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RESUMO

HENRIQUES, Dyana Alves, M. S., Universidade Federal de Vigosa, marco de
2003. Hemaglutinacdo passiva para detectar imunoglobulina humana
antidengue. Orientador: Jose Mario da Silveira Mezencio. Conselheiros:
Célia Alencar de Moraes e Arnaldo Chaer Borges.

A dengue é uma doenca febril, exantematica aguda considerada a mais
importante arbovirose que afeta o homem. O diagnéstico laboratorial da
dengue é realizado apds suspeita clinica e as técnicas imunoenzimaticas,
principalmente ELISA, sdo as mais difundidas, detectando anticorpos das
classes IgM e 1gG. Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de uma
técnica de hemaglutinacdo passiva de facil execucédo, rapida e eficiente na
deteccdo de anticorpos antidengue em sangue humano total. As proprias
heméacias do paciente foram utilizadas como antigeno figurado, sendo o anti-
soro contra hemacias humanas produzido em coelhos e purificado por
precipitacdo e cromatografia. As imunoglobulinas G obtidas foram digeridas
com o uso de papaina para a obtencéo de fragmentos Fab. Apds a separacao,
os fragmentos foram ligados as particulas virais de dengue, previamente
purificadas em gradiente de densidade continuo de tartarato de sodio e
potassio, utilizando o glutaraldeido como agente acoplador. Demonstrou-se
gue a estratégia de conjugacdo dos fragmentos Fab a particula viral é factivel
com uso de glutaraldeido, contudo, ha necessidade do desenvolvimento de
estudos para a verificacdo do grau de eficiéncia de conjugacdo. O método de

conjugacdo adotado ndo impediu os fragmentos Fabs de se ligarem as

Vi



hemacias e nem os anticorpos antidengue de reconhecerem seus epitopos na
particula viral. A utilizacdo de anticorpos monoclonais, ou sistemas de
expressao para proteinas virais assim como para fragmentos de anticorpos
facilitariam as etapas de montagem do conjugado, além de otimizar o
funcionamento da técnica. Em concluséo, a deteccao de anticorpos antidengue

em amostras de soro e hemacias foi possivel a partir do método proposto.
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ABSTRACT

HENRIQUES, Dyana Alves, M. S., Universidade Federal de Vigosa, March,
2003. Passive hemaglutination technique for ant dengue human
immunoglobulin detection. Adviser. Jose Mario da Silveira Mezencio.
Committee members: Célia Alencar de Moraes and Arnaldo Chaer Borges.

Dengue is an acute febrile illness considered the most important
arthropod-borne viral disease affecting humans. Currently most laboratory
diagnoses of dengue are made after some clinical observations and use of
immunoenzimatic techniques, notably ELISA can reliably detect small amounts
of IgM and IgG classes of antibodies and have deserved worldwide acceptance.
However, ELISA is a somewhat laborious, time-consuming technique and
requires a expensive equipment. The present work was carried out to develop a
feasible, inexpensive, quick and efficient passive hemaglutination technique for
detection of anti-dengue antibodies in human whole blood, using the patient's
blood cells as figured antigen. Antiserum against human erythrocytes was
produced in rabbits and the IgG was purified by precipitation and
chromatographic methods. IgG was then fractioned by papain digestion to yield
Fab fragments. After separation, these fragments were linked by glutaraldehyde
to the dengue viral particles successfully purified following a protocol which
included centrifugation through a sodium and potassium tartarate density-
gradient. However, the glutaraldehyde-mediated step need further work to
establish an efficient degree of conjugation. The method did not alter either the
Fab binding to erythrocytes or the recognition of viral epitopes by anti-dengue

antibodies. Possibly, the use of monoclonal antibodies or a suitable system for
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protein expression could improve the conjugation step and help to optimize the
routine testing of samples. In conclusion, a simple technique has been
demonstrated to be suitable for detection of anti-dengue antibodies in samples

of human blood or erythrocytes plus serum.



INTRODUCAO

7

A dengue é uma doenca febril, exantemética aguda, considerada a
mais importante arbovirose que afeta o0 homem. O virus dengue pertence a
familia Flaviviridae, género Flavivirus. Sao virus envelopados e com genoma
RNA fita simples de polaridade positiva. Existem quatro sorotipos, den-1, den-
2, den-3 e den-4, os quais ndo apresentam protecdo cruzada entre si. As
manifestacbes decorrentes da infeccdo por um dos quatro sorotipos virais
podem variar de uma condicdo assintomatica até um grau mais severo da
doenca, conhecido como febre hemorragica do dengue/sindrome do choque do
dengue (DHF/DSS), passando pelo dengue classico.

Em todo mundo sé&o registrados anualmente cerca de 100 milhfes de
casos de dengue classico e mais de 250 mil de dengue hemorragico. A
Organizacdo Mundial de Saude estima que 2,5 bilhdes de pessoas no mundo
possam vir a contrair a doenca, sendo a maior parte dos susceptiveis
habitantes de paises em desenvolvimento, principalmente, os das regides
tropicais.

No Brasil, 0 Aedes aegypti é o principal transmissor da doenca e pode
ser encontrado em todo territério brasileiro. A dispersdo do vetor foi
acompanhada pela disseminacdo dos diferentes sorotipos e, atualmente,
circulam no pais os virus den-1, den-2 e den-3. Acredita-se que o
desenvolvimento de DHF/DSS esteja relacionado a infeccbes heterdlogas
secundarias e a co-circulacédo de diferentes sorotipos aumentariam as chances
de ocorréncia da forma grave da doenca. Entre 0os meses de janeiro e marco
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dos anos de 2001 e 2002 foram registrados 1.622 casos de febre hemorragica
com 66 6bitos, um aumento de mais de 1000% em relacdo ao ano de 1998,
onde foram registrados apenas 105 casos.

O diagnéstico laboratorial da dengue é realizado apds suspeita clinica
e as técnicas imunoenzimaticas, principalmente ELISA, sdo as mais difundidas,
detectando anticorpos das classes IgM e IgG. As técnicas de isolamento viral
sdo menos utilizadas por serem técnicas mais trabalhosas e exigirem maior
tempo. Além das técnicas soroldgicas e de isolamento, existem as técnicas
moleculares, utilizadas principalmente na pesquisa, pois apesar da alta
sensibilidade e especificidade, uma série de fatores, entre eles econdémicos,
sdo empecilhos para seu uso no diagnostico de rotina. O desenvolvimento de
técnicas que facilitem o diagnéstico da dengue e permitam a sua realizacdo em
ambientes nao laboratoriais, com baixo custo, é interessante visto que a
dengue abrange uma parcela significante da populacédo habitante de regides de
dificil acesso e dependente do servico gratuito de saude.

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de uma técnica de
hemaglutinacdo passiva, de facil execucéo, rapida e eficiente na deteccdo de
anticorpos antidengue em sangue humano total. A técnica baseia-se na sintese
de um conjugado virus dengue-Fab anti-heméacias humanas, que ao ser
adicionado a uma amostra de sangue soropositiva para dengue seria capaz de
aglutinar as hemacias pela formacdo de malha de precipitacdo entre o0s
anticorpos antidengue e as particulas virais do conjugado. Em amostras
negativas, a aglutinacdo nao ocorreria pela auséncia dos anticorpos antidengue

para formacao da malha.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. ARBOVIROSES

Arboviroses sdo doencas causadas por virus de um grupo
ecologicamente bem definido, genericamente designado arbovirus (PINHEIRO
& DA ROSA, 1991). As arboviroses apresentam uma distribuicdo geogréfica
que é ligada diretamente a distribuicdo do inseto vetor e de modo geral
predominam nos trépicos onde 0s surtos dessas doencas tendem ser mais
comuns nos periodos quentes e chuvosos do ano (BLAIR et al.,, 2000).
Entretanto, em regibes de clima frio as arboviroses também se fazem
presentes, a exemplo das encefalites japonesa, russa e equina (PINHEIRO &
DA ROSA, 1991; BROOKS et al., 2000).

A ocorréncia das arboviroses pode ser esporadica, epidémica ou
endémica, adquirindo caracteristicas regionais bem definidas. O quadro clinico
apresentado pode variar desde formas benignas de natureza febril
acompanhadas ou ndo de exantemas, até formas graves, caracterizadas por
manifestacbes hemorragicas ou alteracdes neurolégicas (DIETZE, 1991,
FIGUEIREDO & FONSECA, 2002).

A incidéncia de arboviroses anteriormente desconhecidas, emergentes
e reemergentes, aumentou dramaticamente nas Ultimas duas décadas e
algumas se tornaram sérios problemas para a saude publica (BLAIR et al.,
2000). Esse aumento é atribuido a varios fatores, entre os quais incluem-se o
crescimento das populacbes humanas e as consequentes devastacdes de

areas virgens; a entrada do homem e de animais domésticos em novos
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ecossistemas anteriormente ocupados pelos artrépodos, principalmente em
florestas tropicais; o0s sistemas de irrigacdo precarios, 0S quais nao se
preocupam com o controle dos artropodos; o aumento descontrolado da
urbanizacdo, o que favorece a procriacdo dos vetores em ambientes artificiais
onde a 4gua se acumula, como canos, pneus, vasos, € em agua de esgoto; a
facilidade para o transporte de pessoas e de cargas vivas, inclusive entre
continentes, possibilitando que virus e artrépodos possam ser levados mais
facilmente de um local a outro; as novas rotas de migracdo assumidas pelas
aves; as mudancas climéticas; a faléncia dos programas de controle do vetor e
de saude publica (MURPHY, 1988). Em 1993 WALSH et al. afirmaram que “a
maioria das viroses emergentes sdo zoonoses e o principal fator que determina
a transferéncia desses virus de animais hospedeiros para 0 homem sao
habitos comportamentais”.

No Brasil, até 1985 foram isolados 134 arbovirus, dos quais 84 foram
considerados como novos para o0 mundo (BARBOSA, 1996). A extensa area
tropical do pais e as florestas, como a Amazonica, junto com a diversidade de
plantas e animais favorecem a ocorréncia de zoonoses causadas por
arbovirus. A maioria dos 165 milhdes de habitantes do pais vive em cidades
médias e grandes das regides sudeste e nordeste e, em muitos casos, a
populacdo vive em condicbes que favorecem a disseminacdo dos agentes

vetores e etiolégicos de diferentes doencas (FIGUEIREDO, 2000).

1.1 Arbovirus

O termo arbovirus, deriva da expressao “arthropod-borne viruses”, e
significa virus transmitidos por artrépodos (FORATTINI, 1965). A Organizagao
Mundial de Saude adota o conceito de que sao “virus que se perpetuam na
natureza principalmente por propagacdo entre vertebrados hospedeiros
suscetiveis e artrépodos hematdfagos, ou pela transmissé@o transovariana ou
venérea em artropodos”. Este grupo inclui virus de diferentes familias, como
Togaviridae, Flaviviridae, Bunyaviridae, Rhabdoviridae e Reoviridae,
responsaveis por algumas das doencas consideradas mais severas ao homem
e aos animais (MURPHY et al., 1999).

A perpetuacdo desse grupo na natureza se da gracas a capacidade de

se replicarem tanto em células de artropodos quanto em células de vertebrados
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(CAUSEY & MAROJA, 1957; BROOKS et al., 2000). Os arbovirus se
multiplicam em células de artropodos hematéfagos e séo transmitidos na saliva
para um vertebrado hospedeiro quando o vetor se alimenta. A replicacdo no
animal hospedeiro provoca viremia em titulo e duracdo suficientes para permitir
a infeccéo de outro artrépodo que venha a se alimentar do mesmo hospedeiro
(BROOKS et al., 2000). O virus no artropodo replica-se principalmente nas
glandulas salivares, causando uma infeccao persistente e, a partir dai, pode ser
transmitido também verticalmente. Num ciclo de infec¢do natural ndo ocorrem
efeitos prejudiciais aparentes no artropodo e nem no hospedeiro. Contudo, em
dois dos ciclos nos quais o homem é o principal hospedeiro vertebrado ocorre o
desenvolvimento de doenca. S&o os ciclos da dengue e da febre amarela
urbana (BLAIR et al., 2000).

O desenvolvimento de doenca é mais comum quando o hospedeiro
natural € substituido por um outro, nesse caso o homem ou outro animal
doméstico. Como resultado, pode ocorrer um blogueio na transmisséo do virus
em casos onde o animal alternativo ndo seja o preferido da espécie de vetor
hemat6fago, ou caso haja o desenvolvimento de viremia com baixos titulos e
curta duracdo. Em outro ponto, a doenca pode vir a se tornar um Sério
problema de saude publica, com significantes taxas de morbidade e
mortalidade, a exemplo das encefalites ou das febres hemorragicas (BLAIR et
al., 2000).

J4& sd&o mais de 500 arbovirus reconhecidos e distribuidos
mundialmente, aproximadamente 100 causam doenca ao homem, e cerca de
200 possivelmente sdo transmitidos por mosquitos (WALSH et al., 1993;
BARBOSA, 1996). No Brasil sdo conhecidos 10 diferentes arbovirus
pertencentes a familia Flaviviridae, sdo eles, os virus Bussuquara, Cacipacoré,
Dengue tipos 1, 2, 3, Iguape, llhéus, Rocio, Encefalite de Saint Louis e Febre
Amarela, cepa selvagem e cepa vacinal 17DD, todos possivelmente
transmitidos por mosquitos (FIGUEIREDO, 2000).

