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Resumo

A dengue constitui um sério problema de saide publica sendo a mais importante
arbovirose que afeta o homem, nos paises de clima tropical. Esta doenga pode provocar desde
sintomas brandos-Dengue classica a manifestagdes clinicas severas, como a febre hemorragica e
a sindrome de choque por dengue. Em decorréncia da relevancia clinica e epidemiologica que a
Dengue apresenta, & necessario um diagnostico adequado, sendo a técnica de isolamento viral em
cultura de células imprescindivel para o diagnostico/pesquisa em Dengue. Nesse sentido, propde-
se para esse estudo a produgdo de antigenos virais para os sorotipos DEN-1, DEN-2, DEN-3 e
DEN-4 em cultura de células C6/36, provenientes de mosquito Aedes albopcictus, utilizando a
reacdo imunofluorescéncia indireta (IFI) para a confirmagao do “crescimento viral” de cada um
dos sorotipos mencionados. A implantagdo da linhagem celular referida antertormente, fo1 bem
sucedida, apesar de algumas dificuldades encontradas. O numero de dias para a observagdo do
efeito citopatico apods o inoculo foi semelhante para os quatro sorotipos, variando de 3 a 4 dias.
Todos os isolados foram confirmados pela IFI, utilizando-se anticorpos policlonais. O isolamento
viral se mostrou fundamental ndo apenas em termos de diagnodstico mas também no que diz
respeito a contribuigiio para a produgdc de antigenos virais. Entretanto, a futura utilizag@o de
anticorpos monoclonais na reagdo de IFL podera confirmar o sorotipo isolado contribuindo

assim, para elucidar ainda mais as questdes de cunho epidemiolégico da Dengue nessa regido.
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1. Introducio

A dencue consutw um sério problema de saude pablica no mundo. sendo a mas

mmportante arbovirose que afeta o homem. principalmente nos pases tropicars onde as
condicdes de clima quenie e unudo favorecem a disseminacdo do virus (MS FNS. ONE.
FOUR: Gubler. 19893 A doenca tambem contribur para problemas de carater socio-
CCONOMICGS. 34 que Oy pracipas swrios epd@nucos coorrem em  paises que estdc em
desemvoivimento. @ como 1l os impactos econdimcns decorrentes da dengue sdo reley antes
para a econonua desses pases (GLBLER. 2002)

O virus da dengue e ransmibdo pela femea do mosquito Hedes s onde o principal

copil que poe seus ovos piclerencialmente em aguas paradas

LVelar wrpae ¢ oo

depositadas em contgdineres. comumente encontrados em areas urbanas, (PINHEIRO. TADEL
T2y

No contnente amencano na decada de 1970 0 mosguito Hedes geerpd for erradicado
na maion parte doste lernteno, prmcipalmente na regide do termtono brasiteiro. como mosiia a

I ey
IRRAR LIS !

"

