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Resumo

A dengue é a doenca viral, transmitida por artrépode, de maior
prevaléncia mundial em morbidade e mortalidade. Alcanca proporcdes
pandémicas, estimando-se em 1,6 milhdes de doentes anualmente.
Manifestacdes clinicas caracteristicas, associadas a fatores epidemioldgicos,
como prevaléncia da dengue na regido de origem do paciente, tém sido o0s
anicos instrumentos de diagnostico precoce. O diagndstico laboratorial, que €
definitivo, demanda varios dias, quando realizado o isolamento viral. Métodos
sorologicos dependem de niveis elevados de anticorpos especificos e os
métodos moleculares ndo estdo disponiveis para a maioria dos laboratdrios de
diagnéstico e rotina. Este estudo teve como objetivo desenvolver método de
aglutinacdo do latex para a deteccdo do virus dengue, utilizando amostras
biolégicas de camundongos infectados por via intracerebral com dengue 1,
cepa Mochizuki e anticorpos especificos anti-dengue 1, obtidos de
camundongos imunizados. Os resultados obtidos demonstraram a viabilidade
deste método para diagnostico do virus Dengue em amostras positivas de
animais de experimentacdo, abrindo novas perspectivas para o diagnéstico
precoce da dengue na populacdo susceptivel, durante os primeiros dias de

sintomas.



Palavras-Chave: l.virus dengue; 2. diagnostico precoce; 3. aglutinacdo do

latex.

Abstract

Dengue is the arthropod-borne transmitted viral disease of highest
worldwide prevalence in mortality and morbidity. The proportion is pandemic
ranging 1.6 million of infected patients yearly. Clinical presentation associated
to epidemiological factors such as dengue prevalence in the patient’s origin
have been the only mean for early diagnosis. Laboratorial diagnosis, the
conclusive, requires several days when there is viral isolation. Serological
methods depend on high level of specific antibodies, and molecular methods
are not available for the majority of laboratories of diagnosis and routine. The
purpose of this study was to develop an agglutination method using latex to
detect dengue virus, using biological samples of mice infected with dengue 1
Mochizuki strain by intracerebral via, and anti-dengue 1 specific antibodies from
immunized mice. According to the results, this method was feasible for the
dengue viruses diagnosis in positive samples of experimental animals. It
provides further approaches for rapid detection of dengue in susceptible

populations during the first days of the disease.

Key-Words: 1. dengue viruses; 2. early diagnosis; 3. latex agglutination.
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1. INTRODUCAO

A “Enciclopédia Chinesa de Sintomas e Remédios das Doencas”,®
publicada inicialmente durante a Dinastia Chin entre 265 e 420 d.C. e reeditada
por outras duas Dinastias: Tang e Sung, descrevia doenca denominada “Febre
da Agua’, associada a insetos voadores e agua. Desde entdo, relatos de
doenca semelhante & dengue na india em 1635, no Panama em 1699 e de
grandes epidemias no periodo compreendido entre 1779 e 1980, ocorridas na
Asia, Africa e América do Norte,*® revelam a periodicidade de ocorréncia e a

vasta area de distribuicdo mundial da dengue ou doenca semelhante.

1.1. Problema de Saude Publica Mundial — Aspectos Historicos

Durante a Segunda Grande Guerra, a destruicdo de grandes areas
florestais no sudeste da Asia facilitou 0 aumento da transmissdo de doencas
transmitidas por mosquitos. Considera-se esta a origem da pandemia mundial
de dengue. Secundariamente, a elevacdo da ocorréncia de doencas
transmitidas por mosquitos, 0 aumento da area de distribuicdo dos mesmos e a
cocirculacdo de varios sorotipos do virus dengue nas cidades do sudeste
asiatico, provocaram a emergéncia de uma nova doenca: a Febre Hemorragica
da Dengue (DHF) e Sindrome do Choque por Dengue (DSS).“*

A primeira epidemia descrita de DHF, ocorrida nas Filipinas (Manila),
entre 1953 e 1954, manteve-se durante 20 anos, portanto até a metade dos

anos 70, como a maior causa de hospitalizacdo e morte de criangcas em todo o
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sudeste asiatico,® expandindo-se para a india, Sri Lanka, Pakistdo, China!” e
posteriormente para ilhas do Pacifico sul e central: Palau, Yap, Tahiti, Nova
Caledonia e Vanatu.®

Desde 1827, tém sido descritas multiplas epidemias de dengue na
América continental e Caribe. Inicialmente baseadas em caracteristicas
clinicas,® e posteriormente, & medida que se dispds de técnicas de diagndstico
virolégico e sorologico, confirmaram-se os diagndésticos clinicos prévios em
estudos retrospectivos,*! identificando-se os quatro sorotipos do dengue em
periodos e paises distintos. Durante 0os anos cinqienta, sessenta, e parte da
década de setenta, o diagnéstico de febre dengue era raro, devido a
erradicacdo do principal vetor de transmissdo do virus dengue, 0 mosquito
Aedes aegypti;*® porém, a suspensdo, a partir de meados dos anos 70, dos
programas de erradicacdo do vetor de transmissdo e dos programas de
manutencao das metas alcancadas, possibilitou a reintroducdo do mosquito em
paises livres da doenca, resultando em distribuicdo geogréfica, durante a
década de 90, equivalente a distribuicdo que antecedeu os programas de
erradicacao.

As epidemias de dengue ocorreram secundariamente a reinfestacdo do
mosquito Aedes aegypti. Durante a década de oitenta, foram descritas grandes
epidemias de dengue em paises que durante 35 a 130 anos estiveram livres da
doenca.

Desta forma, paises que apresentavam a doenca na forma ndo endémica

ou “hipoendémica” (apenas um sorotipo identificado), evoluiram para
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“hiperendemicidade” (varios sorotipos presentes), emergindo a DHF/DSS, da
mesma forma que no sudeste asiatico 25 anos antes.™

Até 1997, os sorotipos DEN-2 e DEN-3 eram predominantes nas
Ameéricas e neste ano, o sorotipo DEN-1 foi detectado, causando epidemias na
Jamaica, Cuba, Porto Rico e Venezuela. Em 1981, uma nova cepa do sorotipo
DEN-2, proveniente da Asia, foi introduzida em Cuba, causando a primeira
epidemia de DHF nas Américas, com 158 mortos. O sorotipo DEN-3, que
circulou até meados da década de 70, foi reintroduzido em 1994, causando
uma grande epidemia na Nicaragua, que depois se disseminou para o México e
outros paises da Ameérica Central e do Sul. Em 1981, o sorotipo DEN-4 foi
isolado nas ilhas do Caribe.®¥

Durante o periodo de 1981 a 1997, 24 paises do continente americano
confirmaram laboratorialmente o diagnéstico de dengue e DHF/DSS.

Atualmente, o virus dengue e o mosquito Aedes aegypti distribuem-se
amplamente na regido tropical, afetando 100 milhdes de pessoas que vivem
em areas endémicas, 2,5 milhdes de individuos adoecem por dengue todos os
anos e muitas centenas de milhares evoluem para DHF/DSS.**1¢)

A primeira descricdo de surto de dengue no Brasil, com casos
confirmados laboratorialmente, ocorreu na cidade de Boa Vista, Roraima, em
1982. Estima-se que sete mil pessoas foram infectadas, sendo treze amostras
de sangue confirmadas positivas para o sorotipo DEN-1 e quatro para o
sorotipo DEN-4.®"

Entre as décadas de 50 e 70, o risco de ocorréncia da doenca no Brasil

foi minimizado com a erradicacdo do vetor apoOs intensa vigilancia
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epidemiolégica. Em 1976, foi novamente detectado nos Estados da Bahia e Rio
de Janeiro“® e durante a década de 80 em diversas cidades do Brasil,
dispersando-se para grande parte do Pais através do transporte rodoviario.

Durante a década de 90, a incidéncia da dengue elevou-se em
consequéncia da disseminacéo do A aegypti no Pais, especialmente a partir de
1994. A dispersao do vetor foi seguida pela disseminac&o dos sorotipos DEN-1
e DEN-2 em vinte e sete Estados da Federacdo.® Sendo notificados: 97.000
casos de dengue, 188 de DHF em 1991; 125.000 casos de dengue, 105 de
DHF, dois Obitos em 1995; 175.000 casos de dengue, 2 de DHF em 1996;
230.000 casos de dengue, com isolamento e identificacdo dos sorotipos DEN-
1, DEN-2, DEN-3, 59 de DHF, 3 oObitos em 2000; 413.000 casos de dengue,
679 de DHF, 29 oObitos, em 2001; 780.000 casos de dengue, 2.607 de DHF,
145 Obitos em 2002; 324.000 casos de dengue, 618 de DHF, 33 Obitos em
2003.%°)

Em 2003, os sorotipos DEN-1, DEN-2 e DEN-3 foram isolados em 23
Estados da Federacgéo, com niimero elevado de internacdes por DHF.?Y

Em 2005 (até a semana epidemioldgica 24), foram registrados 107.575
casos notificados, destes, 72 casos de DHF e 5 6bitos. Quando comparados
aos dados do mesmo periodo de 2004 (79.674) observa-se aumento de 29,9%
no namero de notificacdes. Oito Estados da Federagcdo apresentaram reducao
no total de casos notificados e dezenove apresentaram aumento. A circulacao
autoctone dos sorotipos DEN-1, DEN-2, DEN-3 foi verificada em 24 Estados,
permanecendo sem circulacdo autéctone apenas os Estados de Santa Catarina

e Rio Grande do Sul, no Estado de Rondénia foi identificada a circulagdo dos
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sorotipos DEN-1 e DEN-3. No mesmo periodo, foram realizadas 15.360
internacdes por dengue e DHF no pais.®?