2. A DENGUE
A dengue é considerada como a mais importante doenca tropical

causada por um arbovirus que afeta o homem, principalmente nas regides
tropicais e subtropicais (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1999;



ANTUNANO & MOTA, 2000, BROOKS et al., 2000). Nessas regides sio
registrados anualmente 100 milh6es de casos de dengue classica e cerca de
500 mil de dengue hemorragico (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1999).

O problema da dengue néo é recente e a descricdo de epidemias nos
relatos clinicos e epidemioldgicos registrados em uma enciclopédia chinesa do
ano de 610 D.c, provavelmente sdo da doenca. Nos trés ultimos séculos tém
sido registrados casos de ocorréncia de dengue em varias partes do mundo,
com pandemias e epidemias isoladas atingindo as Ameéricas, Africa, Asia,
Europa e Australia (TEIXEIRA et al., 1999). Nos ultimos vinte anos houve um
aumento significativo na ocorréncia da doenca, tornando-se frequente as
epidemias de dengue classico nos grandes centros urbanos das Américas e
Caribe (GUBLER & TRENT, 1994). Além disso, registrou-se uma expansao
geografica da doenca e a transmissdo continua de varios sorotipos, incluindo-
se o fato preocupante da elevacdo no numero de casos de febre hemorragica
da dengue/sindrome do choque da dengue (DHF/DSS) (CHAMBERS et al.,
1997). O numero de casos de DHF passou de aproximadamente 295.591
casos anuais, na década de oitenta, para 514.139 na década de noventa
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001).

A DHF pode causar altas taxas de mortalidade nos casos em que o
tratamento médico adequado ndo € aplicado. A doenca tornou-se a principal
causa de morte entre criancas do Sudeste da Asia (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1999), e as estimativas sdo de cerca de 3 milhées de 6bitos
nos ultimos quarenta anos atribuidos a doenca (TEIXEIRA et al., 1999).

No Brasil, a reintroducdo do mosquito vetor ocorreu em 1967, apds o
declinio dos programas de controle do inseto. A primeira epidemia de dengue,
com confirmacao laboratorial aconteceu em 1982, no estado de Roraima.
Entretanto a propagacéo viral para o resto do pais ocorreu em 1986, a partir do
estado do Rio de Janeiro (NEVES et al.,, 1998; FIGUEIREDO, 2000). Nos
Ultimos anos as epidemias de dengue tém ocorrido em todas as regides
(Quadro 1) e tanto o virus quanto o mosquito vetor encontram-se disseminados
pelo pais. Segundo dados do Ministério da Saude, de 1986 a 2001 foram
registrados 2,3 milhdes de casos em 24 dos 26 estados juntamente com o
Distrito Federal (NOGUEIRA et al., 2001).



Quadro 1: Casos de dengue classica, febre hemorragica da dengue e mortes
confirmados entre janeiro e marco dos anos de 2001 e 2002, por regiao
geografica do Brasil*. Fonte: Organizacdo Panamericana de Saude (PAHO),
2002

Febre
Regido Dengue Variacdo (%) | hemorragica Mortes
da dengue
Jan-Mar Jan-Mar Jan-Mar 2002 | Jan-Mar 2002
2001 2002
Norte 30.829 9.847 -68.06 0 0
Nordeste 54.760 103.699 89.37 92 5
Sudeste 57.150 | 202.500 254.33 1.435 56
Sul 1.987 2.782 40.01 1 1
Ce””"'?eS‘e 10.717 38.787 261.92 1.717 70
Brasil 155.443 | 357.615 130.06 1.622 66
Brasil sem o
tado d
Rode | 133280 | 193,939 4551 216 13
Janeiro

* Dados provisorios, sujeitos a mudanca.

2.1 Etiologia da doenca

A dengue é uma arbovirose febril exantemética aguda que néo
apresenta altos indices de mortalidade, embora seja grande o numero de
pessoas acometidas pela doenca (HALSTEAD, 1992; PINHEIRO e CORBER,
1997). Sua relevancia se faz pela disseminacdo mundial, ocorrendo em mais
de 100 paises e em uma populacao estimada de 1,5 milhdo de pessoas, sendo
que, potencialmente, mais da metade da populacdo do globo corre o risco de
contrair o virus (MIAGOSTOVICH et al., 2001, GUBLER, 2002).

A doenca é causada por um virus envelopado pertencente a familia
Flaviviridae a qual inclui também os pestivirus e o0s hepacivirus. Eles se
caracterizam por apresentarem uma Unica molécula de RNA fita simples, com
polaridade positiva e 0 genoma compreende uma Unica ORF que codifica uma
poliproteina, a qual € processada em outras proteinas virais. Esses virus se
replicam no citoplasma e o genoma € o proprio RNA mensageiro (FRANCKI et
al., 1991; FIELDS et al., 1996; WEILAND et al., 1999; BROOKS et al, 2000).



As regibes funcionais e estruturais do genoma do virus ja foram
definidas (MURPHY et al., 1999; FLINT et al., 2000). O virion, com cerca de 65
nm de diametro apresenta trés proteinas estruturais: a proteina C do capsideo
e as proteinas E e pré-M, que compde o envelope (BARTH, 2000).

A proteina C € pequena (PM 12-14 kDa) e cOpias multiplas dessa
proteina se associam ao RNA para compor o nucleocapsideo icosaédrico. J4 a
proteina E € a maior proteina estrutural (PM 53-58kDa) e a mais abundante do
envelope. Ela é a responsavel pelas propriedades biolégicas mais importantes
do virus, como a ligacdo aos receptores celulares, montagem do virus, fusdo
celular, possui os epitopos que definem o sorotipo, entre outras caracteristicas.
A resposta imune contra a proteina E é a de mais longa duracdo (RICE et al.,
1986; FIELDS et al., 1996).

A proteina pré-M (PM 20-24kDa) é assim chamada porque durante o
brotamento ela é clivada e origina a proteina M (PM 7-9kDa). Também &
formadora do envelope e somente apds a sua clivagem o virus torna-se
completo e infectivo (FIELDS et al., 1996; ANTUNANO & MOTA, 2000).

As sete proteinas funcionais, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e
NS5, séo separadas a partir de 3 ou 4 clivagens realizadas por uma proteinase
semelhante a tripsina, presente na por¢cao N-terminal de NS3. As duas outras
clivagens sado feitas pela peptidase sinal celular. A proteina NS3 também
funciona como helicase e protease, além de ser parte do complexo RNA
polimerase. A proteina NS5 é uma RNA polimerase dependente de RNA
(FRANCKI, et al., 1991; FIELDS et al., 1996; MURPHY, et al., 1999).

Especificamente, o virus da dengue pertence ao género Flavivirus, do
latim “flavus” = amarelo e é tradicionalmente classificado em 4 sorotipos, den-1,
den-2, den-3 e den-4, distinguiveis por suas caracteristicas antigénicas
(LEITMEYER et al., 1999; NOGUEIRA et al., 2000; MIAGOSTOVICH et al.,
2000).

O isolamento do virus dengue foi originalmente realizado por Albert
Sabin em 1945, quando identificou os sorotipos, den-1 e den-2. Os outros dois
sorotipos, den-3 e den-4, somente foram isolados por Hammon em 1960, em
pacientes com DHF/DSS (ROSEN & GUBLER, 1974; HALSTEAD, 1992).

Em 1982, durante a epidemia na cidade de Boa Vista, RO, foram
isolados dois sorotipos, den-1 e den-4. Posteriormente, no ano de 1986,

atribuiu-se ao sorotipo den-1 a responsabilidade pela epidemia e em 1990 o



sorotipo den-2 foi isolado pela primeira vez (FIGUEIREDO, 2000). Durante a
epidemia no ano de 1990, quando os dois sorotipos estavam circulando no
pais, foram registrados os primeiros casos de DHF (TEIXEIRA et al., 1999).

Em janeiro de 2001, durante uma vigilancia realizada na cidade de
Nova Iguagu, no Rio de Janeiro, um terceiro sorotipo, den-3, foi isolado do soro
de uma paciente de 40 anos de idade (NOGUEIRA et al., 2001). A partir dai o
virus ja foi isolado nos estados de Pernambuco, Ceara, Sdo Paulo e Amazonas
(SOUZA, et al., 2002; ARAUJO, et al., 2002; TRAVASSOS, et al., 2002;
CORDEIRO, 2002). A introducdo de um novo sorotipo em territério nacional é
preocupante pelo fato de aumentar as chances da reinfeccdo por sorotipos

heterélogos, resultando no desenvolvimento da DHF/DSS.

2.2 Agente Vetor

As primeiras evidéncias do ciclo de transmissdo da dengue foram
apresentadas por Bancroft em 1906, quando assumiu a hip6tese do mosquito
Aedes aegypti ser o agente vetor do virus (ROSEN & GUBLER, 1974).
Atualmente, sabe-se que outros mosquitos podem vir a ser potenciais
transmissores do dengue, pois 0 mesmo ja foi isolado de outras espécies de
Aedes, como o A. albopictus, A. scutellaris, A. africanus, A. leuteochephalus, A.
opok, A. taylori, A. furcifer, A. mediovattus e o A. polynesiensis (DIETZE, 1991,
ANTUNANO & MOTA, 2000; FIGUEIREDO & FONSECA, 2002).

Além da dengue, o Aedes aegypti € também o transmissor da febre
amarela urbana. E originario da Africa sub-sahariana e foi importado para a
América durante e apés a escraviddao. As fémeas ovopositam na parede de
qualquer recipiente, préximo ao nivel da agua (REITER et al., 1995; MICHIGAN
MOSQUITO CONTROL ASSOCIATION, 2002). E um mosquito essencialmente
urbano, encontrado praticamente em todos os estados brasileiros. Na Américas
€ 0 Unico transmissor da dengue com importdncia epidemiolégica. A
disseminacdo do Aedes aegypti no territorio brasileiro foi feita por deposi¢ao de
ovos pelo inseto em recipientes artificiais, principalmente pneus usados e pela
disseminagédo de insetos adultos por 6nibus, caminhdes, trens, avides e outros
(NEVES et al., 1998).

Esse mosquito se adaptou ao ambiente criado pelo homem e tem nas

cidades os criadouros preferenciais, a saber: latas, garrafas, pratos de vasos



de plantas, caixas d’agua descobertas, piscinas, e outros. A fémea exerce a
hematofagia tanto fora quanto dentro das casas, geralmente no periodo entre
10-13 horas e apds as 16 até as 19 horas, liberando uma substancia
anestésica no momento da picada, a qual evita o incbmodo no individuo. Ao
contrario do que se pensava, a fémea tem a capacidade de fazer ingestfes
multiplas de sangue durante um unico ciclo gonadototrofico, podendo assim
infectar uma série de pessoas (DIETZE, 1991; REITER et al., 1995; MICHIGAN
MOSQUITO CONTROL ASSOCIATION, 2002).

O Aedes albopictus € uma espécie asiatica trazida para o Brasil
provavelmente nos anos de 1985 ou 1986, em navios para o0 transporte de
minério de ferro, no Porto de Vitdria, ES (NEVES, 1998). Atualmente esse
inseto pode ser encontrado em ambiente silvestre, rural, periurbano e urbano,
sendo o responsavel pela transmissdo da dengue e outras arboviroses na Asia.
No Brasil ainda n&o foi incriminado como vetor da dengue (CONSOLI &
OLIVEIRA, 1998). E um mosquito de atividade diurna e visualmente difere do
Aedes aegypti pela coloracdo, uma vez que o Aedes albopictus € negro e
apresenta uma faixa branca-prateada longitudinal que vai da cabeca até o final
do térax (NEVES, 1998).

A transmisséo vertical € uma caracteristica importante dos arbovirus e
as divergéncias sobre a transmissdo transovariana do virus dengue foram
recentemente superadas com o0 uso da técnica de RT-PCR, onde os autores
demonstraram a transmissdo transovariana de virus dengue tipo 2 em
mosquitos Aedes aegypti coletados em Belo Horizonte (MG) (CECILIO, et al,
2000).

2.3 Dengue classica x febre hemorragica do dengue/sindrome do choque
do dengue

A infeccdo pelo virus da dengue provoca um espectro de
manifestacfes clinicas que varia desde uma infeccdo assintomatica até uma
forma mais severa, caracterizada por manifestacdes hemorragicas e choque, a
sindrome do choque da dengue (DSS) (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
1999; 2001).

O quadro de sinais e sintomas manifestado por um paciente depende
da cepa e sorotipo do virus infectante; da idade; do estado imune do paciente e
da constituicdo genética do individuo.
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A dengue classica é uma doenca febril aguda com sintomas de um
resfriado, manifestada principalmente por criancas e adultos. Apresenta baixa
taxa de mortalidade e os sintomas variam de acordo com a idade. Geralmente,
as criangas com idades entre 2 e 5 anos séo assintomaticas ou apresentam
febre indiferenciada e exantemas, enquanto criangas mais velhas ou adultos
apresentam febre alta, dores de cabeca, dor retro-orbital, mialgias e artralgias
(“febre quebra o0sso0s”), nauseas, vomitos e exantemas. Manifestacdes
hemorragicas mais brandas como petéquias e purpuras podem ocorrer nos
casos de dengue classico (RAMOS et al., 1993; FONSECA & FONSECA,
2002).

