, J. A et al. [Quantitative determination of diphtheria antibodies in guinea
pigs. I ~— Persistency of diphtheria antitoxin levels in sera of animals inoculated
with diphtheria toxoid]. Rev. Satude publ,, S. Paulo, 16:97-106, 1982,

ABSTRACT: The behavior of the kinetic genesis of antibodies in guinea
pigs inoculated with doses of an alum precipitated diphtheria toxoid was
studied. In a parallel study the dynamic of passive immunity, naturally
transmitted to the offspring, was examined. In immunized guinea pigs, it
was verified that the diphtheria antitoxin synthesis maintains detectable
titers up to 36 months, Antibodies transfered via placenta by the vaccinated
mother reached a plasmic concentration in the newborn superior to that
of the mother, and the passive immunity persisted in the circulation of

Persisténcia do

the offspring at titers detectable for up to approximately three months.

UNITERMS: Antibodies, diphtheric. Diphtheria antitoxin. Diphtheria
toxin., Vaccination.
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