No Estado de Sao Paulo, em 2005 (até a semana epidemioldgica 32),
foram notificados 4.665 casos autoctones, cerca de 50% acima do registrado
no mesmo periodo de 2004 (3060 casos); em relacao a distribuicdo, observou-
se que 0 numero de municipios com transmissdo (cento e trés) dobrou em
comparacao ao ano anterior (quarenta e sete), no mesmo periodo.®®

A vigilancia epidemiologica da dengue deve ter agilidade suficiente para
detectar precocemente a ocorréncia de epidemias e casos de evolucdo grave,
reduzindo a letalidade. Nos servicos de vigilancia, a notificacdo espontanea
ambulatorial e hospitalar dos casos clinicos suspeitos de dengue, pode gerar
informacdes com representatividade distorcida, por ser método passivo de
coleta de dados, especialmente em periodos interepidémicos.®? A qualidade
dos dados pode ser avaliada por meio da medida do sub-registro de casos, que
€ decorrente de diversos fatores. Entre eles, citam-se subnotificacdes,
problemas no processamento dos dados, na transferéncia de informacdes,
desestimulo e descontinuidade do processo de notificacdo por parte dos
profissionais de saude. Avaliacdo da qualidade dos dados do sistema de
vigilancia epidemiolégica na deteccdo de casos suspeitos de dengue
internados em hospitais publicos e conveniados do Sistema Unico de Saude,
verificou sub-registro de 37% dos casos no periodo de 1997 a 2002,
associados aos casos internados sem manifestacdes hemorragicas e sem

exames laboratoriais especificos para dengue no prontuario. A sensibilidade do
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Sistema de Notificacdo foi de 63% e o valor preditivo positivo foi de 43%,

resultando na falsa elevacéo da taxa de letalidade da doenca.®"

1.2. Virus Dengue

No Brasil, entre as arboviroses, aquelas transmitidas por mosquitos
infectados por Flavivirus sdo as grandes causadoras de surtos e

epidemias.!8:242%

Arbovirus s&@o virus que se perpetuam na natureza
principalmente pela propagacdo biologica entre vertebrados hospedeiros
susceptiveis e artropodes hematofagos, ou pela transmisséo transovariana ou
venérea do artropode, desta forma identificados como: arthropod borne viruses
— virus transmitido por artropode, conforme definicdo da WHO — World Health
Organization.

Entre os mais de 500 arbovirus conhecidos e distribuidos mundialmente,

segundo suas caracteristicas epidemioldgicas e antigénicas, 2%

por volta de
200 sdo bem conhecidos. Entre eles alguns s&o agentes patogénicos
importantes para 0 homem, como o virus dengue.

O Brasil e particularmente a regido amazoénica, € recordista mundial em
isolamento de Arbovirus.?%3%

Dentre as seis Familias de Arbovirus, a Familia Flaviviridae contém
atualmente trés Géneros: Flavivirus (o primeiro), Pestivirus,®" e Hepacivirus
(virus da hepatite C).®? Sendo que foram isolados ao menos 68 virus,®*® dos

quais, mais de trinta com importancia médica.®? A erradicacdo dos Flavivirus é

improvavel, por sua manutencdo em animais reservatorio e por serem
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@5 portanto

transmitidos transovariana e venereamente por artropodes.
medidas de prevencdo e profilaxia como campanhas macicas de imunizacao
e/ou reducdo do vetor, pela educacdo publica e eliminacdo ou controle do
inseto, devem ser promovidas de forma permanente.

Secundariamente o Género Flavivirus da Familia Flaviviridae foi dividido
em sete complexos soroldgicos diferentes; o uso de anticorpos monoclonais e
testes de neutralizac&o possibilitaram conhecimento mais profundo da estrutura
antigénica de cada um deles.®%*"

O virus dengue, pela primeira vez isolado de camundongos em 1945, é
esférico, possui envelope, mede 40 — 60 nanémetros de diametro. O genoma é
constituido por fita simples de RNA de polaridade positiva, de
aproximadamente 11.000 nucleotideos. Possui trés proteinas estruturais:
proteina C, localizada no nucleocapsideo ou proteina do nucleo; proteina M,
associada a membrana; proteina E do envelope, que é a principal proteina
estrutural.®®

O genoma é envolvido por membrana lipidica, que € recoberta pela
proteina do envelope (proteina E). As principais propriedades biologicas do
virus dengue estdo relacionadas a proteina E, que recobre totalmente a
membrana e o genoma. A proteina E possibilita a ligacdo dos virus aos
receptores celulares, tem tropismo celular e a capacidade de aglutinar
eritrocitos. H4 alguma variacdo na composicdo da proteina E, entre os
sorotipos do dengue, inclusive nos epitopos, que constituem antigenos de

superficie e determinam a resposta imunoldgica e a protecdo contra o virus e

desta forma a classificacdo dos sorotipos.®®
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S&o quatro os sorotipos:“® DEN-1,DEN-2, DEN-3, DEN-4, diferenciados
por provas biogquimicas, sorolégicas e por técnicas moleculares de amplificacao
do genoma viral,“**® que tém evidenciado a existéncia de gendtipos distintos
pertencentes ao mesmo sorotipo.“?

As proteinas estruturais M e C e duas proteinas ndo estruturais NS1 e
NS3, de um total de sete: NS1, NS2a, NS2b, NS3,NS4a, NS4b e NS5, séo
também capazes de induzir resposta imunoldgica protetora em modelos
animais, porém ainda n&o se conhece com precis&o o seu papel.“®

A replicacdo do virus dengue ocorre preferencialmente nos macréfagos.
Apo6s a infeccdo por um determinado sorotipo, ocorre estimulo da imunidade
humoral e celular. A producdo de anticorpos € homodloga, com pouca ou
nenhuma producédo de anticorpos neutralizantes contra outros sorotipos. Altos
titulos de anticorpos contra virus dengue, adquiridos por via transplacentaria,
protegem os recém-nascidos nos primeiros meses de vida, como € observado
nas regioes endémicas. A protecdo homoéloga apos infeccédo primaria por um
sorotipo é duradoura; entretanto, a taxa de protecdo cruzada contra outros
sorotipos é ausente ou de curta duracao.“®

E transmitido pelo mosquito Aedes ssp, especialmente Aedes aegypti e

secundariamente pelo Aedes albopictus e Aedes polynesiensis.“**?

1.3. Fatores de Risco, Prevaléncia e Disseminacao

Os fatores que tornaram a prevaléncia da dengue nos ultimos 20 anos um

problema de saude publica mundial ndo estdo completamente elucidados. A



10
Introducao

disseminacdo dos diversos sorotipos em muitas regides do mundo esta
intimamente ligada a grandes mudancas demograficas e sociais nos ultimos 50
anos. O crescimento desmedido da populagdo mundial, associado a
urbanizacdo descontrolada e sem planejamento, especialmente nos paises em
desenvolvimento, a consequente degradacdo da qualidade das habitacoes,
superpopulacdo urbana, deterioracdo da qualidade da agua, deficiéncia dos
programas de controle do mosquito, dos programas de saude publica e
problemas de ordem econdémico-social de paises em desenvolvimento, criaram
as condicOes ideais para o0 aumento da ocorréncia das doencas transmitidas
por mosquitos, principalmente nos centros urbanos tropicais.

