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Resumo

Com o objetivo de estudar o comportamento dos testes sorologicos para
Dengue foram investigados 40 amostras de soros humanos divididos em quatro grupos
de acordo com o as seguintes caracteristicas: Grupo 1, amostras ndo reativas para os
sorotipos DEN-1 ¢ DEN-2; Grupo 2, amostras reativas para ambos sorotipos; Grupo3,
amostras fortemente reativas para DEN-1 e ndo reativas para DEN-2; e, Grupo 4, ndo
reativas para DEN-1 ¢ reativas para DEN-2. Foram estudados os testes Mac-ELISA,
que detecta anticorpos da classe IgM monoespecificos para DEN-1 € DEN-2, ¢ o Teste
Dengue-Duo PanBio que detecta anticorpos da classes IgG e IgM para ambos
sorotipos. Em adigdo avaliou-se o comportamento eletroforético do “immunoblotting”
procurando evidenciar marcadores sorol6gicos em cada um dos grupos avaliados. Na
comparacido dos testes MacELISA e PanBio, em relagdo ao anticorpo IgM,
observou-se que todos sorotipos DEN-1 dos quatro grupos ndo demonstraram
diferengas estatisticas significativas (p>0,05). No entanto, quando comparada a
detecgdo de IgM do sorotipo DEN-2 encontrou-se diferengas estatisticas significativas
nos grupos 2, 3 e 4 (p<0,05). No grupo 1 ndo houve diferencas estatisticas
significativas. A analise do perfil eletroforético mostrou perfis caracteristicos somente
para o grupos 2. Onde foi encontrado os seguintes resultados: Grupo 2, sorotipo
DEN-1., anticorpo IgG: 6 fracdes antigénicas encontradas; Grupo 2, sorotipo DEN-1,
anticorpo IgM: 9 fragdes antigénicas encontradas; Grupo 2, sorotipo DEN-2, anticorpo
IgG: 23 fragdes antigénicas encontradas; e, Grupo 2, sorotipo DEN-2, anticorpo IgM:

20 fragdes antigénicas encontradas.
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I-INTRODUCAO

1.1. Histérico - Surgimento da Dengue como um problema de saude piblica
mundial

As primeiras descrigdes de Dengue, compreendida como sindrome
febril, de inicio subito, acompanhada de mialgia generalizada, artralgia, cefal¢ia,
dor retro-orbital ¢ hiperemia conjuntival com a presenga eventual de exantema,
acometendo extensas parcelas da populagdo de determinada regido, remontam ao
ano de 1779, tendo sido observado em lugares tdo distantes entre si como a Ilha
de Jakarta, na Asia, e as cidades do Cairo ¢ Alexandria, no Egito (SIIER et al,
1926).

Em 1906, Bancroft demonstrou ser o Aedes aegypti, o principal vetor
dessa arbovirose (de “arthropod-berne”, isto ¢, virus transmitido por artrépode),
quando observou os habitos diurnos da espécie transmissora, pela infecgdo de
voluntarios.

O primeiro isolamento do virus Dengue foi feito por Albert Sabin
(SABIN, 1952) ao final da Segunda Guerra Mundial, tendo identificado entdo
dois sorotipos, posteriormente conhecidos como virus Dengue tipo 1 e 2 (DEN-1
e DEN-2). Demonstrou ainda, que apoés um periodo de imunidade cruzada, em

média de 2 meses, era possivel provocar quadro clinico semelhante em seres



humanos submetidos, em seqiiéncia, as picadas de mosquitos infectados por
DEN-1 ¢ DEN-2.

A importancia atual do Dengue deve-se a um novo padrdo da doenga
que apareceu no Sudeste asiatico, na década de 1950, em surtos nas Filipinas ¢
Tailandia, que se caracteriza pela presenga de hemorragias, trombocitopenia,
choque por saida de plasma do espago intravascular ¢ a nao rara evolugdo para o
6bito e que foi denominada Febre Hemorragica do Dengue/Sindrome de Choque
do Dengue (FHD/SCD). Foram isolados por Hammon (HAMMON, 1960), nesse
periodo, em pacientes com esta nova sindrome, 0s virus Dengue tipo 3 e 4 (DEN-
3 ¢ DEN-4), além dos sorotipos anteriormente identificados por Sabin.

Posteriormente, na década de 1980, no continente americano, com a
introdugdo de DEN-2 em Cuba, que ja havia referido casos em 1977 por DEN-1,
ocorreu a epidemia de 1981, foram notificados 344.203 casos com 116.143
internagdes, ou seja, 10% da populagdo do pais, tendo havido 158 obitos, 101

dos quais em criangas menores de 14 anos.