A DHF é caracterizada por febre alta com duracéo de 2-7 dias, seguida
por fendmenos hemorragicos mais intensos, inclusive o extravasamento
plasmatico que € a principal anormalidade fisiopatol6gica observada; contagem
de plaquetas inferior a 100.000/mm?® e algumas vezes faléncia do sistema
circulatério. Os pacientes que manifestam complicacdes sérias de circulacéo
progridem para o choque hipovolémico. Os principais sinais manifestados séo,
pulsacdo rapida e fraca, menor ou igual a 20 mm Hg; hipotensédo, frio e
inquietacdo. Esse quadro € conhecido como DSS e requer a intervencéo
médica adequada, uma vez que as taxas de mortalidade podem exceder a 20%
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1999; 2001).

Para qualquer uma das formas da dengue, seja a dengue classica,
DHF ou DSS, séo reconhecidas as fases aguda e a de convalescenca. Apés a
picada do mosquito o virus permanece incubado por um periodo de 2-3 dias e,
posteriormente, inicia-se a fase aguda da doenca quando os sinais e sintomas
comecam a se manifestar. Essa fase é caracterizada pela febre, a qual dura de
2-7 dias, e nesse periodo ocorre o pico de viremia (FONSECA & FONSECA,
2002).

A fase critica é a intermediaria, quando o individuo ndo apresenta a
febre. Ela dura de 2 a 3 dias apds a fase aguda, e ndo resulta em maiores
complicacdes, exceto em casos de evolucao para DHF/DSS. Ela € denominada
de critica por ser a fase onde costumam ocorrer as complicacdes hemorragicas
e a progressao ao choque (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001).

A fase de convalescenca é o periodo posterior ao desaparecimento dos
sintomas e pode se prolongar por semanas, estando associada com prostracao

e depresséao, especialmente em adultos (DE PAULA et al., 2002a).
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Os mecanismos que podem levar ao desenvolvimento da DHF/DSS
ainda n&o foram completamente elucidados. A doenca foi reconhecida em 1950
no sudeste da Asia (ROTHMAN & ENNIS, 1999).

As hipéteses desenvolvidas para explicar a ocorréncia das formas
hemorragicas do dengue incluem a de que ha uma forte associacdo entre
infeccdes heterdlogas secundarias e a forma severa da doenca (RAMOS et al.,
1993), isso porque a DHF/DSS ocorre em individuos que ja foram infectados
com um sorotipo e reinfectados por um segundo sorotipo.

A hipétese denominada “teoria imunolégica de Halstead” que se refere
ao fenbmeno denominado “aumento da infeccdo mediada pelo sistema imune”
(immune enhancement of infection) € uma das mais contempladas
(HALSTEAD, 1992; RAMOS et al., 1993; ROTHMAN & ENNIS, 1999). Nesse
caso, 0s anticorpos adquiridos em infeccbes prévias para um determinado
sorotipo ndo seriam neutralizantes ou seriam produzidos em titulos muito
baixos, incapazes de neutralizar o sorotipo responsavel pela reinfeccdo. A
opsonizacao do virus facilita a fagocitose pelos fagécitos mononucleados,
estes as células-alvo para a replicacdo viral. A fagocitose das particulas virais
ndo neutralizadas favorece a acdo viral e, dessa forma, ha um aumento da
carga viral, intensificacdo da resposta imune e consequente liberacdo de
aminas vasoativas, que provocam aumento na permeabilidade vascular
(HALSTEAD, 1988; ROTHMAN & ENNIS, 1999). Estudos recentes sugerem
gue citocinas e mediadores quimicos (Fator de Necrose Tumoral, Interleucinas
1, 2 e 6, Interferon d, Fator Ativador de Plaquetas, Cz,, Csa € histamina)
seriam o0s potencializadores dos sintomas da DHF/DSS, uma vez que o0s
monaocitos/ macréfagos infectados ativam linfocitos TCD4, promovendo a maior
liberacdo de interferon diJ e outras citocinas. O interferon dJO ativa a
expressao de receptores Fc-dl[, com a consequente fagocitose de outros
complexos virus-imunoglobulinas e a criacdo de um “circulo” potencializador da
infeccdo e agravamento da doenca. Dessa forma, h4 um aumento da
permeabilidade vascular, extravasamento plasmatico e disfuncdo do sistema
de coagulacéao, o que leva a hemorragias (ROTHMAN & ENNIS, 1999).

Um estudo feito na Tailandia mostrou que criangas com menos de um
ano de vida e que contrairam dengue pela primeira vez desenvolveram
DHF/DSS porque haviam adquirido anticorpos contra o virus por imunidade

passiva. Os anticorpos recebidos em altas concentracbes durante o
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nascimento protegem as criancas da infec¢do pelo virus, mas com o tempo o
titulo de anticorpos protetores decresce e permanecem na circulagcdo apenas
os anticorpos reforcadores da infeccado (IEA=Infection-Enhancing Antibodies),
ou seja, anticorpos de risco para o desenvolvimento de DHF/DSS (KLIKS et al.,
1988).

O desenvolvimento de DHF/DSS foi relacionado a uma maior viruléncia
de determinadas cepas do virus (ROSEN, 1977). O estudo das caracteristicas
clinicas e sorolégicas de casos de dengue no Peru mostrou que o virus den-2,
gendtipo americano, provavelmente ndo possuia as propriedades necessarias
para causar as formas severas da doenca (WATTS et al., 1999), o que
reforcaria a hipétese de Rosen. Dados do “Center for Disease Control and
Prevention”, Atlanta, EUA, indicam que o sorotipo do virus seria um fator de
risco para o desenvolvimento de DHF. Infec¢des primarias pelo virus den-2,
seguidas por infeccBes secundarias de qualquer outro sorotipo, aumentam as
chances do desenvolvimento de DHF (CENTER FOR DISEASE CONTROL
AND PREVENTION, 2000).

Em uma terceira hipétese, KOURI et al. (1987) propbem o
desenvolvimento de DHF/DSS como de maneira multicausal, considerando a
interacdo de fatores relacionados ao agente etiolégico, ao hospedeiro e ao
vetor. Os autores reconhecem que as outras hipGteses por si s6 ndo
consideram os eventos epidemiolégicos que ocorrem no mundo e reconhecem
varios fatores como sendo de risco. Fatores relacionados ao hospedeiro seriam
idade, sexo, raca, estado nutricional, pré-existéncia de enfermidades cronicas,
presenca de anticorpos e intensidade da resposta imunoldgica a infeccdes
anteriores; relacionados ao virus seriam a hiperendemicidade, viruléncia da
cepa circulante e sorotipos virais envolvidos em cada evento epidemioldgico;
entre os fatores relacionados ao agente vetor, estariam a competéncia e
densidade vetorial e, finalmente, entre os fatores epidemioldgicos estariam a
imunidade de grupo, intervalo de tempo entre as infeccbes por diferentes
sorotipos e a intensidade da circulacao viral.

TEIXEIRA et al. (1999) assume que a hipotese multicausal para o
desenvolvimento de DHF/DSS € uma tentativa de explicacdo mais totalizadora,
ao reconhecer que o resultado das apresentacfes epidemioldgicas e clinicas

do individuo nas populacdes depende de todos os elos e fatores interligados,
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aproximando e considerando a complexidade dos fenbmenos envolvidos na

determinacao destas infecgoes.

3. TECNICAS UTILIZADAS PARA O DIAGNOSTICO DA DENGUE

O método de deteccao do virus dengue utilizado por Albert Sabin, ou
seja, o isolamento viral ap0s sucessivas passagens em ratos, permitiu a
identificacao de dois dos quatro sorotipos do virus (ROSEN & GUBLER, 1974).
Atualmente, os testes utilizados para a deteccao do virus da dengue podem ser
reunidos em trés categorias: os soroldgicos; os de isolamento viral e os de
deteccdo molecular (DE PAULA et al., 2002a, MIAGOSTOVICH et al., 2001).

O diagndstico correto da doenca requer a realizagcdo de uma série de
etapas e nao se detém apenas na deteccdo do virus. Primeiramente, o
histérico do paciente precisa ser examinado, assim como sua regido de
moradia, relacionando-o a epidemiologia da doenca. Os sinais e sintomas
apresentados pelo paciente, associados a infec¢do viral, também devem ser
considerados. O conjunto de todos esses itens, somados a confirmacao

laboratorial garante um diagndstico preciso (PRIBIL et al., 2001).

3.1 Testes soroldgicos

Nas analises sorolégicas, as interacdes especificas dos antigenos
virais com 0s anticorpos sdo usadas para detectar os virus e a resposta imune
contra eles (FLINT et al., 2000). Atualmente, os testes sorolégicos ainda sao os
mais utilizados no diagnéstico de rotina da dengue, dada a facilidade e
simplicidade dos procedimentos. Basicamente, quatro testes soroldgicos sao
0S mais comumente utilizados: Inibicdo de hemaglutinacdo (HI); Fixacdo do
complemento (CF); Teste de Neutralizagdo (NT) e o MAC-ELISA (LENNETE,
1992; HECHAVARRIA, 2002).

Os testes NT, HI e FC sdo também utilizados para agrupar os virus de
acordo com as suas relagdes antigénicas, e por isso muito Uteis para a
taxonomia. Ja a classificacdo em géneros, sorogrupos, complexos, tipos,
subtipos e variedades sdo confirmados por andlises morfogenéticas e
moleculares (CALISHER, 1980; LENETTE, 1992).
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O teste de inibicdo da hemaglutinagcdo foi, por muitos anos, 0 mais
utilizado para a deteccdo da dengue (MIAGOSTOVICH, 2001). E um teste
sensivel e de facil execucéo, necessitando de equipamentos basicos utilizados
rotineiramente no laboratério. Os anticorpos inibidores da hemaglutinacédo
podem permanecer detectaveis por mais de 48 anos, sendo bastante util para
estudos soroepidemiolégicos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1997).

A HI é uma técnica rapida, realizada em aproximadamente 30 minutos,
que pode ser utilizada para a verificacdo da quantidade relativa de virus em
uma amostra. Contudo, ela é pouco especifica e tem baixa sensibilidade
guando utilizada em amostras com titulos baixos (FLINT et al., 2000).

O FC néo é utilizado com frequéncia para o diagnéstico de rotina, por
ser de mais dificil execucdo e requerer pessoal qualificado e treinado. Os
anticorpos detectados por FC aparecem mais tardiamente do que o0s
detectaveis por HI e persistem por pequenos periodos. A utilizacdo do teste de
FC estd mais relacionada a infec¢des primarias, para as quais € especifico
porqgue a resposta em infeccdes primarias € monotipica, enquanto nas
infeccBes secundarias € amplamente heterotipica (GUBLER & SATHE, 1988).

O NT é o mais especifico dos testes e, por isso, muito importante para
a classificacdo. Como no teste de FC, a especificidade somente é valida para
as infeccdes primarias. O custo do teste é elevado e o tempo necessario para a
sua realizacdo é considerado como muito dilatado, além das dificuldades
inerentes a técnica (GUBLER & SATHE, 1988).

A ocorréncia de reacdes cruzadas com outros flavivirus, ou virus que
causam infeccbes clinicas semelhantes, mesmo ndo sendo da mesma familia
constituem um dos principais problemas para o uso destes testes. Além disso,
requerem altos titulos de anticorpos especificos para se fazer o diagndstico da
doenca. No caso do dengue os anticorpos comecam a ser detectados, em
média, apdés o quinto dia do contagio o que dificulta o diagnéstico rapido
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1997; VORDAM & KUNO, 1997).

Atualmente, para o diagndstico de rotina, os testes imunoenzimaticos
tém sido os mais utilizados em razdo da alta sensibilidade, facilidade de
execucao e rapidez. Dentre esses, o mais utilizado é o ELISA, o qual permite a
deteccdo de anticorpos das fases aguda (IgM), de convalescenca (IgG), bem
como a deteccdo do antigeno (TIZARD, 1998). Na variante do ELISA,

denominada MAC-ELISA, os anticorpos IgM s&o capturados no soro de
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pacientes pela ligacdo destes ao antigeno complexado e fixado a placa de
poliestireno. O MAC-ELISA tem sido uma valiosa ferramenta na vigilancia da
dengue e DHF/DSS e sua principal vantagem € a de permitir a analise de um
grande numero de amostras laboratoriais com relativa facilidade. O MAC-
ELISA detecta anticorpos IgM, requerendo, portanto, apenas uma amostra do
soro, dispensando amostra pareada do periodo de convalescenca para a
confirmacdo da doenca, além de permitir o diagnostico ainda na fase aguda
(VORDAM & KUNO, 1997).

Testes para deteccao de IgG antidengue, ou Ig total no soro, plasma ou
sangue heparinizado diferenciam as infeccbes primarias das infeccdes
secundarias. Eles sao simples, de facil manipulacdo e apresentam
sensibilidade comparavel ao teste de HI (MEDIVAX, 2000), porém a
especificidade € baixa e permite a ocorréncia de reacbes cruzadas com outros
flavivirus, além de néo diferenciar os sorotipos (GUBLER, 1989).