A énfase dos programas e controle da dengue tem sido, nos ultimos 25
anos, a pulverizacdo de inseticidas para matar mosquitos adultos. Sem
apresentar a eficacia esperada,*” estes programas criaram tanto para a
populacdo quanto para as autoridades sanitarias a “falsa impressdo de
seguranca”. Adicionalmente, a distribuicdo geografica e a densidade
populacional do mosquito Aedes aegypti aumentaram, especialmente nas
areas urbanas dos paises tropicais, devido ao aumento de locais propicios para
sua proliferacdo, como recipientes de plastico e borracha nédo biodegradaveis,
distribuidos nas periferias urbanas e no ambiente doméstico, além do habito do
cultivo de plantas ornamentais no mesmo ambiente. O importante incremento
das viagens aéreas, nos ultimos vinte anos, € outro fator responsavel pelo
crescimento da prevaléncia da dengue no mundo, ja que € o mecanismo ideal
de transporte do dengue e outros patdogenos entre os diferentes centros

populacionais do mundo.“® Durante o ano de 1994, 40 milhdes de pessoas
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partiram dos Estados Unidos em viagens aéreas; destes, a metade viajou a
negocios ou turismo, para paises tropicais onde a dengue € endémica. Muitos
viajantes infectaram-se com o virus dengue durante estas visitas e adoeceram
apenas apos o retorno, resultando no continuo transporte do virus por pessoas
infectadas para todas as regibes do planeta e introduzindo repetidamente
sorotipos diferentes nas regides onde o mosquito Aedes ssp estéa presente.“®
O dultimo fator que tem contribuido para o ressurgimento da epidemia de
dengue é a falta de recursos financeiros direcionados ao treinamento e
reciclagem de técnicos, médicos e parameédicos. A caréncia de especialistas
preparados para desenvolver programas efetivos de prevencéo e controle de
doencas transmitidas por mosquitos tem motivado mudancgas na politica de
saude publica dos paises endémicos, dando énfase as medidas emergenciais
como aquisicdo de tecnologia de alto custo, para controle do mosquito adulto,
em detrimento aos programas de conscientizacdo e adequacdo do ambiente
doméstico com melhoria das condicdes de higiene da populacdo susceptivel.®?
Grandes mudancas demograficas e sociais, aliadas a caréncia de
programas de prevencdo e controle efetivos, colocaram a febre por dengue
como a doenca viral, transmitida por artropode, mundialmente mais importante
em morbidade e mortalidade,®*? com distribuicdo que alcanca proporcdes
pandémicas, estimando-se em 1,6 milhdes de doentes distribuidos por 61

paises.®?
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1.4. Patogénese de DHF/DSS

A patogénese de DHF/DSS ainda € controversa. Duas teorias, que nao
sdo excludentes entre si, sdo freqientemente citadas para explicar a origem
das alteracOes patogenéticas que ocorrem em DHF e DSS. Assim, individuos
infectados com um sorotipo do dengue tém imunidade apenas para este e sao
susceptiveis as infeccdes por sorotipos heterdlogos, apos um curto periodo de
protecdo cruzada.®” Desta forma, anticorpos pré-existentes reconhecem o
segundo virus infectante, forma-se o complexo antigeno - anticorpo que é
fixado a membrana dos leucécitos e fagocitado, especialmente por macrofagos.
Porém, o complexo antigeno - anticorpo formado € instavel quando o segundo
virus infectante € de sorotipo diferente do primeiro, ndo sendo neutralizado e
portanto livre para se replicar, por estar no interior do macréfago. Outra teoria
leva em conta a possibilidade de mutacdes genéticas no virus dengue, que
surgiriam pressionadas pela repeticdo do ciclo que os mantém na natureza. Em
regides endémicas, ocorreriam mutacdes causadas pela ocorréncia de
infeccbes simultdneas por dois virus diferentes, que possibilitariam o
aparecimento de um terceiro sorotipo.®**® N&o ha descricdo da ocorréncia de
DHF/DSS na vigéncia da terceira ou quarta infeccdo por dengue.®?

Sugere-se outra razao pela qual anticorpos pré-existentes (da primeira
infeccdo) ndo sejam eficientes na neutralizacdo do virus dengue, na ocorréncia
da segunda infeccdo por outro sorotipo: varios epitopos do segundo sorotipo
diferiiam do primeiro reduzindo a especificidade e afinidade dos anticorpos.®”

O intervalo de tempo entre a primeira e segunda infeccdo poderia ser de
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poucos meses a vinte anos ou mais.®® Como outros virus que infectam
animais, o virus dengue apresentaria variacbes geneéticas que causariam
alteracbes em sua capacidade de replicacdo e infectividade e desta forma, na
severidade da doenca e potencial epidémico. A permeabilidade vascular
aumentada e hemorragia severa teriam origem a partir das células alvo da
infeccdo por dengue: os leucocitos mononucleares e portanto, concentracdes
subneutralizantes de anticorpos anti-dengue aumentariam a infectividade do
segundo sorotipo, definida como imunidade aumentada — “enhancement”.®”

O limite entre a imunidade para o virus dengue e a ocorréncia de casos
graves determinada por acao imunoldgica, € impreciso. Como exemplo, pode
ser observado o que ocorreu no Peru, onde durante décadas predominou o
sorotipo DEN-1. Em 1995, foi introduzido o sorotipo DEN-2 responsavel por
mais de 50.000 infec¢des secundarias, porém, nao foram notificados casos de
DHF. Ao contrario do ocorrido em outros paises, as infeccdes secundarias nao
determinaram o surgimento de casos graves. O gendtipo do sorotipo DEN-2
que circulou foi posteriormente identificado como Americano (American DEN-2)
e apresentava algumas diferencas nos aminoacidos das proteinas antigénicas
da membrana e do envelope, em comparacdo com 0 genotipo DEN-2
Asiatico.®?

Individuos previamente infectados pelo sorotipo DEN-1 e posteriormente
pelo sorotipo American DEN-2, tiveram discreta protecdo cruzada contra o
sorotipo DEN-2, que nao foi suficiente para impedir a viremia e 0s sintomas,
porém, foi eficiente para evitar as formas mais graves da doenca.

Provavelmente, tenha ocorrido recombinacdo entre os sorotipos DEN-1 e DEN-
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2, possibilitando que o DEN-2 adquirisse antigenos do DEN-1, e que estes
antigenos fossem responsaveis pela protecao parcial cruzada contra o sorotipo

DEN-2 Americano.®?

1.5. Diagndstico

1.5.1. Diagnéstico Clinico

Manifestacdes clinicas como: febre alta, cefaléia, artralgia, dor retroorbital
ocorrem apoés 2 a 12 dias de incubacé&o do virus e podem permanecer durante
6 a 10 dias, seguidos de mialgia, anorexia, vémitos, prostracédo, dores intensas
nas articulacoes e o0ssos. Linfadenopatia generalizada, hiperestesia cutanea,
exantema maculo-papular, sintomas respiratorios (especialmente em criancas),
podem ocorrer isolados ou simultaneamente. Menos ferquentemente ocorrem
fendbmenos hemorragicos de variado grau de intensidade: desde petéquias a
sangramento de mucosas, especialmente intestinal, com provas laboratoriais
de hemostasia, como prova do laco, positivas.©”

Semelhantes a dengue classica, a febre hemorragica por dengue (DHF) e
a sindrome do choque por dengue (DSS), progridem rapidamente para
prostracado, irritabilidade, hipotensdo, taquipnéia, cianose, sudorese, choque
com fendbmenos hemorragicos, derrame pleural, hematomas, hepatomegalia,
em variados graus, trombocitopenia, elevacdo do hematdcrito, consumo de
complemento, consumo de fibrinogénio, elevacdo dos produtos de degradacéo

da fibrina (PDF) e hipoproteinemia. Choque, instala-se rapidamente revertendo-
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se na grande maioria dos casos tratados com hidratacdo e/ou reposicdo de
plasma.®1¢?

Esta grande variedade de sinais e sintomas dificulta o diagndéstico
diferencial entre dengue ou DHF e rubéola, influenza, febre tifoide,
leptospirose, maléaria e outras doencas que na fase aguda apresentam sinais e
sintomas gerais de sindrome viral ndo especifica. Nado ha sinais ou sintomas
patognomonicos de dengue ou DHF durante a fase aguda. Apds a remissao da
febre, distirbios da hemostasia caracteristicos tornam possivel o diagnoéstico
clinico de DHF em muitos casos.”® Dengue, DHF e DSS apresentam
freqientemente leucopenia, trombocitopenia e hemoconcentracdo; a contagem
de plaquetas € inferior ao limite minimo de normalidade (inferior a
150.000/mm3), e ocorre 3 a 8 dias apO0s o inicio dos sintomas. A
hemoconcentracdo, decorrente do aumento da permeabilidade vascular e
perda de plasma para o compartimento extravascular, esta frequientemente
acompanhada de queda a presséo arterial. Nao ha destruicdo ou lesdo do
epitélio vascular durante o periodo de permeabilidade aumentada. Desde que o
paciente seja estabilizado nas condicbes hemodindmicas e comece a

recuperar-se, o fluido extravasado é rapidamente reabsorvido, elevando a

volemia e reduzindo os valores do hematdcrito.®

1.5.2. Viremia

A viremia tem pico no inicio dos sintomas, ou imediatamente apés e pode

permanecer detectavel por periodo de 2 a 12 dias dependendo das condi¢cbes
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imunoldgicas do paciente.®%®® Sugere-se que a severidade da doenca seja
determinada pelo nimero de células infectadas pelo virus.®® Durante a
segunda infeccao, o virus dengue estara ligado a anticorpos produzidos contra
o virus dengue heter6logo da primeira infeccdo tornando-se praticamente
indetectavel pelas técnicas usuais de isolamento.