Areas infestadas com Aedes aegypti

B Areas com Aedes aegypti e epidemia de Dengue

Figura 1. Mapa de distribuigao mundial da Dengue e do Aedes aegypti em
1998. (GUBLER, 1998)

1.2. A Dengue no Brasil
A historia recente do Dengue no Brasil se iniciou apds se verificar, no

final da década de 1960, devido ao declinio dos programas de erradicagdo do

Aedes aegypti. Detectou-se 0 mosquito inicialmente em Belém, PA em 1967 ¢ em
Sao Luiz, MA em 1969, focos erradicados somente em 1973. Posteriormente,
houve a reinfestagdo das cidades de Salvador, BA em 1976 e Rio de Janeiro, RJ
em 1977, difundindo-se para outros Estados do Brasil, a partir de entdo. Em
1986, foi detectado Aedes albopictus no Estado do Rio de Janeiro, durante uma

epidemia de Dengue, e posteriormente em outros quatro Estados.
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O primeiro surto de Dengue em que houve isolamento do virus, DEN-1
¢ DEN-4, aconteceu em fins de 1981, em Boa Vista, RR. O que chamou a
atengdo, por ter ocorrido em area enzodtica de Febre Amarela.

No periodo de 1986/87, extensas epidemias pelo sorotipo 1 ocorreram
nas regides Sudeste e Nordeste, nos Estados do Rio de Janeiro, Alagoas e Ceara.
Nesse periodo também foram notificados casos nos Estados de Minas Gerais,
Bahia, Pernambuco e Sdo Paulo.

Cerca de trés anos depois em 1990 e 1991, foram referidos surtos pelo
sorotipo 1 na cidade de Ribeirdo Preto, SP; no Estado de Mato Grosso € na
regido do Tridngulo Mineiro, referem surtos pelo sorotipo 1. No mesmo periodo
houve relato de uma epidemia de Dengue no Ceara

Em abril de 1990 o virus DEN-2 foi isolado na cidade de Niteroi, RJ,
concomitantemente ao sorotipo 1, detectado na epidemia ocorrida nos meses de
maio/90 a abril/91, na regido do Grande Rio, Niter6i e cidades vizinhas. Em
junho/90 foi isolado o sorotipo 2 de um caso fatal de Febre Hemorragica do
Dengue. Nesse periodo foram notificados a Secretaria Estadual de Saude 1.316
casos de Febre Hemorragica do Dengue, mas, de apenas 150 pode-se obter dados
clinico-laboratoriais que preenchiam os critérios da Organizagdo Mundial de
Satde (OMS), de defini¢do de caso de FHD/SCD. Relatou-se 39 ébitos, com a
confirmagdo do diagnostico para 11, dos quais 8 por necropsia, 2 por sorologia e

um por isolamento de DEN-2.



Em 1991 na cidade de Araguaina, Estado de Tocantins, area enzoodtica
de Febre Amarela, ocorreu um surto, no qual foram obtidas amostras positivas de
virus DEN-2.

No Estado de Alagoas foi referido o isolamento do virus DEN-2, em
julho/91, porém, sua circulagdo foi restrita, devido aos baixos indices de
infestagdio pelo Aedes aegypti. Em 1994 este sorotipo foi novamente isolado
durante um surto em Maceid, que se estendeu para outros municipios do Estado.
Ni#o houve relato de casos graves, isto é, FHD/SCD, apesar da grande extensdo
da epidemia.

No Estado do Ceara foi observado a partir de margo de 1994, um surto
de doenca febril exantematica, que se pensou, inicialmente, tratar-se de Rubéola,
porém, os soros testados foram negativos para esta virose. No final de maio, o
Departamento de Virologia-IOC, da Fundagdo Oswaldo Cruz-RJ, isolou o virus
DEN-2, em quatro amostras enviadas. Nesse periodo, comegaram a ser
notificados a Secretaria de Satde, casos mais graves, com relato de obitos, sendo
um desses, decorrentes de infec¢do primaria pelo virus DEN-1, isolado no
Instituto Evandro Chagas, da Fundag@o Nacional de Saude, Belém-PA. Até
dezembro de 1994, 25 casos confirmados de FHD/SCD, com 12 ¢bitos foram

notificados.



Até margo de 1995, foi evidenciada a transmissdo de virus Dengue em
16 Estados: Para, Maranhao, Piaui, Tocantins, Goids, Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul, Ceara, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Alagoas, Bahia, Minas Gerais,
Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Parana. Foi reconhecida, também, a presenga do
Aedes aegypti na quase totalidade dos Estados da Federagdo, a excegdo do Acre,
Amapa ¢ Amazonas, o que foi atribuido as dificuldades da vigilancia

entomoldgica nestas regides.
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1.3. A Dengue em Minas Gerais

A primeira notificagdo de Dengue no Estado de Minas Gerais ocorreu
em 1987 no municipio de Pirapetinga, situado na Zona da Mata, limitrofe ao
Estado do Rio de Janeiro, com 527 casos notificados. A ocorréncia de casos em
alguns municipios vizinhos, nesta ocasido, ndo foi devidamente esclarecida. A
partir desse ano até 1990, ndo se registrou transmissdo autoctone da enfermidade
no Estado.