Diferentes tipos de ELISA tém sido descritos para o diagndstico de
dengue e outros arbovirus. ZE-SHUAI et al. (1986) e OLIVEIRA et al. (1995),
padronizaram técnicas imunoenziméticas (EIA) com anticorpos monoclonais
para deteccdo de arbovirus em culturas de células infectadas. TALARMIN et al.
(1998) desenvolveram um ELISA para captura de IgA especifica para o virus
do dengue e compararam essa técnica de captura de IgA com o MAC-ELISA.
Eles concluiram que a primeira mostrou-se mais sensivel e especifica quando
0s espécimes analisados foram coletados entre 6 e 25 dias ap0s o inicio dos
sintomas, periodo que inclui o pico de IgA. Amostras coletadas nos primeiros
dias da infeccdo tiveram especificidade e sensibilidade reduzidas. Segundo os
autores, a técnica € simples e poderia ser realizada em conjunto com o MAC-
ELISA, para auxiliar a interpretacdo de resultados soroldgicos.

O uso de anticorpos monoclonais para a deteccdo de antigenos tem
melhorado a especificidade do ELISA por diminuir a ocorréncia de reacoes
cruzadas. BROOM et al. (1998) desenvolveram um painel de anticorpos
monoclonais especificos para identificar alfa e flavivirus isolados de mosquitos.
A técnica mostrou-se sensivel, rapida e mais especifica do que os métodos
tradicionais usados para a identificacéo de flavivirus.

O diagnéstico da dengue tem sido feito com o uso de métodos que
incluem: radioimunoensaio utilizando anticorpos monoclonais para a deteccdo

do virus (MONATH et al., 1986), técnicas de hemoadsorcéo para a deteccao de
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IgM antidengue (GUNASEGARAN et al, 1986) e hemodlise em gel
(THONGCHAROEN et al.,, 1993). A técnica de “imunodot blot” pode ser
utilizada para a diferenciacdo entre dengue e febre Mayaro, duas doencas
clinicamente semelhantes (HENRIQUES & MEZENCIO, 2000).

3.2 Isolamento viral

O isolamento do virus da dengue pode ser realizado com o uso de
quatro técnicas. A primeira, utilizada por Sabin, consiste na inoculagéo do virus
em cérebro de camundongos neonatos (ROSEN & GUBLER, 1974). Ela é
especifica, porém de baixa sensibilidade e requer a manutencdo de um
biotério, 0 que eleva os custos e requer tempo dilatado para o isolamento.

A segunda técnica utiliza mosquitos para o isolamento (ROSEN e
GUBLER, 1974). O virus é inoculado parenteralmente em mosquitos do género
Aedes sp e Toxorhynchities sp. E uma técnica mais sensivel do que a técnica
de formacédo de placas em células LLC-MKj5, tendo sido utilizada na Indonésia
por GUBLER et al. (1979) em estudos de vigilancia virolégica da febre
hemorragica do dengue. A técnica, embora mais sensivel requer um insetéario e
é trabalhosa.

O isolamento do virus da dengue pode também ser feito em culturas de
células de mamiferos (BARTH, 2000). Esse ndo é um método usualmente
utilizado por apresentar baixa sensibilidade. Além disso, dependendo do tipo de
cultura celular, os custos podem ser altos e o0 isolamento demorado
(LENNETE, 1992).

Em estudos com arbovirus, principalmente com o virus da dengue, as
linhagens celulares de mosquitos sdo bastante utilizadas. Elas apresentam
maior sensibilidade a esse virus que as de vertebrado e sdo de facil
crescimento e manutencdo. O isolamento do virus em cultura de células de
mosquito Aedes albopictus data de 1960 e, desde entdo, varias linhagens
celulares de diferentes mosquitos tém sido utilizadas (BARBOSA, 1998).

O isolamento em células de mosquitos associada a deteccdo dos
antigenos no cultivo celular por imunofluorescéncia, € um método sensivel e de
custos relativamente baixos, porém apresenta menor sensibilidade do que a

inoculacéo parenteral em mosquitos (LENNETE, 1992).
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3.3 Detecc¢ao molecular

O diagnéstico da dengue pode ser feito com o uso de métodos que
detectem sequiéncias do acido nucléico viral em amostras de tecidos ou células
infectadas (FLINT et al., 2000). Sdo técnicas sensiveis e especificas, contudo
no Brasil, a maioria dos laboratérios ainda utiliza os testes soroldgicos para o
diagndstico. As técnicas moleculares mais trabalhadas tém como base o PCR,
porém para o diagnostico de DHF é usual a utilizacdo de sondas biotiniladas ou
marcadas com *?P, pois o isolamento do virus nesse caso pode ser dificultado,
uma vez que o mesmo se encontra complexado a anticorpos, diminuindo assim
a sua infectividade (RAMOS et al., 1993).

A deteccdo com sondas biotiniladas é menos sensivel do que a com
sondas radiomarcadas, porém a primeira técnica € mais utilizada para
identificacdo viral direta em amostras clinicas (HENCHAL et al., 1987). As
técnicas de hibridizacdo dos acidos nucléicos também tém sido muito utilizadas
em estudos epidemioldgicos (TEIXEIRA et al., 1999).

O RT-PCR tem sido o mais utilizado para o virus dengue. Variante,
como 0 RSS-PCR (Restriction site-specific-PCR), foi descrita para a
subtipagem dos virus do dengue por HARRIS et al. (1999) e MIAGOSTOVICH
et al. (2000). A técnica consiste de um RT-PCR usando “primers” especificos
para 0 gene da proteina E do envelope e uma endonuclease de restricdo
polimérfica. Os produtos da RT-PCR gerados migram de formas diferentes,
formando bandas distintas para as diferentes cepas. A técnica é simples,
rapida e requer o minimo de equipamento laboratorial (MIAGOSTOVICH et al.,
2000).

LIOTTA et al. (2000) estabeleceram a técnica de RT-PCR para
deteccdo dos virus den-1 e den-2 em pools de mosquitos. Ela se mostrou util
para estudos epidemioldgicos e de vigilancia do vetor. DE PAULA et al. (2001)
demonstrou que a melhor amostra coletada de pacientes para a deteccdo do
virus dengue por RT-PCR ¢é a de soro, ao invés de sangue ou “buffy-coat”, uma
vez que foi possivel detectar 0 agente mesmo na sua auséncia de replicacéo.

Entretanto, devido aos custos e necessidade de pessoal qualificado, as
técnicas moleculares permanecem restritas aos trabalhos de pesquisa, sendo o

diagnéstico de rotina feito por métodos sorolégicos como o0 MAC-ELISA.
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MATERIAIS E METODOS

1. PRODUQAO DO ANTI-SORO ANTI-HEMACIAS HUMANAS

Preparo do antigeno (hemécias): Cerca de 5 ml de sangue completo
foram coletados em um Unico ponto de doadores humanos sadios e em jejum
de doze horas, utilizando-se seringas descartdveis. As amostras foram
transferidas para tubos contendo o &cido etilenodiaminotetracético (EDTA)
como anticoagulante. Anotou-se o0 grupo sanguineo dos doadores classificados
pelo sistema ABO.

Processamento do antigeno: Apos a coleta da amostra de sangue foi
adicionado ao tubo um volume equivalente de solucéo salina 0,85% p/v. Em
seguida, o material foi centrifugado em centrifuga refrigerada Sorvall RC-5B a
7800 g, por 10 minutos, a 4°C, e o sobrenadante foi descartado. Volume de
solugcéo salina duas vezes maior que o inicial de sangue foi adicionado e a
amostra foi novamente centrifugada. Repetiram-se mais trés lavagens das
hemacias em salina e apds a ultima lavagem, o sedimento de heméacias foi
ressuspenso no volume equivalente de solucdo salina para se obter uma
suspensao de heméacias a 50%. Essa suspensao foi colocada em tubos do “tipo
penicilina” e mantida sob refrigeracdo a 4°C, por um periodo maximo de uma
semana.

Preparo do anti-soro: Hemacias lavadas e emulsificadas com o
adjuvante de Freund completo (volume por volume) foram injetadas em dois

grupos de dois coelhos machos da raca Nova Zelandia com idade de 2 a 3
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meses em intervalos de 15 dias, durante 1 més e meio, por injecéo
intramuscular em trés pontos. O segundo grupo de 3 coelhos recebeu injecdes
intravenosas de suspensfes de hemécias a 10%, em salina, em intervalos
distintos, durante 15 dias (GARVEY et al, 1977). Apdés os periodos
determinados nos protocolos, foi coletado o sangue dos animais e obtido o
soro. O soro para se constituir o controle das reac6es foi obtido de 20 mL do
sangue dos animais retirados antes da inoculacdo das hemécias.

Preparo do anti-soro: O sangue coletado foi deixado em repouso, no
ambiente e, em seguida, sob refrigeracdo, por um periodo de 12 horas, para a
separacdo do soro. A seguir, ele foi recolhido e centrifugado, em centrifuga
refrigerada a 1900 g por 10 minutos, a 4°C e o sobrenadante aliquotado e

congelado a -20°C.

1.1 Verificacdo da presenca de IgG

Hemaglutinagdo: A hemaglutinacdo foi feita em placas de
microtitulacdo de 96 orificios, em cada um dos quais foram adicionados 25 ni
de solucéo salina a 0,85% p/v. Em seguida, foram adicionados 25 niL do anti-
soro e efetuaram-se diluicbes seriadas com de fator de diluicdo igual a 2. Nos
orificios contendo o anti-soro diluido foram adicionados 25 ni da suspenséo de
hemacias a 2% e a placa foi incubada a 37°C por 30 minutos. Para constatacéo
do IgM no soro foram adicionados 25 niL de b-mercaptoetanol 0,2 M em salina
0,85% plv, anteriormente a adicdo das hemacias. O tratamento do anti-soro
com o agente redutor foi feito por 30 minutos em estufa a 37°C, para posterior
realizacao do teste de hemaglutinacao.

Imunodifusao radial dupla: A técnica de imunodifusao radial dupla foi
realizada em laminas de vidro previamente preparadas. Elas foram inicialmente
imersas em agar nobre 0,1% em solucdo salina 0,85% p/v. A seguir, foi
adicionada a superficie da lamina uma camada de agar 0,9% em tampéo
salina-borato pH 8,4-8,5. Apé6s a formacao do gel o agar foi perfurado para
formacdo dos pocos de reacdo e cerca de 10 nL do antigeno foram
adicionados ao orificio central. Aos pocos em torno do central foram
adicionados 10 nL de diluicbes do anti-soro em solucdo salina 0,85%. As
laminas foram colocadas em camara Umida e mantidas a temperatura ambiente

por, no minimo, seis horas antes da leitura da reacéo.
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1.2 Purificacdo das imunoglobulinas G

Purificacdo de 1gG por precipitacdo usando acido caprilico e
sulfato de aménia: O primeiro método para obtencdo de IgG de coelho foi 0
descrito por HARLOW e LANE (1988), cujo protocolo associa dois métodos de
precipitacdo de IgG, a precipitacdo com o &cido caprilico e a precipitagdo com
o sulfato de amoénia. Cerca de 30 mL do soro sanguineo foram diluidos em 120
mL de tampédo acetato 60 mM, pH 4,0. Ap6s a adicdo do tampdo, o pH da
mistura foi ajustado para 4,5 com hidréxido de sédio 0,1N. Em seguida foram
adicionados 25nL de &cido caprilico para cada mililitro e o material foi mantido
a temperatura ambiente por 30 minutos sob agitacao. A mistura foi centrifugada
a 7800 g por 10 minutos. O sobrenadante foi filtrado e o volume medido
adicionado de uma quantidade de PBS [10x] 10 vezes menor, 0 pH ajustado
para 7,4 com NaOH 1 N. Ele foi colocado sob refrigeracdo a 4°C para adicéo
de sulfato de aménio até alcancar 45% de saturacdo. A mistura permaneceu
refrigerada sob agitacdo por 30 minutos e foi novamente centrifugada a 2400 g,
por 40 minutos. O sedimento foi ressuspenso em um volume de PBS [10x] 10
vezes menor que o volume inicial de soro. Em seguida, o material foi dialisado
contra PBS em membrana de didlise de celulose, poro de 12kDa, por 48 horas.
Apés a dialise, o material foi aquecido a 50-55°C por 20 minutos seguindo-se
uma nova centrifugacdo em centrifuga EppendorfO, a 2400 g por 20 minutos.
Para melhorar a purificacdo da amostra de IgG foram feitas mais duas
precipitacdes com sulfato de aménia a 33% pl/v.

Purificacdo de IgG por cromatografia de afinidade utilizando
coluna de proteina A-sepharose (IL-CL4B): O protocolo adotado segue o
descrito por GARVEY et al. (1977). A montagem da coluna foi feita em uma
seringa de 5mL com o fundo da seringa recoberto com |a de vidro e nylon (80
mesh). O gel de 1 g de proteina A foi intumescido com PBS e aplicado na
coluna. A seguir a coluna foi lavada com PBS para a retirada de conservantes
e azida sodica. Foram feitas varias lavagens e as fracdes recolhidas foram
monitoradas em espectrofotbmetro a 278 nm, até a leitura aproximar-se de
zero. A coluna foi compactada a temperatura ambiente. A seguir, foram
aplicados cerca de 3 mL de soro e 1,5 mL de PBS e a coluna foi mantida a 4°C,
por 12 horas, para toda a IgG ligar-se a matriz. A coluna foi lavada pela adicédo
de um volume de PBS suficiente para deslocar as fracdes retidas e amostras

sucessivas de 1,5 mL foram coletadas. As leituras de absorbancia das fracoes
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colhidas foram efetivadas em espectrofotbmetro a 278 nm. Em seguida, a
coluna recebeu tampéo glicina-HCL 0,2 M pH 2, 3, observando-se a mudanca
do pH basico para acido. A partir dessa fase as fracbes de 1,5 mL foram
coletadas e monitoradas em espectrofotometro a 278 nm. As fragcdes contendo
IgG foram neutralizadas com tampéo tris 0,2 M pH 10, 7, sendo adicionados
0,4 mL de Tris em cada 1,5 mL de glicina. As fracdes de maior absorbancia
foram concentradas em concentrador AmiconO.