Estudos realizados na populacdo de Toga (ilha do Oceano Pacifico),
durante surto epidémico de dengue causada pelo virus DEN-2, revelaram
grande variacdo da magnitude e duracdo da viremia nos casos de infeccéo
primaria:®® pacientes foram monitorados com colheita de amostras de sangue
diariamente, desde o inicio dos sintomas até 8 dias apds. As amostras obtidas
eram utilizadas para infectar mosquitos ndo contaminados (A. aegypti e
A.tabu), para isolamento e quantificacdo do virus e para realizacdo de sorologia
especifica, utilizando a técnica MAC-ELISA para deteccdo de anticorpos da
classe IgM contra o virus dengue sorotipo DEN-2. No momento da colheita,
mosquitos ndo infectados foram colocados em contato com os individuos
doentes. A maioria dos pacientes com soroconversao confirmada contra DEN-2
(pesquisa de IgM por técnica MAC-ELISA), revelou viremia indetectavel por
técnica de isolamento viral e por isodiagnostico (contato direto do mosquito
com o paciente). Nas amostras em que era detectavel, a viremia era de curta
duracdo (1 a 3 dias). Durante aproximadamente um ano este virus (DEN-2)
infectou grande parte da populacdo de Toga causando, porém, sintomas de
baixa intensidade, e revelando-se indetectavel aos testes de isolamento. Por
outro lado, em ilhas vizinhas a ilha de Toga, 0 mesmo virus DEN-2 (confirmado

por técnicas moleculares de diagndstico) causou, durante trés anos epidemias
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“explosivas”, com severidade dos sinais e sintomas da doenca. Os resultados
sugeriram que o virus teria variacdes do genoma, expressando comportamento
epidémico em periodos e regifes especificos e de circulagdo silenciosa em

outros, causando nenhuma ou discreta sintomatologia.®®

1.5.3. Diagnéstico Laboratorial

O diagnoéstico definitivo da infeccdo por dengue é feito apenas em
laboratorio, através do isolamento viral, deteccdo de antigenos virais e do RNA
viral em amostras de sangue ou tecidos e da pesquisa de anticorpos
especificos no soro de pacientes.®®

Exames de sangue inespecificos como o hemograma completo ou
fracbes do hemograma (medida do hematdcrito, dosagem de hemoglobina,
contagem de plaquetas, contagem diferencial dos leucécitos) e prova do laco
estdo indicados para triagem de pacientes com potencial alteracdo da
permeabilidade vascular, desta forma, sdo necessarios para o estadiamento da
doenca (dependente da hemoconcentracdo, trombocitopenia e aumento da

permeabilidade vascular) e definicdo da conduta terapéutica.®¥

1.5.4. Isolamento e Identificacdo do Virus Dengue

Vérias culturas de células de vertebrados VERO (African Green Monkey),

BHK 21 (Baby Hamster Kidney), LLC-MK2 (Rhesus Monkey Kidney) e

inoculacdo do fluido supostamente infectado em cérebros de camundongos
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recém nascidos (de 1 a 3 dias do nascimento),®® tém sido descritos como
métodos eficientes para o isolamento primario de Flavivirus, porém séo de
valor limitado no isolamento do virus dengue, visto que, geralmente nao é
patogénico para camundongos recém nascidos e nao produz efeito citopatico
(cpe) claro em culturas de células de vertebrados em “passagens” iniciais,®®
havendo em ambas as técnicas a necessidade de realizar inUmeras
“passagens”, isto €, inoculacdes repetidas de espécimes de culturas “in vitro”
ou animais infectados para néo infectados.®®

A inoculacdo de espécimes em mosquito Aedes albopictus adulto®® e
menos freqientemente em Aedes aegypti, Toxyrhynchities amboinensis e T.
splendens, mostrou-se sensivel e especifica, com positividade de 100%
quando amostras de soro positivas eram utilizadas para inoculacéo
intratoraxica de mosquitos adultos.®® Sendo hospedeiro natural, houve boa
replicacdo do virus inoculado, porém, habilidade na inoculagcdo e manutencao
do inseto vivo em laboratério sdo fatores limitantes da técnica.®” Varias
linhagens de células de insetos tém sido descritas e utlizadas para o
isolamento do virus dengue: Aedes albopictus (Clone C6/36), Toxyrhynchites
amboinensis (TRA 284), Aedes pseudoscutellaris (AP61),%9 dentre outras,
porém, a facilidade de cultivo, o crescimento rapido com meio de cultura
simples, a replicacéo viral abundante’® recomendam o uso do clone C6/36 de
células do mosquito Aedes albopictus’® no isolamento de virus dengue a partir
de amostras obtidas de pacientes, animais e insetos, sendo também

recomendada para propagacao de outros Arbovirus."®
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Estudos comparativos das linhagens TRA-284-SFG (adaptado para
crescimento em frasco de vidro), AP-61 originaria do mosquito Aedes
pseudoscutellaris e C6/36, demonstraram que a linhagem TRA-284 foi mais
sensivel a infeccdo pelo virus dengue selvagem, porém € cultura celular de
dificil manuseio, crescimento lento e freqiientemente apresenta monocamadas
incompletas e grumos celulares. Por outro lado, o clone C6/36 originario do
mosquito Aedes albopictus reune todas as condicdes necessarias relativas ao
facil manuseio, manutencdo indefinida em laboratério e replicacdo viral
abundante."®

A identificacdo dos virus isolados pode ser feita por Imunofluorescéncia
Indireta (IFI), utilizando-se anticorpos policlonais de camundongos infectados
com virus dengue ou anticorpos monoclonais adquiridos comercialmente,
permitindo neste caso a identificacdo do sorotipo isolado.? O método de
Imunofluorescéncia Direta dispensa a utilizacdo do anticorpo intermediario,
apenas o0 anticorpo conjugado monoclonal anti-dengue, “marcado” com
isotiocianato de fluoresceina, € aplicado sobre cultura de células infectadas e,
havendo positividade, a fluorescéncia é observada.

Técnicas de biologia molecular para o diagnostico do dengue permitiram o
desenvolvimento de testes com relativa sensibilidade e boa especificidade: a
deteccdo do genoma viral por hibridizacdo do acido nucleico "in situ” e por
meétodos como “Southern blot” e “Northern blot”, usando fragmentos de RNA ou
oligonucleotideos sintéticos marcados, tem se mostrado bastante util para o
diagnéstico do dengue. A reacdo em cadeia da polimerase (polimerase chain

reaction - PCR), utilizada amplamente em recentes estudos do virus dengue,
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pode ser aplicada em amostras de soro ou tecido infectado gerando boa
quantidade de material genético em poucas horas de reacao, possibilitando o
diagnéstico ou estudo do genoma do virus por sequenciamento dos
nucleotideos gerados.*"™ Tal procedimento combina a reacdo de transcrigéo
reversa do RNA viral, para obtencdo do DNA complementar (cDNA), com
amplificacdo em um unico frasco de reacdo. Nesta PCR padréo, iniciadores
determinados para “anelar” com o genoma de qualquer dos quatro sorotipos do
dengue, amplificam um produto de 511 pares de bases, que € submetido a
uma segunda PCR (nested PCR) com iniciadores tipo — especifico. O produto
amplificado pode ser visualizado mediante eletroforese em gel de agarose ou
poliacrilamida como “bandas de DNA” de tamanho caracteristico para cada
sorotipo, visto que cada iniciador “anela” em diferentes posi¢des, originando
fragmentos de 482 pares de bases para DEN-1, 392 pares de bases paraDEN-

4, 290 pares de bases para DEN-3, e 119 pares de bases para DEN-2.

1.5.5. Diagnéstico Soroldgico

Testes sorologicos que identificam a presenca de anticorpos especificos
sdo amplamente usados por laboratorios clinicos para diagnéstico da dengue,
como Inibicdo da Hemaglutinacdo (HI),"® com hemécias ligadas com
determinantes antigénicos. Trata-se de teste sensivel, de facil execucéo e que
requer instrumental simples. E ideal para estudos soroepidemioldgicos, Visto
que os anticorpos inibidores da hemaglutinacdo surgem na primeira semana

apos o inicio dos sintomas e permanecem por longos periodos, Reacdo de
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Fixacdo do Complemento (RFC):“** teste de baixa especificidade identificando
apenas o0 consumo do complemento na formacdo do complexo antigeno-
anticorpo.”’” Os anticorpos fixadores do complemento aparecem mais
tardiamente que os inibidores da hemaglutinacéo (duas semanas apoés o inicio
dos sintomas) e podem permanecer em titulos moderados ou altos por
periodos prolongados (dois anos ou mais).

Teste de Neutralizagdo (NT) usado para identificacdo do virus a partir de
anticorpos da amostra:® a neutralizacdo viral é definida como a perda da
infectividade através da reacdo dos virus com o anticorpo especifico.
Anticorpos neutralizantes podem ser medidos por teste “in vivo” e “in vitro”,
desde que um sistema de cultura de tecido susceptivel seja obtido. Diluicdes
seriadas da cultura infectada frente ao soro com alto teor de anticorpos ou
diluicdes seriadas do virus e diluicdo constante do soro sdo procedimentos
padrdo para testes de neutralizacdo e sao expressos em indice de
neutralizacéo (ILN), LOG 10, ou um antilogaritmo.