¢
{4

yodo dedoy wopas Americas nos anos de 19300

Fiewa 1 Distribun

(Gubier. 2602



u o . .
- 1 I o] A -
” ™ tied ] . & ) 5}
= L S, ] = = e o e
i 7 = [ 4 . o = = -3 P -
et . s o P = S o ‘a3 - .
s " s — ny ) — i
2 W o = ) - “ P b N R
= -, . iy Ey i L ’ I Ly
e . - th] b -~ pos] - 7 v
[=¥ R o = o = = = <
a Joedt ] o 2 " e [ e’ -~ ot
= ! I A 9] = — g
o . = o~ = ; - — -3 9] )
s N = s o ~ ] et N & ot
et [t oo e et o3 = =
= L = 2 - A R ”
ey o e ' i
P et > - 0 2] .o p
= m ot 1 2 v - e
2 [as] ] : 2 ¢
Pt — — -~ - N b :
= = P st : :
/) - - o S R = ol 2 IS
& = = - -1 = < S
P Mot . ==l . ] F8 ™ =
- o - = - ot L - [
— Pan y o . "~ - i
fore? s prer o = o1 - 2 A
e - = e S, H .
b e “ ] ] y - f
4 = L = L — : .
el - o pu Py —
- o - = T = = oz
] sy - < pes " Z o
haod - et o) o3 - ] s
73 = s vl t
= = PR c )
~, - o - ) - Z P
m‘.,: o - : o i o L3R
i - 7 & L e LA
— s by - = h; N
fo 4 - o] F ;
= @ = ~ [Iae}
= = - 4
— N i - —— e )
o Lo el oot
y - = = . coom oW =
= - e e [ -
.(x: 7 P e ) — — "
e R v i i - !
e — . - ) - [ad L2 L2 -
N - e o - — = wrour s p
s -t = " [T G oa a3 3
) - - - S - —
. = ol ) =
a5 o __ 1 :
Iy ] o Lo IR Lo
a0k - o7 =
fye o - A s ]
o o = 2 =
o - b [T 2
~ T s Tl o o T 2
F .= 7o o E =
) o} 2 w3 o . H -~
g —~ =D - 3 ] - O i =
= Pt [t — ot o — it R : ]
bt e Y ol o L e £ = w e
"y = ) = - ) - bt ;
F ’ = p W e “ Zp e i .
o = ‘i = o 1 ! U s i |
e — -\ P = - o et o A |
o - i 1 = = ) s = -
= o - - ) P - -t i 2 - o PR
e o - = =z o S > ay !
: = S 2 ox - = o
e R oz £ = ¢ % :
ERC - = I & . =z g
“iy Pl o oo L o s -t A o IS
,. e N = - £ ~ -~ =4 ..\ y [
- = o - = L Iyt p - b~
7 Lo T et Lo o] = ) i - poes - povt
L5 5= . = 1 & Tz
= = e ‘s ) o - i
= ot ~ e ] = " b o= e v
o el s - o pod - i '
o~ ¢ " . e Yy ~
s o T A . A - ks = - w o
- ; z L7 5 7 T -
i : 5 R e {
52T D S S S e o
= 2= 5= o s R
- ) e ! ] - .
- - o . 2 .
- [ —d e
o) = o - [ g ]
] - [ - o
7 .\.v\.H ey = ) o,
L ] -
S - .




e

m

o
.
ol =
- h
A ]
,,: o
&
o
o ot
[ .
[ ‘ w
= "
= L
= O
[ 5
)m 1
=
4o o
3 =
3 -
oz !

s G0 miecgdo

severin

«

N

SO

Ml

)

as e

hemorraoicos

fendmenos

alta.

i

A

Y

[ [ b
T3 ) —
3
g o —r
o [
s =
1} k] -
Pt by
o D
o =
oo
U =
] s e,
= Bt -
o3 —~ = -
P o = =
x . = ”
e Wu Tnoo .
] 3 =3
7 = - ]
% 1 - —
o 93 gt [a¥]
— 5 e y
= oy g
~2 T
e o3 =

15 {RAMOS

H

AU

s ull
mch

(¥

rad comim

IS

5
te

TOES
e

O

i

o

it

ne

3
L

7
.
-

domevalio

Ay
2

he

(SRR

&SNS

SiNale

d

cund

O d se

i

=
L

i

al.

Y
i

{NAQ

d

doong

1

para

-

o para o dic

<

el ¢

5

e

Sy

G

ada com o of

wma chamy

i

alizon

&

v

e

.
Lirs

A

Gy dPros i

weion

peptid

1o
W

¢
[N

5

rizacdo

]

e LY

COt

O

1Nosue

S
Liic

atro

qu

S

Hoeno

-
i

dt

produsn

§

ra

e

P

<

antigenos

7t

2
ps
7
%a

]

{6

i

7
o
=
=
a



&

arad

!




Viaterial

2.

gem de cetulas €6/36

hag

it

al

dod

sranuienc

s

GG

-~
A

planta

18

PR
i

unento dos

150

i

N b

L

auas

'EH

Vi

e,

7
ONagia

H

fer

L

O

Sneome

wWas e estocadas ¢

.