Purificacdo de IgG por cromatografia de troca ionica utilizando
coluna de dietilaminoetil (DEAE) sepharose (DE52 Whatman-IL2): A
purificagdo de IgG por cromatografia de troca ionica foi realizada seguindo-se o
protocolo descrito por GARVEY et al. (1977). A DEAE Sepharose (DE52
Whatman-I1L2) foi empacotada em uma seringa de 5mL e inicialmente lavada
com &gua, cerca de 500 mL. A seguir, um volume aproximado de 50 mL de
NaOH 0,5 N foi passado pela coluna para a retirada de ions, seguindo-se
novas lavagens com tampao fosfato pH 6,4 até equilibrar o pH da coluna.
Inicialmente, 3 mL do soro utilizado foram dialisados contra tampao fosfato 0,2
M pH 6,4 por 12 horas. Em seguida, foram passados pela coluna e fracdes de
aproximadamente 1,5 mL foram eluidas com tampéo fosfato 0,2 M pH 6,4 e
recolhidas para constatar a presenca de IgG em espectrofotdmetro, a 278 nm.
Obtidas as fracbes de IgG, NaCl 1 M foi adicionada para eluir as outras
proteinas do soro.

Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE): O grau de pureza das
imunoglobulinas G foi verificado por eletroforese em gel de poliacrilamida 12%,
utilizando-se do método descrito por LAEMMLI (1970). A coloracdo das
proteinas foi realizada com o azul de Coomassie ou nitrato de prata. O gel de
separacao foi preparado utilizando-se de tris-HCI 1,5 M pH 8,8; SDS (sulfato
duodecil de sdodio) a 10%; APS (persulfato de aménio) a 10%; TEMED
(N,N,N,N —tetra etileno diamino) e solucéo de acrilamida: bisacrilamida 30%.
Para o gel de empilhamento utilizou-se tris-HCIl 1,0 M pH 6,8; SDS a 10%; APS
a 10%; TEMED e solugdo de acrilamida: bisacrilamida a 30%. O gel de
separacao foi vertido na cavidade da placa previamente montada e acrescido
de uma fina camada de n-butanol, posteriormente retirada com agua destilada.
Apés a polimerizagdo do gel de separacdo, foi adicionado o gel de
empilhamento e o pente para a formacdo dos pocos de aplicacdo das
amostras. As placas foram montadas em cubas para eletroforese contendo o
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tampd&o tris-glicina 0,025 M pH 8,3. As amostras protéicas foram diluidas,
volume a volume, em tampado de amostra com b-mercaptoetanol e submetidas
a um aquecimento de 100°C por cinco minutos. Estas amostras foram
aplicadas nos pocos do gel e a migracao eletroforética transcorreu a 50 V.
Dosagem protéica: A dosagem de proteina presente nas amostras
purificadas foi feita pelo método de LOWRY et al. (1951) e por determinacéo da
absorbancia em espectrofotémetro (PETERSON, 1983). Para a dosagem por
Lowry, as amostras foram diluidas 1:10, 1:20 e 1:40, num volume final por tubo
de 500 ni. Os controles positivos consistiram de albumina sérica bovina, em
concentracdes jA conhecidas, e o controle negativo, de agua. A cada tubo
foram adicionados 5 mL da solucdo A (LOWRY et al, 1951) seguindo-se a
agitacdo em temperatura ambiente, por 10 minutos. Em seguida, 500 niL do
reagente B (LOWRY et al.,, 1951) foram adicionados e as amostras foram
novamente agitadas e repousadas por 10 minutos. As leituras foram feitas em
espectrofotbmetro a 660nm. Segundo PETERSON (1983), o coeficiente de
extingdo especifica de uma amostra contendo 10 mg de IgG/mL em uma
cubeta de 10 mm de largura medido em espectrofotbmetro a 278 nm, € igual a
13,8. Assim a concentracdo aproximada de IgG foi calculada a partir do

resultado da leitura da absorbancia em 278 nm.

1.3 Obtencéo de fragmentos Fab

Clivagem de moléculas de IgG com papaina: A digestdo das
moléculas de IgG foi feita segundo GARVEY et al. (1977). A concentracéo
protéica da amostra constituida por um “pool” das fracdes que continham a IgG
apos a sua purificacdo foi determinada por espectrofotometria, a 278nm. A
fracdo contendo IgG foi dialisada contra tampao acetato de sédio 0,1 M pH 5,5
por uma noite. Apos a didlise foi realizada uma nova quantificacdo em
espectrofotdbmetro a 278nm. Em seguida, a seguinte mistura de reacao foi
preparada, sendo constituida para cada 100mg de proteina de: 5 mL de
solucao de proteina a 2% - (20mg/mL); 0,75 mL de EDTA sédico 0,02 M; 0,75
mL de cisteina 0,01 M e 1 mg de papaina. O tubo com a mistura foi transferido
para banho-maria a 37°C onde permaneceu entre 3 e 9 horas. A reacao de
clivagem da papaina foi interrompida com acido p-cloromercuribenzoato,
concentracdo final de 0,001 M. Em seguida, a mistura foi dialisada contra

tampédo PBS para a retirada completa do acido p-cloromercuribenzoato.
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Separacao dos fragmentos Fab: A separacao dos fragmentos Fab foi
feita em duas etapas. Primeiramente, a amostra digerida foi eluida em coluna
de cromatografia de afinidade, usando-se a resina de proteina A sepharose
para a retirada dos fragmentos Fc. Em seguida, foi lavada e concentrada em
concentrador AmiconO, utilizando-se de membrana de 30 nm, o que permitiu a
passagem da papaina (PM 21 kDa) e a retencao dos fragmentos Fab (PM 50
kDa). Os fragmentos Fab foram, posteriormente, concentrados em tampéao
PBS. As moléculas contaminantes de IgG foram separadas dos fragmentos
Fab, apds nova lavagem com PBS em concentrador AmiconO, utilizando-se
membrana de 100 mm, o que retirou os fragmentos Fab e reteve a IgG (PM
150-160 kDa). A sua presenca nas fragcdes que continham os fragmentos Fab
foi comprovada por espectrofotometria e por hemaglutinagdo, para posterior

concentracao.

2. PURIFICAQAO DO VIRUS DENGUE SOROTIPOS 1 E 2

Cultura de células: O clone de células de mosquitos utilizado no
trabalho foi o C6/36 Aedes albopictus, gentilmente cedido pelo Professor
Moacyr Alcoforado Rebello do IMPPG, Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro. As células foram mantidas em meio D-MEM (“Dulbecco’s
Modified Eagle Medium”) suplementado com 0,25% de bicarbonato de sddio,
500 Ul/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 2,5 pg/mL de
anfotericina B e 10% de soro fetal bovino e acondicionado em garrafas de
plastico (25 cm?) mantidas a 28°C. Ap6s a confluéncia das células na cultura foi
efetuada a lavagem em PBS e, a seguir, as células foram repicadas utilizando-
se solucdo de PBS-tripsina a 0,25%, com posterior ressuspensao das células
em meio de cultura e passagem para trés outras novas garrafas do mesmo
tamanho. As culturas foram incubadas em estufa a 28°C e utilizadas apés a
confluéncia das células em uma monocamada. As culturas utilizadas de células
VERO foram mantidas em garrafas de vidro (33cm?) ou de plastico (25 cm?), a
37°C em meio MEM (“Modified Eagle Medium”) suplementado com 0,25% de
bicarbonato de sédio, 7% de soro fetal bovino, 500 Ul/mL de penicilina; 100
ng/mL de estreptomicina e 2,5 ng/mL de anfotericina B. Apos a confluéncia das
células elas foram lavadas com uma solucdo de verseno e repicadas para
outras garrafas, utilizando-se de uma solucao de tripsina-verseno a 0,25% para

posterior ressuspensao das células em meio de cultura e passagem para trés
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outras novas garrafas do mesmo tamanho. As culturas foram incubadas a 37°C
e utilizadas apds a confluéncia das células em uma monocamada.

Virus: As amostras de virus dengue, sorotipos den-1 e den-2,
coletadas do sobrenadante de células Aedes. albopictus infectadas foram
gentiimente doadas pela Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, sendo
mantidas em vidros de penicilina e acondicionadas em ultracongelador a -80°C.

Multiplicacdo do virus dengue: As culturas de células de mosquito
C6/36 A. albopictus no estadio de recém-confluentes, em meio liquido, foram
selecionadas para a infeccdo em separado com os dois sorotipos do virus.
Removido o meio, foi adicionado as células o meio liquido D-MEM, desprovido
de soro fetal, em quantidade suficiente para cobrir a monocamada. A sequir,
foram adicionados cerca de 100 puL de cada sorotipo por frasco. As culturas
permaneceram em estufa a 28°C, por 90 minutos, sob agitacdo em intervalos
de 5 minutos. Apds esse periodo foi efetuado o descarte do meio com o virus,
um novo volume de meio D-MEM completo foi adicionado e as culturas
novamente colocadas em estufa a 28°C. Apés a observacdo do efeito
citopatico o sobrenadante foi centrifugado em rotor SS-34, centrifuga
refrigerada Sorvall RC-5B a 7800 g, a 4°C por 10 min. Em seguida, aliquotas
de 1 mL do sobrenadante foram dispensadas em vidros de penicilina e
mantidos em ultracongelador a -80°C. O procedimento para a multiplicacdo do
virus em culturas de células VERO ja foi descrito, utilizando meio MEM e
temperatura de incubacéo de 37°C.

Titulacédo dos virus den-1 e den-2: A titulacdo dos dois sorotipos do
virus dengue foi feita pelo método de TCIDsg (dose infectante em cultura de
tecido a 50%) e a determinacéo do titulo da suspensao viral pelo método de
REED & MUENCH (1938). As garrafas contendo as células VERO recém-
confluentes foram selecionadas e 0s seus meios foram descartados. As células
foram tripsinizadas e 5 mL de meio MEM foi adicionado. As células foram
ressuspenssas e 4 mL da suspensdo foram transferidos para um tubo
FALCONa. As células foram diluidas em mais 8 mL de meio MEM, para se
obter 1x10° células em cada placa de microtitulacdo. Em cada um dos pocos
da placa foram adicionados 50 niL da suspensdo de células VERO. As
amostras dos sorotipos do virus foram diluidas em meio MEM néo
suplementado e 50 ni das diluicdes virais foram colocadas junto as células. As

microplacas foram incubadas em incubadora tipo BOD a 37°C por, no maximo,
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72 horas. As células foram observadas em microscépio durante esse periodo
para constatacao do efeito citopatico.

Purificacdo do virus dengue: A purificacdo de ambos sorotipos do
virus dengue foi feita conforme protocolo gentilmente cedido pelo professor
Maulori Cabral do Laboratério de Estruturas de Superficie de Virus
Envelopados e Interferons, IMPPG, Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro e a seguir descrito. Cerca de 90 mL de sobrenadante de
culturas de células infectadas foram recolhidos e adicionados de tampao tris -
EDTA sdédico, em concentragdes finais de 2 mM pH 8,4. O material foi
centrifugado a 7800 g por 30 minutos a 4°C, o sobrenadante separado do
sedimento e a ele foi adicionado NaCl para a concentracéo final de 0,5 M. A
mistura foi mantida sob agitacdo por meia hora, seguindo-se a adicdo de PEG
(polietileno glicol) 6000 a 40% em &agua, para a concentracdo final de 8%. O
material foi mantido em banho de gelo por uma noite e centrifugado a 2000 g
por 30 minutos. O sedimento foi imediatamente ressuspensso em solucédo de
Tris 2 mMM/EDTA a 1 mM contendo 10 % de sacarose, em volume 25 vezes
menor do que o inicial. O material foi deixado no gelo por uma hora e
novamente centrifugado a 6000 g por 20 minutos. O sobrenadante foi aplicado
no topo de um gradiente de densidade continuo (20 a 45%) de tartarato de
sédio e potassio em tampao PBS-glicerol 8% v/v e ultracentrifugado em
centrifuga Beckman a 150.000 g por duas horas, rotor SW 50.1. A banda
esbranquicada foi coletada com microseringa e dialisada contra tampao PBS-
glicerol a 8% v/v por uma noite. Os frascos dos virus purificados foram

rotulados e guardados em ultracongelador a -80°C.