Ensaio Imunoenzimatico por “captura” de imunoglobulinas de classe
IgM,"®  que possibilita a deteccdo de anticorpos anti-virus dengue n&o
especificos para sorotipos, indicando infeccdo recente, e ndo detectando
infeccBes simultaneas por outros Flavivirus.®®? Os anticorpos IgM anti-
dengue desenvolvem-se rapidamente, podendo ser detectados em 80% dos
pacientes com 5 dias de sintomas e em 99% dos pacientes com 6 a 10 dias de
sintomas, persistindo por até 90 dias ap0s o inicio dos mesmos.

O Ensaio Imunoenzimatico também pode ser utilizado em culturas

celulares do clone C6/36 infectadas (utilizadas como substrato da reacao), com
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objetivo de verificar a presenca de anticorpos especificos em amostras de soro
ou plasma suspeitos, tendo sido utilizada em inquéritos sorolégicos em grandes
epidemias de dengue, objetivando detectar anticorpos especificos das classes
IgM e IgG, variando a antiimunoglobulina utilizada, isto é, anticorpos
monoclonais produzidos contra Fracdes Constantes (Fc) de IgM e IgG. E
considerada técnica confiavel e econdmica para o diagnostico soroldgico de
infeccdes primarias e secundarias por diferentes sorotipos do virus dengue e
outros Flavivirus.

A presenca de anticorpos contra Flavivirus, que ndo o virus dengue, &
causa de frequientes reacdes cruzadas quando se utiliza técnicas como RFC,

HI ou NT.G%

1.5.6. Aglutinacdo do Latex

Técnica descrita por Singer e Plotz, em 1956,%% que utiliza como “fase
sélida” particulas esféricas de poliestireno latex conjugadas com
gamaglobulinas ou imunoglobulinas especificas contra determinantes
antigénicos de proteinas, microorganismos ou outras imunoglobulinas.

Estudos preliminares®” com particulas de polivinil tolueno e poliestireno
latex revelaram que, apesar de biologicamente inertes, quando utilizadas em
dimensdes apropriadas, uniformes e adicionadas a gamaglobulinas, podem ser
Uteis em estudos sorolégicos e propuseram a substituicdo de eritrocitos de
seres humanos, de aves ou de outros animais por estas particulas

biologicamente inertes, mantendo assim, o principio da aglutinacao
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macroscopica e suas vantagens, como: poucas “passagens”’ de execucao,
visualizacdo macroscoépica da reacao e utilizacao de instrumental simples e de
baixo custo. Acrescendo-se a facilidade de aquisicdo do latex comercialmente
em diversos diametros e a possibilidade de estocagem por tempo
indeterminado.

Descrita originalmente para pesquisa de fator reumatdide® no sangue, a
técnica de aglutinacdo do latex € utilizada para diagnéstico de doencas
infecciosas bacterianas e virais, deteccdo de proteinas plasmaticas de fase
aguda, deteccdo de anticorpos plasmaticos e de hormonios.

A literatura consultada, constante das referéncias bibliograficas do
presente trabalho, ndo revelou a disponibilidade de técnicas de baixo custo e
facil execucdo, que dispensassem instrumental especifico, para a pesquisa de
antigenos do virus dengue em amostras de pacientes ou amostras de
laboratorio, ja que as técnicas moleculares demandam grandes investimentos
em aparelhos e insumos importados, além de recursos humanos com alto nivel
técnico, sendo assim inviavel para pequenos laboratérios de rotina, servi¢cos de
saude distantes dos grandes centros, clinicas, consultorios e postos de saude

de grande parte do nosso pais.
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1.6. Objetivos

Padronizar método de aglutinacdo do latex (particulas esféricas de
poliestireno) marcado com anticorpos especificos para detectar antigenos do
virus dengue em amostras de fluido cerebral de camundongos Swiss recém
nascidos (1 a 3 dias) infectados por via intracerebral com sorotipo DEN-1cepa

Moshizuki.



2. MATERIAL E METODO|
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2. MATERIAL E METODO

2.1. Amostra Viral: Obtencao do Antigeno

O isolado de virus dengue cepa Mochizuki, cedido pelo Prof. Dr. Luiz
Tadeu Moraes Figueiredo, chefe da Unidade de Pesquisa em Virologia da
Faculdade de Medicina de Ribeiréo Preto da Universidade de S&o Paulo, foi
propagado com a infeccdo de células de mosquito Aedes albopictus clone
C6/36'" cultivadas em frasco de cultura de células de 75cm3 (Cornning Corp.
— USA), contendo meio de cultura Leibowitz L15 (Gibco Corp.- USA) acrescido
de 10% de soro fetal bovino (Gibco Corp. — USA) inativado pelo calor, 10% de
caldo de triptanol fosfato,100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina
(Sigma Inc. — USA), mantido em temperatura de 28 °C em estufa de cultura
(Lactea Continental - BR).

Observado diariamente em microscoépio invertido (Zeiss — Germany), no
sétimo dia identificou-se efeito citopatico (cpe) discreto nas células infectadas,
que foram descoladas por agitacédo, aliquotadas em tubos de microvolume de
1,5mL (Brand — Germany) e estocadas em congelador a 70°C negativos
(Forma Scientific Inc. — USA).

Imediatamente antes de serem aliquotadas, 40uL da suspensédo de
células infectadas e 0 mesmo volume de suspensédo de células ndo infectadas
foram aplicados lado a lado em dois “spots” de lamina de microscopia (Perfecta
26x76 mm — BR), secos sob ar aquecido e imersos em acetona gelada (4°C)
(Merck — Germany) durante vinte minutos para fixacdo. Apds serem secos

novamente com ventilacdo aquecida, 40uL de FA (Fluido Ascitico) diluido 1/20
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em PBS (Laborclin — BR) pH 7,5 (Medidor de pH Orion 410 A — USA),foram
aplicados e incubados durante 30 minutos a 37°C em estufa de cultura e
camara umida. Apos lavagem com PBS (phosphat buffer solution) por imerséo
durante 10 minutos em homogenizador (Agitador Orbital 255, Fanem — BR) em
baixa rotacdo (60 x g) e secagem completa por ventilacdo aquecida, foram
aplicados 10 puL de conjugado “anti-mouse” IgG (Sigma Inc. — USA) marcado
com lIsotiocianato de Fluoresceina titulado 1/100 em PBS pH 7,5. Apls a
incubacdo a 37°C em camara Umida durante 30 minutos, lavou-se a lamina
com PBS pH 7,5 por imersao e homogenizagéo (60 x g) durante 10 minutos e
com agua destilada (Destilador Quimis 10 — BR) e deionizada (Deionizador
Permution - BR) durante 5 minutos de imersao com leve homogenizacéo (60 x
g) e secas sob ventilacdo forcada. Observacdo ao microscopio de luz
ultravioleta (Nikon Labophot — Japan) com prévia preparacdo da lamina com
Oleo de imersao para microscopia (Laborclin — BR) e laminula (Perfecta 24x60
mm — BR) revelou intensa fluorescéncia pontilhada, intracelular, revestindo toda
superficie nuclear e grande parte do citoplasma celular (Figuras 1 e 2). Alguns
pequenos aglutinados celulares revelaram intensa fluorescéncia fazendo
suspeitar de artefato, préprio da técnica. Nos “spots” com células né&o

infectadas nao foi observada fluorescéncia. (Figuras 3 e 4)

2.2. Fluido Ascitico: Obtencao de Anticorpos

Fluidos asciticos ricos em anticorpos (FAI) foram obtidos utilizando-se

vinte camundongas jovens virgens (Mus — musculus — variedade albino suico),
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gue receberam quatro inoculacdes intraperitoneais, com intervalos regulares de
sete dias, de 50uL de suspensdo de macerado de cérebro de camundongos
recém-nascidos (Mus — musculus, variedade albino) infectados com suspensao
de células C6/36, infectadas com virus dengue 1 — cepa Moshizuki diluida 1/20
em solugéo salina tamponada (Labosynth — BR) e previamente centrifugada a
1200 x g (Centrifuge 5804 R, Eppendorf — Germany) durante 5 minutos com
inoculacéo intracerebral de 20uL, utilizando-se seringas de 1mL e agulhas
hipodérmicas (Becton Dickinson — USA). Os camundongos recém nascidos
infectados com 20uL de suspensédo de C6/36 positiva para virus dengue, foram
mantidos com a mée em ambiente de biotério e apds quatro dias do indculo
apresentaram sinais de perda da capacidade de deslocamento sendo que 30%
morreram e foram desprezados; o restante foi sacrificado e congelado a 70 °C
negativos. A suspensao de macerado cerebral obtida por pungdo com seringas
de 5mL e agulhas 20 x 35 (Becton Dickinson — USA) da massa encefalica dos
camundongos recém nascidos descongelados e mantidos a temperatura
ambiente em cabine de seguranca classe Il com fluxo de ar laminar (FLV
Technik — BR), foi diluida na razdo de 1 /20 em solu¢cdo tamponada borato
(Nuclear CAQ — BR) / cloreto de sodio (solucao salina) pH 8,5 e centrifugada a
1600 x g durante 10 minutos em centrifuga refrigerada (Centrifuge 5804 R —
Germany).