GO

-t
L

taments

b

PEYRSL

i

iy

is

Yool

G

ey

3
H

InO (D

[BAS

L
SR

PO 00

i

-
[ATEAN

at oyt

Ciadi

SRS TE

ke

oyl

s

LACEM-GOY

{

SR E

e

N

lipro

¢ po

- i
Uy

ey gairatas

i

complets

N
i

AW

badas

NCUDU

i

Ll

HANS

it

G

sada com o sul

i

EREISE R TN

<

Cuit

—
somy
s

1

SRR

o

ad

{

para

butdos




2.2. Estudo piloto para padroniza¢io da técnica da producao dos antigenos virais
Em outubro de 2004, com a finalidade de se padronizar a teenica de produgio dos
anticenos. moculou-se em cetulas Co-360 amostras dos virus DEN-10 DEN-2 ¢ DEN-3.
centilmente cedidas pelo LACEM-GO. Essas amostras foram provenientes de sangue total de

pacientes. coletados na regido de Goiama ¢ encamunhadas para o LACEM-GO. onde toram

propacadas uma ves na nhagem de celulas €630 sendo o sorotipo viral contirmado pela
reacio de imunotluoresesnaia indireta (IFD vthizando-se anticorpos monoclonas espect ticos
contra cada soroupd

O moculo das amostras tor realizado conforme previamente descriio por IGARASHE

FOIN o Dein

protocolo forneado  pelo LACEM-GO. com algunus moditicagdes,

Respmdamente. o numero de celulas fo1 contade e acertade para aprosimadamente Sxio

celulas mi. sendo as carrafas de 75 em preparadas com | mb de suspensio celular ¢ 14 mib

de meio L-13 compieto e meubadas nas condigdes ga referidas. Quando a monocamada celular

wffuente. um volume de 5o ul da amostra do viras for inocualado.

C30 munutos o temperatura ambiente para a adsor¢de do virus Bm

seuuida. foram adrescentados 4.3 mb de meio L-15 completo (2% de SEB). Uma garrata

para contrele nevativ o, for submetida as mesmas condiedes. apenas substitninde a amostra de

¥ 3o ‘

Ciras por mere deocudine L-13 incempleto. A incubacio tor realizada por sete dias ou ate o

aparecimento de erero ciopatco (ECPY Uma observagdo diana foi reahzada em microscopio

anvertido par venlcar o aparecimento do eleito ou de possiven contamunagdes
‘“ Os O apargeima2nie do FOP. o sobrenadante celular 1o coletado e centriiy 19¢ wo a
Ao frun 47 rquoiadas e armavenadas em jreeser 7000 O lesie de

munoiluoreseéncn md nara a confirmacie do crescumento viral



-3

2.3 Teste de imunofluoréscencia indireta (IF1)

As  wmostras prosenientes do solamento em cultura de celulas €630 foram
centrifugadas (4000 16 i 47Oy @ favadas duas veszes em PBS (Phosphate-Buflered Sahine)

OOIM (pH 7.2) Apos a2 aluma lavagem. o sedimento {01 ressuspenso em aproximadamente

tobul de PBS. e Sul desse sedimento foram transleridos para cada um dos onificios de 4
lamimas recobertos por teilon. propras para anunofluorescéncia Essas loram secas dentro da
capela de fluxe lamimar ¢ o sedimento for fivado com acetona gelada por [0 munutos. Nao
sendo possivel a execucio mmediata do teste. as fammas foram armazenadas a -207C ate que a
mastieacdo fosse reahrsada

v reagdo de fET for realizada conforme GUBLER et all TU84L uiilizando-se reagentes
centbmente fornecidos pelo LACEM-GO. Deste modo. as lammas foram tratadas com

N

s ant-Flavivrus (soro hipernnune para o género Flavivirus, Institute

[
anticorpos poticior

Evandro Chacas. Belem-PAL Em sepwida. adicionou-se e de cabra anti-camudongo
conjurado com fuorescema (NG Bromedicals. Aurora, OH-Us Ay (Fluxograma 1)

A derura das lammas for reabyada em mucroscope de epi-fluorescencia (Ohvmpus
BN sendo gque o cresamento salb for considerado positvo quande  as celulas

AN AN

apresentayam Huorescenaa espacifica
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2.4, Producac dos antigenos DEN-1L DEN-2, DEN-3 ¢ DEN-Y