2.1 Infectividade e sorotipagem das particulas virais purificadas
Imunofluorescéncia indireta: As amostras de virus purificados foram
examinadas por imunofluorescéncia indireta, segundo protocolo gentilmente
cedido pela Dra. Sueli Rodrigues, do Instituto Evandro Chagas, Belém, PA.
Células de Aedes albopictus infectadas com os dois sorotipos foram
tripsinizadas e ressuspenssas em meio D-MEM. Em seguida, foram
centrifugadas em centrifuga Sorvall RC-5B a 1900 g por 10 minutos. O meio foi
descartado, as células ressuspensas em um novo volume e novamente
centrifugadas. Apdés a segunda lavagem o sedimento de células foi

ressuspenso em uma quantidade pequena de PBS e um esfregaco foi feito em
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laminas de vidro. As células foram deixadas a temperatura ambiente para
secagem seguindo-se fixacdo por 30 minutos em paraformaldeido a 4% p/v e
adicdo dos anticorpos monoclonais contra os sorotipos den-1 (cepa Hawaii-D2-
1F1-3/TCF) e den-2 (cepa Nova Guiné C-3H5-1-21/TCF). As laminas ficaram
mantidas em camara-umida por 30 minutos a 37°C. Logo apos a adi¢do do
primeiro anticorpo, foram efetuadas duas lavagens das laminas com PBS por
10 minutos, e uma lavagem em &gua destilada. Com as laminas secas, foi
adicionado o segundo anticorpo marcado, com isoticianato de fluoresceina
(FIT-C), e as laminas foram novamente incubadas em camara umida por 30
minutos a 37°C, na auséncia de luz. Seguiram-se novas lavagens em PBS e
em agua e, apos a secagem, as laminas foram cobertas com glicerol e

laminula. A observacéo foi feita em microscopio de fluorescéncia.

3. CONSTRUCAO DO CONJUGADO ViRUS-Fab

Conjugacédo da proteina viral aos fragmentos Fab. Conjugaram-se
as proteinas virais aos fragmentos Fab segundo O'SULLIVAN e MARKS
(1981). A técnica utiliza o glutaraldeido como agente ligante entre os
aminogrupos dos fragmentos Fab e aqueles presentes nas proteinas do
envelope viral. A amostra de virus purificada foi lavada em concentrador
AmiconO utilizando-se membrana de 100 nm, para permitir a saida da
albumina, uma vez que as amostras de virus estavam em tampdo PBS-
albumina a 0,4% p/v. Em seguida, 100 nL da amostra de Fab (concentracéo
protéica 5mg/mL) foi misturada a 200 nL da suspenséo de virus (concentracao
protéica 1 mg/0,4 mL). Foram adicionados 6 nmL de glutaraldeido, para uma
concentracao final de 0,2%. O material foi mantido por 2 horas sob agitacdo a
temperatura ambiente. Decorridas duas horas o conjugado foi dialisado contra
PBS pH 7, 2, com troca de tampé&o.
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RESULTADOS

1. PRODUCAO DO ANTI-SORO ANTI-HEMACIAS HUMANAS

As inje¢bes das heméacias humanas em coelhos por via intravenosa
(i.v.) resultaram em titulos de anticorpos equivalentes a 4 vezes (1024) aos
obtidos com as injecbes intramusculares (i.m.) (256), em periodo de tempo

menor (Quadro 2).
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Quadro 2: Titulacdo dos anti-soros anti-hemacias humanas de dois grupos de
coelhos pela técnica de hemaglutinacdo com suspensao de hemacias a 2% de
diferentes tipos sanguineos. Linha A: diluicbes seriadas do anti-soro contra
suspensdo de hemacias A"; B: diluicbes seriadas do anti-soro contra
suspensdo de hemécias B*; C: diluices seriadas do anti-soro contra
suspensdo de hemécias A" e B*; D, colunas 1, 2 e 3: anti-soro puro e
suspensdo de hemacias A™; D, colunas 4, 5 e 6: anti-soro puro e suspensao de
hemacias B*; D, colunas 7, 8 e 9: anti-soro puro e suspensio de hemécias A" e
B": E, coluna 1: suspensdo de heméacias A* em salina 0,85%; coluna 2:
suspensdo de hemaéacias B* em salina 0,85%; coluna 3: suspensdo de
hemacias A" e B" em salina 0,85%

Grupo A (Injec&o intramuscular)
Diluicbes do anti-soro

1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 1:2048 1:4096
Al+ + + + + + + + - - - -
B+ + + + + + + + + - - -
Cl+ + + + + + + + - - - -
DI+ + + + + + + + +
E| - -
Titulo: 256

Grupo B (Injecao intravenosa)
Diluicbes do anti-soro

1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 1:2048 1:4096
Al+ + + + + + + + + + - -
B+ + + + + + + + + + - -
Cl+ + + + + + + + + + - -
D+ + + + + + + + +
E| - -
Titulo: 1024
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1.1 VERIFICACAO DA PRESENCA DE IgG

O anti-soro obtido foi examinado para caracterizagdo das
imunoglobulinas presentes. O tratamento do anti-soro com b-mercaptoetanol
permitiu diferenciar entre imunoglobulinas das classes d e m sabido que este
produto desfaz a estrutura pentamérica da IgM. A caracterizacdo das
imunoglobulinas feita pela técnica de hemaglutinacdo na presenca ou auséncia
de um agente redutor mostrou que, independentemente da forma de
inoculacéo a partir da qual o anti-soro foi obtido, a maioria das imunoglobulinas

presentes pertence a classe IgG (Quadro 3).

Quadro 3: Presenca de imunoglobulinas G segundo o teste de hemaglutinacéo
dos anti-soros tratados ou ndo com o b-mercaptoetanol e provenientes de
coelhos dos dois grupos. Linha A: diluicdes do anti-soro dos animais do grupo
A na auséncia do agente redutor; B: diluicbes do anti-soro dos animais do
grupo B na auséncia do agente redutor; C: diluicbes do anti-soro dos animais
do grupo A na presenca do agente redutor; D: diluicbes do anti-soro dos
animais do grupo B na presenca do agente redutor; E, colunas 1,2 e 3: anti-
soro puro dos animais do grupo A e salina 0.85% na presenca do agente
redutor; colunas 4, 5 e 6: anti-soro puro dos animais grupo B e salina 0.85% na
presenca do agente redutor. As hemacias utilizadas eram do grupo sanguineo
A, fator Rh*

Diluicbes do anti-soro
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 1:2048 1:4096

Al+ + + + + + + + - - - -
Bl+ + + + + + + + + + - -
Cl+ + + + + + + - - - - -
DI+ + + + + + + + + + - -
E| - - - - - -
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1.2 OBTENCAO DE IMUNOGLOBULINAS G PURAS

Para se chegar aos fragmentos Fab, as imunoglobulinas presentes no
anti-soro dos coelhos foram primeiramente purificadas. A purificacdo por
precipitacdo utilizando a técnica do acido caprilico e sulfato de amoénio néo
permitiu obter IgG totalmente puras, pois as amostras ainda continham

proteinas contaminantes de alto peso molecular (Figura 1).

3

1 2
b-galactosidase — J
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—

Frutose-6-fosfatase
86kDa

Piruvato quinase s
70kDa

Fumarase
. —2
57kDa _a— —

| —

Figura 1: Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida a 12% da IgG de coelho
anti-hemacia humana purificada por precipitacdo. As linhas
enumeradas 2 e 3 correspondem a IgG precipitada com &acido
caprilico e sulfato de amonia. As amostras em 2 foram precipitadas
duas vezes a mais com sulfato de amonio, 33% de saturagéo. A linha
1 indica os padrbes de alto peso molecular. A seta indica a IgG
presente nas amostras.

A maior quantidade de proteina presente nas linhas 2 deve-se ao fato
da purificacdo ter sido feita a partir de um volume de anti-soro cerca de trés
vezes maior do que nas amostras enumeradas como 3. O padrédo de bandas
apresentado nas linhas 2 e 3 foram similares, mostrando que as precipitacdes
adicionais com sulfato de amoénio realizadas com as amostras niamero 2 nao

levaram a um maior grau de pureza.
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A molécula de IgG humana integra tem peso molecular de 150 kDa
(FLEISCHMAN et al.,, 1962) e possivelmente, a banda indicada pela seta
corresponda a IgG presente no anti-soro dos animais que nao foi reduzida pelo
b-mercaptoetanol na concentragcdo adicionada ao tampao de amostra. As
bandas de pesos moleculares entre 60 e 70 kDa provavelmente correspondem
a cadeias peptidicas resultantes da reducdo da IgG e outras proteinas
contaminantes de alto peso molecular pelo agente redutor b-mercaptoetanol.

No método de purificacdo da IgG por cromatografia utilizando coluna
de proteina A-Sepharose (Figura 2) foram obtidas moléculas de 1gG (Quadro 4)

com grau de pureza adequado para a realizacado dos experimento seguintes.

2,5 ~

Densidade 6ptica (278 nm)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Fracbes

Figura 2: Purificacdo de IgG em coluna de proteina A-Sepharose a partir de
anti-soro de coelho imunizado com hemacias humanas. O primeiro
pico compreende as fracdes de 1-5 das proteinas do soro eluidas
com PBS. A seta indica o ponto em que foi adicionado o tampéo
glicina-HCI 0,2M pH 2,3. O segundo pico compreende as fracdes de
11-18 de IgG, eluidas ap0s alteracdo do pH.

As fracOes de 1-5 e de 11-18 que correspondem a eluicdo de proteinas
foram concentradas e examinadas por hemaglutinacdo para verificagcdo da

presenca de IgG (Quadro 4). As amostras concentradas nao sofreram
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alteracdes nos seus titulos apds o tratamento com b-mercaptoetanol, indicando

a predominancia de IgG.

Quadro 4: Titulacdo pela técnica de hemaglutinacdo, na presenca de b-
mercaptoetanol para constatacdo da presenca de IgG nas fracOes
concentradas de cada um dos picos observados na figura 2. Linha A: diluicbes
das fracdes concentradas e tratadas com o agente redutor b-mercaptoetanol;
B: diluicBes das fracdes concentradas sem tratamento com o agente redutor b-
mercaptoetanol

a) Fracdes de 1-5 concentradas

Diluicbes das amostras
|1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 1:2048 1:4096

Al+ + + + + + + + + + - -
Bl+ + + + + + + + + + - -
Titulo: 1024

b) Fracbes de 11-18 concentradas

Diluicbes das amostras
|1:2 1:4 1.8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 1:2048 1:4096

Al+ + + + + + + + - - - -
B+ + + + + + + + - - - -
Titulo: 256

A amostra concentrada das fracdes de 1-5 (1024) apresentou titulo 4
vezes maior do que a amostra concentrada correspondente as fracées 11-18
(256) provavelmente devido a saturacdo dos sitios ligantes da proteina A pelo
Fc permitindo que moléculas de IgG presentes no soro policlonal fossem
eluidas no tampéo de pH neutro. Contudo a primeira amostra contém outras
proteinas séricas além da IgG, conforme dados j4 descritos na literatura
(GARVEY at al., 1977; RICHMAN et al., 1982) e, portanto, nao foi utilizada nos
experimentos seguintes. A amostra correspondente as fracbes de 11-18
apresentou grau de pureza adequado para sua utilizacdo nos proximos

experimentos.
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A purificagdo das IgGs anti-hemécias humanas utilizando coluna
cromatografica de troca-ibnica (Figura 3) permitiu a obtencdo de moléculas de
IgG (Quadro 5) com grau de pureza similar ao obtido pelo método de
cromatografia de afinidade (Figura 6), porém o titulo alcancado pela
cromatografia de troca ibnica foi equivalente a 2 vezes o obtido na

cromatografia de afinidade (Quadro 6).

2,54

1,5

Densidade éptica (278nm)

0,5
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12345678 9101112131415161718192021222324252627282930313233343536
Fracdes

Figura 3: Purificacdo de IgG em coluna de DEAE-sepharose a partir de anti-
soro de coelho imunizado com hemacias humanas. O primeiro pico,
fracOes 2-9, corresponde a IgG eluida com o tampédo PBS pH 6,4. A
seta indica o ponto em que foi adicionada a solugdo de NaCl 1 M.
Apés a adicdo do sal, outras proteinas e imunoglobulinas como a
IgM, e IgGs restantes sao eluidas.

Todas as fracfes coletadas apos passagem pela coluna foram testadas

por hemaglutinacdo para verificacdo quanto a presenca de imunoglobulina
aglutinante (Quadro 5) .
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Quadro 5: Presenca de IgG nas fracdes eluidas da coluna de DEAE-
sepharose, sem tratamento com o0 agente redutor b-mercaptoetanol. Cada
fracao foi testada contra suspensdo de hemacias A" a 2%. A adicdo de NaCl a
1 M ocorreu a partir da fracédo 18

Fracdes obtidas da coluna
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

- -+ o+ o+ o+ + + + - - -
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
- - - - - - - - + + + +
25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
+ 4+ o+ - - - - - - - - -

A IgG purificada € eluida nas primeiras fracdes pelo tampéo PBS por
ndo se ligar a matriz carreadora de anions (GARVEY et al., 1977). As fracdes
de 1-9 que apresentaram atividade aglutinante (Quadro 5) foram concentradas
e testadas por hemaglutinacdo na presenca do agente redutor para

constatacdo da presenca de IgG (Quadro 6).