Concomitantemente a quarta inoculacéo intraperitoneal do fluido cerebral,
foram inoculados por via intraperitoneal 200uL de suspensdo de células de
sarcoma 180/TG (Thioguanidine resistant), (Figuras 5 e 6) desenvolvendo

ascite volumosa apos oito dias. (Figuras 7 e 8)
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Obtido por paracentese realizada uma Unica vez nos animais que
desenvolveram ascite volumosa até o oitavo dia, o fluido ascitico rico em
anticorpos especificos anti-dengue 1 foi centrifugado a 1600 x g (KK Centrifuge
PLC Series Gemmy Corp. — Taiwan), durante 15 minutos, separando-se 0
sobrenadante e desprezando-se o precipitado de células. Foram estocados
10mL, do volume final, em congelador a -20 °C (Electrolux H 300 — BR), e
10mL foram acrescidos a mesmo volume de solugcdo aquosa de sulfato de
amonia (Merck Inc. — Germany) 40%, mantido a temperatura de 4 °C
(Electrolux R 280 — BR), gota a gota durante 30 minutos e imediatamente
centrifugados a 1600 x g durante 20 minutos em centrifuga refrigerada. Em
seguida, desprezou-se 0 sobrenadante, ressuspendendo-se 0 precipitado de
imunoglobulinas em PBS e, procedendo-se a dialise durante 24 horas com
agua corrente em membrana (Amicon PM - 30 — USA) e estocando-se 0
“dializado” em congelador a -20 °C. Posteriormente, foi realizada eletroforese
de proteinas em gel de agarose que revelou concentracdo de 0,6 g/dL de
gamaglobulinas e baixa concentracao de albumina (0,9 g/dL).

Considerado como teste confirmatorio da presenca de anticorpos anti-
dengue 1 nos fluidos asciticos (FA), a imunofluorescéncia indireta (IFI) foi
realizada conforme protocolo descrito anteriormente utilizando substrato de
células clone C6/36 infectadas com dengue 1 cepa Mochizuki, titulacdo dos FA
a razédo de 1/20 em PBS pH 7,5 e conjugado anti - IgG mouse (Sigma Inc. -
USA), revelando intensa fluorescéncia e confirmando a presenca de anticorpos

anti-dengue. (Figuras 9 e 10)
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2.3. Aglutinacdo do Léatex

Suspensdo a 10% de esferas de poliestireno (latex) de 800um, cedidas
pelo Laboratorio Laborclim, foi diluida na razdo de 1/50 em tampdo salina
(PBS) pH 7,5 (solucdo estoque) (Figuras 11 e 12) e mantida em geladeira a
4°C; 40uL da solucao de anticorpos anti dengue 1 extraidos dos FA diluidos na
razdo de 1/20 em solucdo tamponada borato / salina pH 5,5 a 9,5, com
intervalo de escala de 0,5, foram adicionados a 20uL de solucdo estoque de
latex (suspensédo de latex “marcados” com imunoglobulinas), incubando-se em
camara Umida a 37°C durante 40 minutos.®® Em seguida, 40uL de fluido
cerebral de camundongos recém nascidos saudaveis, previamente diluido na
razdo de 1/20 em solucgéo salina pH 8,0 (controle negativo), e 40 uL de fluido
cerebral de camundongos recém nascidos infectados com DEN-1 cepa
Mochizuki previamente diluido nas mesmas condi¢des que o controle negativo,
foram aplicados a lamina de microscopia comum (Perfecta 26x76 — BR),
juntamente com 20uL da suspensédo de latex marcado com anticorpos anti-
dengue e incubados durante 60 a 360 minutos, com intervalos de observacéo

de 60 minutos a 37°C em camara Umida. (Figuras 13, 14 e 15)

2.4. Calculo da Dose Letal — DL 50

O calculo da dose letal 50 (DL 50) foi realizado utlizando 30

camundongos (Mus-musculus, variedade albino) recém nascidos (1 a 3 dias),

divididos em grupos de 5 animais, mantidos com a mae, que receberam
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inoculacdo por via intracerebral de 20uL de diluicdes seriadas (102 a 107) de
solugdo do macerado de cérebro de camundongos recém nascidos infectados
com dengue 1 cepa Mochizuki (confirmada a positividade da infeccdo por
imunofluorescéncia indireta com anticorpos especificos anti DEN-1 Mochizuki)
diluido na razdo de 1/20 em PBS (considerada solucdo estoque).
Concomitantemente, seis animais do grupo, receberam inoculagc&o
intracerebral de (mesmo volume e diluicho) macerado de cérebro de
camundongo recém nascido ndo infectado com virus dengue, sendo
considerado controle negativo do procedimento.

Apéds a inoculacdo, os animais foram observados diariamente até o 14°
dia de in6culo, registrando-se o niumero de mortos e sobreviventes. O calculo

da DL 50 foi feito segundo método descrito por Reed e Muench, 1938.%2

2.5. Reativos e Solucdes

Foram empregados:

Solucéo de Cloreto de Sddio / Solucao Salina 1,5M

Cloreto de SOdio (NACIH) ......uuuueiiiees 87,759

Agua destilada / deionizada g.S.p ...c.ceveveeveieeieeeeieeeeene, 1000mL

Solucédo de Hidroxido de Sédio (1 N)

Hidroxido de SOdio (NaOH).........ccoociiviiiiiiiiiiicciecceeeeeee e, 20g

Agua destilada / deionizada q.S.p ...cooveveveereeieeeeeieee e 500mL
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Solucéo de Acido Bérico 0,5M
Acido BOrico (H3BO3) .....ccuiiieieeeeiiecee e 52,559

Agua destilada / deionizada g.S.p. ....covevveeeeeiieeieeeeee e 1700mL

Solucdo Tamponada Acido Bérico / Cloreto de Sédio

Solucéo Cloreto de SOdio 1,5 M.....cooiiiiiviiiiiiiiiiee e 80mL
Soluc&io de Acido BOrCO 0,5 M .....ccoveiveeieceieece e 100mL
Solucédo de Hidréxido de SOdio L N.......ooovvvviviiiiiieeeeeceeeees 24mL
Agua destilada / deionizada g.S.p. ....coeeveeeeeiieeeeeeee e, 1000mL

Solucéo tamponada Fosfato (PBS)

NP W o | @ 7 = o1 o [ (o ) 42,369
KH2POZ0 ...ttt 149
N = T 85¢g

Agua destilada / deionizada (sol. concentrada) g.s.p..........1000mL

Agua destilada / deionizada (SOl. para uso) ............c........... 10000mL

Meio Leibovitz - L 15 modificado

IMEIO L5 ittt 13,369
Triptose Fosfato @ 2,95 %0 .....uvvcveeiieeiieeeeceee e 100mL
S0ro Fetal BOVINO...........uuiiiiiiiiiiiiieeece e 50mL
PenIiCHING......ccoiiii e 10000U
EStreptomICiNg .......oovvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 10000ng

Agua destilada / deionizada q.S.p. «.coovevveeeeeeieeeeieee e 850mL
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Glicerol Tamponado PH 7,5
PBS PH 7,5 oo 1 volume

(€1 [1e1] (o] TR 9 volumes

Tampéo Carbonato 0,1 M

NAZ2CO3B ..ot e e e e 1,599
NAHCOSB. ..o e e 2,399
Agua destilada / deionizada g.S.P .....coveveverireeeeeirieeee e 1000mL

Albumina Bovina 4%
AlIbUMING BOVING ....cccciiieeeiiiie e 49

PBS PH 7,4 0.S.P: et 100mL
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica de aglutinacédo de particulas de latex (poliestireno) conjugadas
com imunoglobulinas, frente ao antigeno correspondente, tornou-se desde a
descricao original por Singer e Plotz publicada em 1956, método de primeira
escolha em situacdes clinicas em que o diagnostico laboratorial deve ser
imediato, quando ndo se dispde de recursos de instrumental especifico, ou
guando s&o escassos 0s recursos financeiros para aquisicdo de equipamentos
e consumiveis de técnicas mais modernas e laboriosas.