-1 DEN-ZD BEN-S 2 DN

o insttuto BEvandre Chag

antitmente

Belem-PA As am viszenadas em freeser

2UBSamesirias paarao dos sorolipos virans

i

6036, confor

me protocolo

com  maodihicacd studo pdoto (anteriormen

idorre

amostras dos v

Resumidamente. carratus de 25 oy waday com NS00 b da suspensde

[ it L L A ST P
celudar @ Poiey ¢ meubadas o 2870 em estula

bacterinto

vsorotpa foram uithzadas res garratas

COMm oReCan wda ce

A amosira padrac S il de brdestdada e autochs
sendo moculados 3000 ub desta didugdo em cada parrafa foram mcubadas por 13
n temperatura ambiente. para a adsorgde do virus ¢ fogo apos. foram acrescentados
4% mib de meio L-13 completo (2% de SFBY Uma garrata de controle negatino for preparada

sendo estas submetdas as mesmas condictes dos moculos,

g Cadn Jayrad

do virus por S0 ul de agua bidestdada e autociavada A

apenas substitumdo o

meubacio 101 reabizada por Lias ou ate o aparecimento do elerto citopatico (ECH
reacdo diana o reabizada em nucroscopo mnertido para vendicacdo do aparecimento do

eleile ou de possn e contanmggoes

y (P
nun 47 fodo provedimenio for reabizado em banho de celo (Funograma 23 Ui

uidizada para o subculino com o odlebive deé I

i

Cmwesue protocolo do mocudo. As an

tras foram aliguotad

do crescimentao

vital conlornme anienorenie mencionado
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i Diluigdo da amostras

| padrio do virus em agua
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Fiunograma 3 - Produgdo dos antigenos virais da Dengue em cultura de celulas
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3. Resultades e discussan

A poplantagdo da hinhagem continua de celulas o mosquito Hedes

sofamento dos vivus da Deng for vealizada com éxito. apesar de

Was  Ne oprncipie o cultura celular Co 36

rerias Gram posiinas - acredia-se que a agua desulad

oderia estar contuminada. Fsse problenw tor resolvide wpos o o

prepacae dos

destilacdo ¢ autociay agdo da avua a ser unthyada

N estudo priotes os virus DEN-T ¢ DEN-3 provenientes de isolados de sangue total de

pacientes com Dencue foram crescidos em celulas €636 As garralas moculadas com o

soroupe DEN-D aprosentarinn Contaminagdo. apesar de os controles dessas garratas nde o

A

terein
R TP e e ol Tdnmoem de celilac 1aa ce adanton s oarralis
Faa i]it/géx,sg,<ll' s < an pud 8 . H‘:-l\lgkn) O CSiiHas nao se JLul})u,u N bxi“u.uf‘t

Jde taomanho SCOrrer contanunacdes nes

Hrimctada pela moculagie da amostea padrao

R N - - ENNRS N
e OS2 LA mudade de celulas

G apos O Rocio. O

eleiio atopatco (ECPy do upo sincivie for ebsernado no

i

tereeiro d o 2lutas soireram no

(i -y N e : Cry . ;
iFroura 2y NAo se sabe se a

o ou uma possnel mator guantidade de virus moculado podem ter

MoMenio

as garraias conirale ndo

CONITIDLIAC
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LiCelnlins O30 mieeadas pelo virus Dengue tipae |

o do sorohpe Dongoe o Contrele nregative para Dengue-|

St el




produgid s il

semethante o do

5y N gy N P S 2R ) T ey eyt B - R N
sorotipo DEN-D apresenton ECP no quarto dia apos o mocula ¢

enquanio que o subcuitin o for obsersade no tercerro dia,

cenos vicats DEN-Z0DEN-3 ¢ DEN-4 transcofreu de matena

1

P, . — ) 1 1 v n bl {
viral DEN-T Eotreianto, confornme obdservaas i tabela oo

a amostra padrio tFigura 3)

Pabela 1@ Namero de dias necessavios para a observagio do ECP apés o inoculo das

amsostras dos sorotipos DEN-1 a 4 em células C6/30.

Y e Nt
Soirat N
visualizacie do BCP
ards O HIOCUe
: N RS
DEN-C -

N de dias do ECOP apes

o subcuitivo

“JJ






el -4

Ty et et e e
SO TTCCTHUGS PUio ViU 8

D

ClLig




T~

i

7




Figura 0 Reagdo de TH para DEN-
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Fieura 7 Reagdo de 1F] para DEN-2

wara ¥ Reacdo de 1F] para DEN-3




Ficura 10: Controte Negatino da IF] para Dengue
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