Quadro 6: Teste de hemaglutinacao realizado com as fragdes 1-9 (Quadro 5)
concentradas com o objetivo de verificar a presenca de IgG mas nao de IgM.
Linha A: diluicdes da amostra concentrada em salina 0.85% apoés tratamento
com b-mercaptoetanol e adicdo de suspensdo de hemacias a 2%; B: diluicdes
da amostra concentrada em salina 0.85% e adicdo de suspensdo de hemacias
a2%

Diluicbes das amostras
|1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 1:2048 1:4096

Al+ + + + + + + + + - - -

Bl+ + + + + + + + 4+ - - -

O titulo de 512 da amostra concentrada ndo sofreu alteracdo mesmo
apos o tratamento com b-mercaptoetanol, indicando a presenca de IgG. As

fracbes de 1-9 conttm a IgG com grau de pureza suficiente para o0s
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experimentos seguintes, além de apresentar um titulo equivalente a duas vezes
o0 observado na purificacdo em coluna de cromatografia de afinidade (Quadro
4).

As fracbes de 21-27 (Figura 3; quadro 5) foram tratadas com b-
mercaptoetanol e testadas por hemaglutinacdo. A atividade aglutinante foi
mantida, sugerindo a presenca de IgG (resultados ndo mostrados), contudo de
acordo com dados na literatura (HUDSON e HAY, 1979; HARLOW e LANE,
1988), apds a adicdo do NaCl, as fracdes eluidas contém outras proteinas do

soro e dessa forma, as fracdes de 21-27 foram descartadas.

1.3 OBTENCAO DE FRAGMENTOS Fab

A 1gG purificada sofreu digestdo enzimatica pela papaina para
obtencdo de fragmentos Fab. A separacdo dos fragmentos Fab de moléculas
de IgGs integras e fragmentos Fc presentes na mistura de reacdo, foi
inicialmente feita por cromatografia de afinidade utilizando matriz de proteina A-

sepharose (Figura 4).
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Figura 4: Cromatografia de imunoafinidade utilizando coluna de proteina A-
Sepharose para separacdo dos fragmentos Fab presentes na
amostra de 1gG ap0s digestdo com papaina. As fracdes do primeiro
pico correspondem aos Fabs e a papaina. O segundo pico, ao Fc e
possiveis IgGs integras. A seta indica o inicio da adicao do tampéao
glicina-HCI 0,2 M pH 2,3.

A papaina (PM 21 kDa) foi separada dos fragmentos Fab (PM 50kDa)
em concentrador AmiconO utilizando membrana de 30 nmm (dados nio
mostrados).

Apoés a retirada da papaina da amostra concentrada das fracdes de 1-
5, o material foi testado por hemaglutinacédo para a presenca de Fabs (Quadro
7), a qual poderia ser verificada pela auséncia de hemaglutinagdo. Entretanto,
o titulo (32) apresentado pela amostra (Linha A; quadro 7) sugere a presenca
de contaminantes capazes de aglutinacdo, como moléculas de IgG integras
eluidas com o tampédo de pH neutro provavelmente devido a saturacdo dos

sitios da proteina A.
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Quadro 7: Titulos por hemaglutinacdo para a presenca de Fabs na amostra
retida no concentrador AmiconO apés retirada da papaina. Linha A: diluicbes
da amostra retida, fracdes 1-5; B: diluicbes da amostra concentrada
correspondente as fracdes de 7-10, apOs passagem em coluna de proteina A-
sepharose (Figura 4)
Diluicbes da amostra
|1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 1:2048 1:4096

Al+ + + + + - - - - -

Bl+ + + - - - - - -

A verificacdo da pureza da amostra quanto a presenca Fab foi feita por
imunoeletroforese (Figura 5).

Figura 5: Imunoeletroforese de Williams e Grabar de IgG apds clivagem com
papaina. No orificio 1 foram colocados 5 ni. de IgG de coelho. No
orificio 2 foram colocados 5nL da amostra concentrada
correspondente as fracdes 1-5, apds retirada da papaina; o orificio 3
foi preenchido com uma amostra concentrada das fracées 7 a 10.
Anti-soro de cabra anti-lgG de coelho foi colocado nas canaletas | e

II. A=banda correspondente a IgG; B=banda correspondente ao
Fab; C=banda correspondente ao Fc.
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A retirada das imunoglobulinas integras presentes na amostra de Fab
foi feita em concentrador AmiconO utilizando membrana de 100 mm. A
separacdo das imunoglobulinas em concentrador AmiconO mostrou-se mais
eficiente do que a cromatografia de afinidade utilizando membrana de proteina

A-Sepharose (Quadro 8; figura 6).

Quadro 8: Hemaglutinacdo utilizando hemacias a 1% a fim de verificar a
presenca de fragmentos Fab na amostra concentrada. Linha A: amostra de Fab
apos eluicdo em coluna de proteina A-sepharose; B: amostra de Fab apés
concentracdo em AmiconO usando membrana de 100 nm; C: amostra de Fab
concentrada em AmiconO usando membrana de 100 nm apds 4 horas

Diluicdes das amostras
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 1:2048 1:4096

A aglutinagdo observada na linha C possivelmente ocorreu pela
reassociacdo dos fragmentos Fab, originando fragmentos F(ab), pela né&o
adicdo de um bloqueador como a iodoacetamida. A utilizacdo das amostras de
fragmentos Fab para as proximas etapas foi feita imediatamente apds a
purificacdo em concentrador AmiconO.

A constatacdo da presenca de apenas fragmentos Fab na amostra
(Linha B; quadro 8) demonstrada pelo padrdo das bandas, foi feita pela técnica
de imunodifusdo dupla radial (Figura 6). A imunodifusdo dupla radial,
demonstra a identidade entre as amostras de IgG aplicadas nos orificios 1 e 2.
Identidade parcial verificada entre as amostras dos orificios 1 e 4 indica a
presenca de IgG integra na amostra concentrada das fracdes de 7 a 10
purificadas por cromatografia em coluna de proteina A-sepharose. Esse
resultado condiz ao observado na figura 5. A formacdo do espordo entre as
amostras identifica a fracao Fc. A amostra aplicada no orificio 3 ndo apresentou
identidade com a amostra 2, mostrando que foi eficiente a separacédo dos Fabs
das IgGs em concentrador AmiconO. O esporéo formado entre elas deixa clara

a presenca de Fabs na amostra.
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Figura 6: Imunodifusdo dupla radial das amostras de IgGs, Fab e Fc. Orificio 1:
IgG purificada por cromatografia de troca ibnica; 2: IgG purificada por
cromatografia de afinidade em coluna de proteina A-Sepharose; 3:
amostra concentrada em concentrador AmiconO com membrana de
100 mm (Linha B; quadro 8); Orificio 4: Amostra concentrada das
fracdes 7 a 10 passada através da coluna de proteina A-sepharose
(Linha B; quadro 7). No orificio central, foram adicionados 20 niL do
anti-soro de cabra anti-IgG de coelho.

2. PURIFICACAO DO VIRUS DENGUE SOROTIPOS 1 E 2

A purificacdo dos dois sorotipos de dengue segundo a técnica com
ultracentrifugacédo de gradiente de densidade continuo de tartarato de sédio e
potassio de 20 a 45% foi eficiente. A banda esbranquicada e nitida no tubo
(Figura 7) foi coletada e colocada em culturas de células de mamiferos e
mosquitos. O efeito citopéatico observado apés o periodo determinado para
cada cultura demonstra que as particulas virais mantiveram a infectividade
(Figura 8).
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Figura 7: Banda de virus (seta) apés ultracentrifugacdo em gradiente continuo
de tartarato de sddio e potassio, 20 a 45% p/v.

2.1 INFECTIVIDADE E SOROTIPAGEM DAS PARTICULAS VIRAIS
PURIFICADAS

A técnica de imunofluorescéncia indireta utilizando anticorpos
monoclonais para 0s sorotipos den-1 e den-2 permitiu isolar e caracterizar os
sorotipos (Figura 8). A constatacdo do efeito citopatico e a fluorescéncia
reforcada na regido perinuclear sao caracteristicas da infeccdo viral,

demonstrando que as particulas virais purificadas permaneceram infecciosas.

Figura 8: Imunofluorescéncia indireta para identificacdo dos sorotipos den-1 e
den-2 em culturas de células de mosquitos Aedes albopictus. A:
Reacdo positiva para sorotipo den-1; B: Reacédo positiva para den-2.
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3. CONSTRUCAO DO CONJUGADO VIiRUS-Fab

O glutaraldeido foi utilizado como agente acoplador entre os
fragmentos Fab e os virus purificados. A fim de verificarmos a funcionalidade
do conjugado, foram realizadas titulacdes por hemaglutinacdo. Os resultados
no quadro 9 mostram que o conjugado virus-Fab pode ter sido o responséavel
pela elevacdo em 8 vezes do titulo da aglutinacdo das hemacias a 1% quando

comparado a presenca apenas do virus (Quadro 9).

Quadro 9: Resultado da hemaglutinacdo utilizando conjugado virus-Fab em
diferentes concentracdes de hemacias humanas, grupo sanguineo O, fator Rh'.
Linha A: diluicdes da amostra de virus purificado; B: diluicdes seriadas do
conjugado virus-Fab

9.1) Hemécias 1%
Diluicbes das amostras
|1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 1:2046 1:4092

Al+ + - - - - - - - - -

9.2) Hemécias 2%
Diluicbes das amostras
|1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 1:2046 1:4092

+ o+ - - - - - - -

B| - - - - - - - - - - - -

No quadro 10, os anticorpos humanos, negativo e positivo para dengue,
ndo foram capazes de aglutinar as hemacias humanas em nenhuma das
diluicbes, ndo gerando falsos positivos. O virus diluido 1:4 na presenca de anti-
soro negativo para dengue (Linha C) aglutinou as hemécias nas diferentes
diluicbes do anti-soro por ndo existirem anticorpos capazes de impedir a
ligacdo da hemaglutinina viral as hemacias. O anticorpo positivo para dengue
na presenca do virus (Linha D) ligou-se a particula viral, impedindo,
alostericamente, a reacdo da hemaglutinina com as heméacias levando a uma
diminuicdo no titulo aglutinante equivalente a 512 vezes. Somente a partir da

diluicdo 1:16, as quantidades de anticorpo e virus foram equivalentes para
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impedir a aglutinacdo das hemécias.Na linha E o anti-soro negativo para
dengue ndo apresenta anticorpos capazes de se ligar ao virus, portanto néo
impediu a aglutinacdo das heméacias pelo conjugado virus-Fab em
concentracao fixa de 1:16. Na linha F o anticorpo positivo para dengue impediu
a aglutinacdo das heméacias nas menores diluicdes por se ligar ao conjugado.
Acima da diluicdo 1:64, a quantidade de anticorpo tornou-se inferior a
quantidade de antigeno (virus-Fab). As diluicbes do conjugado na linha G
apresentam aglutinacdo positiva até a diluicdo 1:64. Nas diluicdes maiores, 0
resultado negativo deve-se a diminuicdo na concentracdo do conjugado virus-
Fab e a auséncia de anticorpos positivos para o virus. Na linha H, o anticorpo
positivo para dengue ligou-se ao virus conjugado, conseguindo inibir a
aglutinacdo das hemacias pelo conjugado virus-Fab nas maiores diluicdes. Nas

diluicdes 1:2; 1:4 e 1:8 a quantidade de anticorpo é inferior a quantidade de

antigeno (virus-Fab) permitindo a aglutinacdo das heméacias.
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Quadro 10: Resultado do teste de hemaglutinacéo utilizando suspenséo de
hemacias humanas pertencentes ao grupo sanguineo O fator Rh™ a 1% em
solucdo salina 0,85%. De A a H: diluicbes seriadas: A de anti-soro humano
doador negativo para dengue; B de anti-soro humano doador positivo para
dengue; C do anti-soro negativo para dengue na presenca do virus purificado
diluido 1:4; D do anti-soro positivo para dengue na presenca do virus purificado
diluido 1:4; E do anti-soro negativo para dengue na presenca do conjugado
diluido 1:16; F do anti-soro positivo para dengue na presenca do conjugado
diluido 1:16; G do conjugado na presenca do anti-soro negativo para dengue
diluido 1:10; H do conjugado na presenca do anti-soro positivo para dengue
diluido 1:10

DiluicGes seriadas
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 1:2046 1:4096

+ o+ o+ o+ + 4+ + + + + + +
- - - - - + + + + + + +
+ + o+ o+ + 4+ - - - - - -

I & m m o O W >»
+
+
+




DISCUSSAO

A dengue é a doenca mais importante causada por um flavivirus no
mundo, principalmente nas regides tropicais e subtropicais onde a doenca é um
grave problema de saude publica (DE PAULA, 2002b; FONSECA & FONSECA,
2002). A Organizacao Mundial de Saude, com o intuito de prevenir esta
doenca, estabeleceu um sistema de vigilancia ativa onde métodos diagndésticos
rapidos e precisos adquirem fundamental importancia tanto para o controle
epidemiolégico quanto para o tratamento e profilaxia da dengue (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1997; 1999)

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de uma
técnica de hemaglutinacdo passiva capaz de detectar anticorpos antidengue
em sangue humano total pela sintese de um conjugado virus dengue-Fab anti-
hemacias humanas. Ao ser adicionado a uma amostra de sangue soropositiva
para dengue, este conjugado aglutina as hemacias pela formacédo de malha de
precipitacdo entre os anticorpos antidengue e as particulas virais do conjugado.
Em amostras negativas, a aglutinagdo nao ocorre pela auséncia dos anticorpos
antidengue.