Esforcos para o desenvolvimento de vacinas contra o dengue tiveram
inicio ha mais de 50 anos, quando se reconheceram 0s casos graves da
doenca; sendo considerado pela Organizacdo Mundial da Saude como
prioridade.® A existéncia de lacunas no conhecimento sobre a estrutura do
virus dengue, epitopos responsaveis pela ligacdo e penetracdo nas células do
hospedeiro, assim como a indu¢cdo da resposta imunolOgica, dificultam o
desenvolvimento de vacinas. Também n&o ha conhecimento suficiente sobre a
taxa de mutac&o do virus selvagem.®

Apesar de existirem diversas vacinas em teste, contendo virus inativados,
componentes proteicos do virus (produzidos por técnicas de engenharia
genética) e de DNA viral, ainda ndo foram realizados estudos suficientes sobre
a eficacia e seguranca em seres humanos. Estima-se que nenhuma vacina
estara disponivel nos préximos anos para a prevencao da dengue e que 0O
controle da doenca neste periodo sera possivel apenas evitando a proliferacéo

do vetor.®
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Nos periodos epidémicos, devido a grande demanda de casos clinicos
compativeis com dengue, a sobrecarga de trabalho do laboratério e ao
desinteresse do paciente apos a fase aguda de enfermidade, torna-se inviavel
agendar colheitas de sangue para confirmacdo laboratorial para momento
posterior ao da primeira consulta que regularmente ocorre antes do quinto dia
da doenca, assim, parte dos resultados negativos encontrados em pacientes
com suspeita de dengue, pode ser conseqiiéncia da época de colheita das
amostras de sangue, geralmente feitas antes do quinto dia da doenca.®®

Cobos et al.®” utilizaram amostras de sangue de pacientes definidos
como casos provaveis de dengue, mantidas em criotubos esterilizados de 1 mL
e divididas em dois grupos: para realizar o isolamento viral de amostras de
pacientes com tempo de sintomas de até 5 dias, e sorologia para aqueles que
referiam mais de 5 dias de sintomas, todas mantidas a 70°C negativos. Foi
utilizada a técnica de ensaio imunoenzimatico de captura de IgM, em que
microplacas de fundo plano foram impregnadas com anticorpos de cabra anti
IgM humana a concentracédo 6tima diluida com PBS 1x pH 7,2 e mantidas a 4
graus centigrados durante 24 horas.

As amostras, soros controle positivos e negativos foram diluidos a razao
de 1:40 com PBS 1x, contendo 2% de leite de vaca desnatado e incubado a 37
graus centigrados em camara Umida durante 2 horas. Em seguida foram
lavados com PBS 1x, contendo tween 20 a 0,05%, utilizando-se antigeno do
virus DEN-1 cepa Hawai inativado. Utilizou-se conjugado anti-flavivirus 6b-6c¢
marcado com peroxidase diluido 1:6000 incubando-se a 37 graus centigrados

em camara Uumida durante 1 hora. Lavados com PBS 1x e acrescentado
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substrato especifico (10 mg OPD, e 25 ml de tampdo citrato em pH 5),
incubados em camara umida durante 30 minutos a temperatura ambiente e
finalizada a reacdo com adicéo de acido sulfurico 2N.

Examinadas em leitora ELISA 490 nm ( handmetros), calculou-se o valor
de corte e a determinacdo de positividade e negatividade de cada amostra
examinada.

Em 742 amostras de casos provaveis de dengue obteve-se 19,1%
positivos, 75,1% indeterminados e 4,3% negativos, 2,0% nao foram utilizados.
O isolamento viral e sua respectiva tipificacédo, resultou positivo em 5,7% das
742 amostras, representando 29,6% do total de casos positivos.

Observam o0s autores que as amostras consideradas indeterminadas
(75,1% do total) teriam resultado definitivo se houvesse uma segunda amostra,
visto que provavelmente o resultado se devesse a baixa concentracdo de
anticorpos circulantes no momento da colheita das amostras; porém, por varios
motivos, nenhum dos pacientes se submeteu a nova puncédo. Desta forma,
devido a quantidade de amostras indeterminadas, é necessario contar com um
plano estratégico dos sistemas de saude, a fim de garantir a obtencédo de uma
segunda amostra de sangue e poder confirmar o primeiro teste e conhecer a
magnitude da epidemia.®”

Rodriguez et al.®® analisaram amostras de sangue de 117 criancas
atendidas em ambulatério de pediatria de Hospital Universitario, que
apresentavam sintomas e sinais sugestivos de dengue, em periodo epidémico.
Obtiveram positividade para a doenca em 50,4% dos pacientes. Utilizaram para

o diagndstico etioldgico: PCR e pesquisa de IgM anti-dengue em criangas com
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até 5 dia de febre, e IgM e IgG anti-dengue em criancas com mais de 5 dias de
febre. Os exames sorologicos foram realizados utilizando técnica variante do
ELISA chamada Ultramicro — ELISA desenvolvido pelo Centro de
Imunoensaios de Cuba,® para pesquisa de anticorpos das classes IgG e IgM
anti-dengue. Os testes de PCR foram realizados utilizando “primers”
desenvolvidos por Lanciotti et al.®® e foram positivos em 35 casos, detectando-
se os sorotipos DEN-2 (80,0%), DEN-1 (14%) e DEN-3 (6,0%).

Os autores verificaram que nao houve associacao estatisticamente
significante entre a dengue e a maioria dos sintomas analisados, considerados
tipicos da doenca. Cefaléia, dor retro-orbitaria, mialgia e artralgia, sintomas
tipicamente atribuidos a dengue, tiveram frequéncia semelhante aos grupos
com sorologia positiva e negativa. Prostracdo esteve presente em 80% das
criancas. Somente 0 exantema associou-se mais a dengue, com prevaléncia
de 1,49 vezes maior, nos casos positivos. Dor de garganta, coriza e tosse, que
sdo sintomas de doencas respiratérias agudas foram detectados em criancas
com dengue. Manifestacdes hemorragicas foram pouco freqiientes e a prova
do laco, realizada em 74 criancas positivas e negativas, foi positiva em 13,5%
dos casos positivos e 5,5% dos casos negativos.

Concluem os autores que se o diagnéstico fosse baseado nos critérios do
Ministério da Saude, que considera caso confirmado de dengue aquele que
apresentar IgM positiva associada a quadro clinico e epidemioldgico,®V
metade das criancas com dengue ndo teriam diagnostico correto. Sintetizam
que os resultados indicam que é dificil diferenciar clinicamente a dengue de

outras doencas febris da infancia, ndo se devendo dissociar a clinica da
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epidemiologia. O apoio diagndéstico do laboratério clinico é fundamental,
principalmente em periodos de baixa incidéncia.

Marzochi®® observou a necessidade do planejamento da vigilancia clinica
da dengue visando o aumento da sensibilidade e ao mesmo tempo da
especificidade do diagndstico das doencas febris agudas que constituem os
diagnésticos diferenciais, independentemente da gravidade com que se
apresentam, dispensando igual atencédo as formas brandas e moderadas dos
quadros clinicos. E preciso reiterar a obviedade de que, necessariamente, na
organizacao do sistema de vigilancia da dengue, o componente clinico precede
a acao laboratorial e a epidemioldgica e, se o profissional de saude nao estiver
devidamente preparado e motivado, ndo proporcionara notificacdo adequada e
muito menos podera colaborar com o envio de amostras de sangue dos
pacientes com doencas semelhantes a dengue e de todos que apresentem
qualquer tipo de manifestacdo hemorragica ou sindrome viral que evolua ao
Obito.

Neste estudo, buscamos comprovar a possibilidade de diagnosticar a
presenca do virus dengue pela técnica de aglutinacdo do latex, em amostras
comprovadamente positivas pelos métodos de isolamento viral e
imunofluorescéncia indireta, descritos em Material e Métodos, item 2.1.
Amostra viral: obtencao de antigeno.

A concentracdo dos anticorpos extraidos dos FA, de 0,05 g/mL de
solucdo em PBS com pH 7,5, revelou-se ideal para conjugacao das particulas
de latex, visto que concentracfes superiores, a partir de 0,08 g/ mL causaram

aglutinacbes espontaneas, imediatamente apdés a adicdo da solucdo de
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anticorpos & suspensao de latex.®® Concentracdes inferiores a utilizada, desde
0,04 g/mL até 0,01 g/mL nao promoveram aglutinacdo visivel frente ao
antigeno.

Considerando que a reacéo de aglutinacéo do latex é pH dependente,®®
e que reacOes de hemaglutinacdo variam a faixa de pH ideal para diferentes
Arbovirus,®® a solucdo tamponada borato / salina foi utilizada com pH variando
entre 5,5 e 9,5 com intervalos de 0,5. Mantendo condi¢cGes inalteradas de
concentracdo de imunoglobulinas, concentracdo do latex, temperatura e
umidade. As reacbes com pH de 8,5 foram mais intensas e reprodutiveis.
Reacdes com tampdao de pH inferior ao ideal revelaram discreta aglutinacao,
em pequenos grumos, Visiveis apenas ao microscopio optico comum (Nikon),
em objetiva 10x. (Figura 16) Reacdes com tampao de pH superior ao ideal e
atée 9,5 ndo revelaram aglutinacdo. Nas reacdes com pH entre 55 e 7,5
ocorreram aglutinacdes espontaneas, antes da adicdo do antigeno.

A concentracao de particulas de latex, originalmente a 10% em agua, foi
examinada progressivamente em diluicdes com solu¢do tamponada borato /
salina pH 8,5 de 0,01% a 0,05%, sendo a suspensdo com concentracdo de
0,02% ideal para visualizacdo macroscoépica da aglutinacéo.