A técnica de inibicdo da hemaglutinacéo (HI) foi por muitos anos o teste
sorolégico padrdo para o diagnéstico e classificacdo da infeccdo pelo virus
dengue (MIAGOSTOVICH et al., 2001), entretanto foi substituida na maioria
dos laboratérios por “kits” diagnésticos imunoenzimaticos, 0os quais permitem a

analise de uma série de amostras com resultados relativamente rapidos, a
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exemplos o Pan BioO “kit dengue-teste rapido em tiras” e o Pan BioO “INDX
dengue micro ELISA” (MEDIVAX, 2000).

“Kits” de diagnéstico rapido para doencas baseados na téchica de
hemaglutinacdo passiva tém sido aperfeicoados. HYLLYARD et al. (1996) em
conjunto com empresas privadas, desenvolveram um método para o
diagndstico de doencas veterinarias cardiacas e virais como AIDS, realizado
em sangue total, com visualizacdo dos resultados em alguns minutos e
sensibilidade e  especificidade comparaveis a  “kits” comercias
imunoenzimaticos. Testes rapidos de hemaglutinacdo passiva desenvolvidos
para hepatites B e C apresentam sensibilidade de 5-10 ng/mL e sé&o
comparados aos métodos de radioimunoensaio (VIZCARRAPHARMA, 2003).

Inicialmente, a producado de anti-soro anti-hemacias humanas alcancou
maiores titulos (£ 1024) de imunoglobulinas em menor tempo (15 dias) quando
as injecdes nos coelhos ocorreram por via i.v (Quadro 2), resultados similares
aos ja descritos na literatura (GARVEY et al, 1977; CATTY, 1990a).

Na caracterizacdo das imunoglobulinas presentes no anti-soro anti-
hemacias humanas constatou-se a presenca de IgG aglutinante e néo de IgM,
independentemente do método de inoculacdo utilizado (Quadro 3). O b-
mercaptoetanol € um agente redutor que desfaz pontes dissulfidicas e na
concentracao utilizada destr6i a estrutura pentamérica da IgM diminuindo,
portanto, a capacidade aglutinante dessa imunoglobulina (GARVEY et al.,
1977).

A IgM tem uma maior capacidade aglutinante do que a IgG em razéo
da sua estrutura pentamérica (ABBAS, 2002) e o funcionamento do método
proposto pode ser prejudicado por permitir a ocorréncia de falsos positivos,
uma vez que a IgM per si é capaz de aglutinar as hemacias. Além disso, a
obtencdo de fragmentos Fab, de interesse no desenvolvimento do método
proposto, € descrita a partir da clivagem enzimatica de moléculas de 1gG
(GARVEY et al.,, 1977; HUDSON & HAY, 1979; HARLOW & LANE, 1988;
CATTY, 1990a).

A purificacdo da IgG presente no soro policlonal por técnicas de
cromatografia permitiu a obtencdo de imunoglobulinas mais puras (Figura 6)
quando comparadas a técnica de precipitacdo utilizando acido caprilico e
sulfato de aménio (Figura 1), inclusive as amostras precipitadas duas vezes a

mais com o sulfato de amédnio (Linhas 2, figura 1).
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Durante o desenvolvimento da técnica de precipitacdo, proteinas de
alto peso molecular, assim como outras proteinas, sédo carregadas nos
precipitados formados, contaminando a amostra (HARLOW & LANE, 1988). A
presenca de outras proteinas (Figura 1) que ndo IgG poderia alterar os
resultados das proximas etapas de constru¢cdo do conjugado, portanto as
amostras precipitadas foram descartadas. O acoplamento da técnica de
precipitacdo a uma segunda, a exemplo da cromatografia, permite a obtencéo
de melhores resultados (HARLOW & LANE, 1988), contudo tal comparacéo
nao foi verificada no trabalho.

Entre as técnicas cromatogréficas, os resultados mostraram que a
cromatografia utilizando matriz de troca idnica foi mais eficiente na obtencéo de
IgG (Titulo=512; quadro 6) quando comparado a purificacdo utilizando matriz
de proteina A-sepharose (Titulo=256; quadro 4), porém o grau de pureza das
moléculas de 1gG obtidas em ambos foi semelhante (Figura 6).

A purificacdo de anti-soro de coelho por cromatografia de afinidade
utiizando matriz de proteina A-sepharose garante bons resultados uma vez
que a proteina A de Staphylococcus aureus tem grande afinidade pelo
fragmento Fc da molécula de IgG de coelho (RICHMAN et al., 1982).
Entretanto na comparacdo de uma série de métodos de purificacdo de
anticorpos por HARLOW & LANE (1988), eles concluiram por ndo recomendar
0 uso de colunas de afinidade anti-Ig para purificacdo de anti-soro de coelhos,
embora tenham classificado como a pura a IgG obtida de cromatografias de
imunoafinidade utilizando proteina A.

O método de purificacdo por troca ibnica em DEAE-sepharose é
considerado como adequado para a purificacdo de anticorpos de coelhos,
porém nao é suficiente para purificagcdo de IgG humana (HUDSON & HAY,
1979). GARVEY et al. (1977) descrevem o método como bastante simples para
obtencao de 1gG purificada e HARLOW & LANE (1988) classificam como pura
a IgG obtida por cromatografia de troca ibnica, entretanto sugerem o
acoplamento desse método a um outro, a exemplo das precipitacdes.

Nos resultados apresentados, o0s dois tipos de purificagcdo
cromatografica, permitiram obter moléculas de IgG com grau de pureza
adequado para a realizacdo dos experimentos seguintes. A proposta de
substituicdo de anti-soro policlonal pela utilizagdo de anticorpos monoclonais

contra hemacias humanas poderia eliminar as etapas de purificacdo das
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moléculas de IgG, reduzindo tempo e custos na producédo, além de facilitar a
obtencédo dos fragmentos Fab.

As moléculas de Fab obtidas apds a clivagem da IgG com papaina e
retirada de 1gGs integras contaminantes na amostra em concentrador AmiconO
(Quadro 8), voltaram a apresentar atividade aglutinante decorrida quatro horas
(Linha C; quadro 8). Possivelmente, a ndo adicdo de um agente bloqueador
permitiu que os fragmentos Fab se reassociassem, originando fragmentos
F(ab)s,.

Smith & Utsumi (1967) utilizaram a iodoacetamida como agente
blogueador dos residuos de enxofre apds a clivagem enzimatica da IgG com
papaina para evitar a reassociacdo das pontes dissulfidicas entre os
fragmentos Fab e a formacdo de fragmentos F(ab),, estruturas capazes de
aglutinacdo. HILLYARD et al (1986) utilizaram o 5,5'-ditiobis-(2-4cido
nitrobenzéico) (DTNB) como agente redutor de fragmentos F(ab), originados
da clivagem da molécula de IgG por pepsina, e como bloqueador dos
fragmentos Fab formados.

A formacédo de F(ab), ndo € de interesse para o método de aglutinacdo
passiva por serem moléculas capazes de aglutinacdo sem estarem associadas
a particula viral, gerando, portanto, resultados falsos positivos. A fim de evitar a
formacédo de F(ab), a amostra foi utilizada imediatamente apds sua purificacao
em concentrador AmiconO. Em futuros experimentos, a adicdo do agente
blogqueador torna-se necessaria a fim de evitar tais problemas.

As particulas virais dos sorotipos den-1 e den-2 mantiveram suas
capacidades de infeccdo mesmo apOs o processo de purificacao, visto que 0s
resultados da técnica de imunofluorescéncia indireta mostraram-se positivos
para ambos. A observacao de intensa fluorescéncia na regido perinuclear é um
outro indicio da presenca de virions, uma vez que a replicacdo em massa dos
virus dengue ocorre na regido perinuclear (BARTH, 2000; BROOKS et al.,
2000).

Nos ensaios para constatacdo da construcdo do conjugado,
quantidades equivalentes de Fab e virus foram adicionadas a fim de que o
maior nimero possivel de fragmentos Fab se ligasse a particula viral e, dessa
forma, o conjugado formado per si fosse capaz de aglutinar as hemacias
humanas. Nos primeiros testes de hemaglutinacdo (Quadro 9), o virus dengue

purificado foi capaz de aglutinar as hemécias a 1 e a 2% (Titulo=4). A
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aglutinacdo observada pode ter ocorrido por ligacGes inespecificas entre a
hemaglutinina viral e proteinas de superficie nas hemacias do grupo sanguineo
O utilizadas no experimento. O virus dengue aglutina hemacias de ganso e de
humanos do grupo sanguineo O (HECHAVARRIA, 2002). A substituicdo da
particula viral integra no conjugado por proteinas do envelope viral, como a
proteina E para a qual a resposta imune é a mais intensa (RICE et al., 1986),
evitar a ocorréncia de falsos positivos em pacientes cujo sangue pertenceria ao
grupo O. Em experimentos futuros a utilizacdo de proteinas purificadas do
envelope conjugadas aos fragmentos Fab pode ser recomendada, por
aumentar a especificidade da técnica e facilitar as etapas de construcdo do
conjugado.

A aglutinagdo observada na linha B do quadro 9.1 demonstra que o
conjugado per si foi capaz de aglutinar as hemacias (Titulo=32), contudo
reacdes inespecificas entre o virus dengue e as heméacias possivelmente
também tenham ocorrido. Com base na diferenca entre os titulos (Linhas A e B;
quadro 9.1) é possivel fazer a inferéncia de que a presenca do conjugado
virus-Fab foi o principal responsavel pela aglutinacao.

A auséncia de aglutinacdo nas diluicbes do conjugado quando a
concentracdo de heméacias foi de 2% pode ser atribuida a inexisténcia de
formacédo de malha de aglutinacdo a qual requer uma concentracdo mais ou
menos equimolar entre os determinantes antigénicos e os sitios ligantes do
anticorpo (Fab) (CALICH & VAZ, 1989; ABBAS et al. 20002). O aumento
equivalente a duas vezes mais hemacias pode ter proporcionado um excesso
de antigeno (hemacias) em relacdo a quantidade de conjugado virus-Fab.

A capacidade de aglutinacdo do conjugado demonstra a possivel
conjugacdo dos fragmentos Fab a particula viral quando se utiliza o
glutaraldeido como agente acoplador. A reacdo de conjugacdo de proteinas
com a utilizagdo do glutaraldeido, além de apresentar uma eficiéncia baixa de
conjugacéo, resulta na ocorréncia de reacdes cruzadas uma vez que ambos os
materiais a serem conjugados séo proteinas (O’'SULLIVAN & MARK, 1981). A
ocorréncia de reacfes cruzadas pode ter levado a formacdo de conjugados
indesejaveis como ligacdes entre fragmentos Fab ou mesmo entre particulas
virais. Essas estruturas poderiam ter auxiliado na aglutinacdo das hemacias
(Linha B; quadro 9.1) levando a interpretacdes erradas de resultados. Dessa

forma, outros estudos ainda sdo requeridos para se determinar a eficiéncia de
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conjugacdo nesse processo de formacdo do conjugado virus-Fab, a exemplo
do estudo sobre a possibilidade do uso de outros agentes acopladores como o
DTNB (HILLYARD et al., 1996). A utilizacdo de sistemas de expressao para
proteinas virais ja acopladas aos fragmentos Fab poderia eliminar os
problemas nas etapas de conjugacao além de otimizar o funcionamento da
técnica e a sua producédo. Sistemas de expressao das proteinas pré-M, E, NS1
e NS3 de virus dengue em baculovirus e bactérias foram desenvolvidos por
pesquisadores do Parana (SANTOS, 2002) e a expressao de fragmentos de
anticorpos em bactérias contra uma série de antigenos ja sdo conhecidos
(TORRANCE, 1998).

A ligacdo dos fragmentos Fab a particula viral, ndo impediu que os
anticorpos antidengue se ligassem aos seus epitopos no virus (Linhas F e H;
quadro 10) e nem que os fragmentos Fab reconhecessem seus sitios de
ligacdo na superficie das hemacias (Linha A; quadro 9.1; linhas E, F, G e H;
qguadro 10), pontos fundamentais para o funcionamento do método proposto.

Em estudos futuros a técnica devera ser melhorada em sua
especificidade e sensibilidade, para garantir ao método a capacidade de
diferenciar entre os sorotipos virais em diferentes tipos de amostras, mesmo

em espécimes coletados de individuos na fase de convalescéncia da doenca.
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CONCLUSOES

O trabalho demonstrou a viabilidade do estabelecimento da técnica de
hemaglutinacdo passiva para detectar anticorpos antidengue em amostras de
soro e hemacias e sangue humano total quando se faz a construgdo do
conjugado virus dengue-Fab anti-hemacias humanas utilizando o glutaraldeido
como agente acoplador, ndo ocorrendo durante o processo as alteracdes nos
sitios de ligacdo dos fragmentos Fab e nem os problemas na particula viral que
impedissem a ligacdo dos anticorpos antidengue a seus epitopos. A utilizacdo
de sistemas de expressao para proteinas virais, sozinhas ou acopladas
diretamente ao fragmento Fab, ou mesmo de anticorpos monoclonais em
substituicdo ao anti-soro policlonal, podem otimizar a producé&o por reduzir

tempo e custos, além de beneficiar o funcionamento da técnica.
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