A dose letal de 50% dos animais infectados foi obtida conforme resultados

e calculos constantes na Tabela 1.
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Tabela 1. Diluicdo do in6culo e mortalidade.

Diluicdo Mortos Vivos Mortalidade Total de Total de Taxa de (%) de
Mortos Vivos  Mortalidade Mortalidade
10 5 0 5/5 21 0 21/21 100
10° 5 0 5/5 16 0 16/16 100
10™ 4 1 4/5 11 1 11/12 92
10° 3 2 3/5 7 3 7/10 70
10°® 3 2 3/5 4 5 4/9 44
107 1 4 1/5 1 9 1/10 10

Os valores acumulados para o total de animais que morreram ou
sobreviveram foram obtidos pela soma nas direcdes vertical para cima (animais
mortos) e para baixo (animais vivos). A taxa de mortalidade acumulada,
representou 0 numero acumulado de animais mortos, dividido pelo total
acumulado de animais inoculados. Assim, a mortalidade na diluicdo 10 foi
superior a 50%, e na diluicdo 10° inferior a 50%. A distancia proporcional da

mortalidade 50% que liga estas duas diluicfes, foi obtida pela formula:

DL 50 = % mortalidade acima de 50% - 50%

% mortalidade acima de 50% - % de mortalidade abaixo de 50%

Considerando que a distancia entre duas diluicdes esta relacionada ao
fator usado para prepara-las, € necessario corrigir a distancia proporcional pelo
logaritmo negativo do fator de diluicdo. Portanto log 10= 1. Desta forma, a partir

dos valores obtidos:
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70 - 50
DL50=———-=0,8

70 - 44

Valor interpolativo= - 0,8

A diluicdo associada a mortalidade de 50% dos animais inoculados
manteve-se entre 10 e 10°,

O log 10 da dose letal 50% foi obtido pela soma do valor interpolativo
corrigido ao log da diluicdo acima de 50% = -5 + (-0,8) = -5,8.

A diluicdo da amostra viral, letal para 50% dos animais inoculados foi
estimada em 107,

Portanto DL 50 = -5,8 e a concentracdo de particulas virais estimada foi
de 800 x 10 * particulas virais/mL ou 16 x 10° particulas / volume inoculado.

A solucdo do macerado cerebral de camundongos de 1-3 dias infectados
com virus dengue, que apresentou concentracdo em DL 50 de 800 x 10°
particulas virais em cada mililitro da diluicdo, e DL 50 de 10%, conforme
método descrito por Reed e Muench,®? inicialmente diluida & raz&o de 1/20 em
solucdo tamponada borato / salina pH 8,5 foi examinada com diluicdes seriadas
de 10 a 10° Reacdes visiveis macroscopicamente ocorreram com
concentragdes variando entre 10° (com maior intensidade e discreta
aglutinacéo espontanea) e 10 (com forte intensidade e nenhuma aglutinacdo
espontanea). Reacdes com diluicdo de 107 revelaram discreta aglutinacéo,
visivel apenas ao microscépio Optico comum com objetiva 10x. Rea¢c6es com

diluicdo de 10™ ou superior ndo apresentaram aglutinacdo. Observamos a
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grande “distancia” entre a dose letal para 50% dos animais inoculados com
virus dengue (10°®) e a diluicdo capaz de aglutinar as particulas de latex
marcadas com anticorpos especificos (entre 10 e 10™), porém sdo métodos
diferentes de diagndstico, e portanto, com niveis de sensibilidade diferentes e
nao comparaveis entre si.

Apesar da meta deste estudo ser o desenvolvimento de “teste rapido” e,
portanto em temperatura ambiente e curto periodo de incubacdo, estas
variaveis ndo puderam ser reduzidas. O tempo de incubacdo para a
estabilizacdo da reacdo foi de seis horas; e quando reduzido em uma hora,
inibiu totalmente a reacdo. A temperatura de 37°C em camara umida, deve ser
constante, visto que temperaturas, variando entre 22°C e 36°C inibiram a
aglutinacéo; e temperaturas superiores a 37°C variando até 56°C promoveram
com tempo de incubacdo muito curto (5 a 15 minutos) aglutinacdes
espontaneas, dispersas e sem reprodutibilidade.

A padronizacdo adequada do método de aglutinacdo do latex para
deteccado do virus dengue, dependera da avaliacao identificacdo e correcao de
possiveis interferentes e inibidores da formacdo do complexo antigeno
anticorpo e da aglutinacdo das particulas de latex ligadas a este complexo.

Considerando que os possiveis interferentes estejam eliminados e que a
sensibilidade da técnica alcancou diluicbes da ordem de 3,0 log 10 a 4,0 log 10
visto que diluicbes intermediarias ndo foram consideradas, haveria
possibilidade de aplicacdo do método em amostras de pacientes com suspeita
de febre por dengue. O sorotipo DEN-1 € detectavel em amostras de pacientes

com até seis dias de sintomas®” pelo método de inoculacdo de fracdo da
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amostra de sangue por via intratoraxica em mosquitos A. aegypti ou A.
albopictus, em titulos de 3,8 log 10 a 8,0 log 10"
Portanto a magnitude da viremia em amostras de pacientes seria

detectavel pelo método proposto, demonstrando a possibilidade real de

utilizacao para deteccéo e diagndstico precoce do virus dengue.
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Microscépio Olympus Bx600 Objetiva 1000x; filtro verde; tempo de exposi¢ao: 3 segundos.
Figura 1. Imunofluorescéncia indireta positiva em células clone C6/36

infectadas com DEN-1 Moshizuki.

Microscépio Olympus Bx600, Objetiva 20x; filtro verde; tempo de exposigdo: 23 segundos.
Figura 2. Imunofluorescéncia indireta positiva em células clone C6/36,

infectadas com DEN-1 Moshizuki.
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Microscépio Olympus Bx600, Objetiva 20x; filtro verde; tempo de exposi¢do: 6,4 segundos.
Figura 3. Imunofluorescéncia indireta em células clone C6/36 nédo infectadas.

Microscopio Olympus Bx600, Objetiva 20x; filtro verde; tempo de exposi¢do: 31 segundos.
Figura 4. Imunofluorescéncia indireta em células clone C6/36, ndo infectadas.
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Microscopio Olympus Bx40, Objetiva 100x de imerséo.
Figura 5. Células de sarcoma 180/TG, coloracédo giemsa.

Microscopio Olympus Bx40, Objetiva 40x de imerséo.
Figura 6. Células de sarcoma 180/TG, coloracdo giemsa.
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ura 7. Camundonga ascite volumosa desenvolvido ap6s 8 dias de

L ol ek

4

Fig

inoculagdo intraperitoneal de 200uL de suspensdo de células
de sarcoma 180/TG.

=

Figura 8. Camundongas com ascite desenvolvida ap6s 8 dias de
inoculagdo intraperitoneal de 200uL de suspenséo de ceélulas
de sarcoma 180/TG.
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Microscopio Olympus Bx600, Objetiva 20x; filtro verde; tempo de exposi¢do: 31 segundos.

Figura 9. Imunofluorescéncia indireta em células clone C6/36, infectados
com DEN-1 Moshizuki.

Microscopio Olympus Bx600, Objetiva 1000x; filtro verde; tempo de exposicao: 1,6 segundos.

Figura 10. Imunofluorescéncia indireta em células clone C6/36, infectados
com DEN-1 Moshizuki.
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Microscépio Olympus Bx40, Objetiva 100x.
Figura 11. Particulas de latex em suspensao com distribuicAo homogénea,

pronta para uso.

Microscépio Olympus Bx40, Objetiva 4x.
Figura 12. Borda da gota (40pul) de suspensao de particula de latex pronta

para uso.
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Microscopio Olympus Bx40, Objetiva 100x de imerséo.
Figura 13. Reacdao de aglutinacéo do latex positiva com grandes aglutinados.

icroscépio Olympus Bx40, Objetiva 40x.
Figura 14. Reacdo de aglutinacéo do latex positiva com grandes aglutinados.
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Microscépio Olympus Bx40, Objetiva 40x.
Figura 15. Reacdo de aglutinacéo do latex positiva.

Microscopio Nikon Eclipse E200, Objetiva 10x.
Figura 16. Reacdo com discreta aglutinacdo do latex, borda da gota de

suspensao com pequenos aglutinados apenas na periferia.
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4. CONCLUSOES

O teste de aglutinacdo do latex para diagnoéstico da presenca do virus
dengue 1 em amostras de fluido cerebral de camundongos Swiss, recém
nascidos, infectados por via intracerebral com a cepa DEN-1 Moshizuki, desde
que realizado sob rigida padronizacédo de condi¢cdes de reacdo, como solucéo
tamponada com pH controlado em escala decimal, concentracdo determinada
e homogeneidade das particulas de latex, mostrou-se alternativa de

diagnéstico aos métodos tradicionalmente utilizados.
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