Em 1991, foram relatadas epidemias na regido do Tridngulo Mineiro,
com 286 casos notificados, envolvendo os municipios de Fronteira, Frutal, Nova
Ponte e Prata. Posteriormente, em 1993, houve nova incursdo do virus Dengue
nesta regido, acometendo municipios, como Uberlandia, Ituiutaba, Araguari,
Santa Vitoria ¢ Monte Alegre de Minas, com 3.728, 104, 79, 53, 41 casos
notificados, respectivamente. Nesta regido, registrou-se os maiores indices de
infestagdo predial e a maior dispersdo do Aedes aegypti no Estado.

Considerando as  dificuldades enfrentadas pela vigilancia
epidemiolégica do Dengue no Estado de Minas Gerais, acreditou-se que em
alguns outros municipios, com infestagao significativa por Aedes aegypti, tenha
havido circulagdo do virus Dengue, sem a devida notificagdo, investigagdo e

posterior confirmacdo de casos autoctones.



1.4. A Dengue em Uberlindia

Uberlandia esta atualmente atravessando um processo epidémico. E as
autoridades vém se preparando com campanhas educativas junto aos veiculos de

comunicagdo e escolas.

Constantemente o método de combate ao inseto vetor com aspersao de
inseticida - popularmente conhecido como ‘fumacé’ - tem sido aplicado nos
diferentes bairros de Uberlandia em combate ao Aedes aegypti. Como parte deste
programa, funcionérios visitam os lares a procura de focos que possibilitem a
proliferagdo do mosquito vetor.

A seguinte tabela mostra o numero de casos notificados nos bairros de

Uberlandia de janeiro a outubro de 2000.

Bairro Distrito Sanitirio  N° de casos
Aclimagio Leste 9
Altamira Sul 1
Alvorada Leste 1
Aparecida Centro 6
Aurora Sul 4
Bom Jesus Centro -+
Brasil Centro 12
Canai Oeste 13
Cazeca Leste 2
Centro Centro 13
Chécaras Tubalina Oeste 2
Cid. Jardim Oeste 4
Copacabana Sul 5
Custodio Pereira Leste 13
Daniel Fonseca Oeste 10
Dom Almir Leste 13
Dona Zulmira Oeste 27

Continua...



Bairro Distrito Sanitario N de casos

Gal. Ozbrio Sul 2
Gramado Norte 5
Granada Sul 5
Guarani Oeste 6
Ipancma Leste 8

Jaragna Oeste 13
Jd. California Leste 4
Jd. Finotti Leste 2
Jd. Ozanam Sul 1
Jd. Brasilia Norte 4
Jd. das Palmeiras Oeste 10

Jd. Holanda Oeste 3

Jd. Patricia Oeste 12
Lagoinha Sul 2

Laranjeiras Sul 3

Ledo 13 Sul 1
Liberdade Norte 1
Luizote de Freitas Oeste 122
Mansour QOeste 22
Maravilha Norte 3
Marta Helena Norte 2
Martins Centro 25
Morada Nova Oeste 2
Morumbi Leste 16
N. S. das Gragas Norte 2
Oliveira Norte 1
Pacaembu Norte 3
Paineiras Sul 2
Pampulha Sul 2
Planalto Oeste 19
Pres. Roosevelt Norte 12
Quintas do Bosque Leste 2
Santa Maria Leste 2
Santa Monica Leste 4
Santo Inacio Oeste 7
Sdo Gabriel Sul 2
Sao Jorge Sul 7
Sdo Jose Norte 1
Sdo Lucas Oeste 2
Saraiva Sul 11
Segismundo Pereira Sul 4
Seringueiras Sul 6
Sta Luzia Sul 3
Taiaman Oeste 6
Talisma Oeste 1
Tancredo Neves Ocsle 1
Thomaz Resende Centro 2
Tibery Leste 37
Tocantins Oeste 13
Tubalina Oeste 10
Umuarama Norte 7
Vigilato Pereira Sul 3

FONTE: Secretaria Municipal de Saude. Vigilancia Epidemiologica, Uberlandia, MG



1.5 Etiologia e etiopatogenia

Os virus Dengue pertencem ao género  Flavivirus da familia
Flaviviridae, cujo prototipo € o virus da Febre Amarela. Tém como local
preferencial para replicacdo no ser humano, as células do sistema
fagocitico-mononuclear. A Febre do Dengue, assim como a Febre Hemorragica
do Dengue, pode ser causadas por quaisquer dos quatros sorotipos ja
mencionados.

Sdo transmitidos por mosquitos do género Aedes, sendo o Aedes
aegypri o unico vetor responsavel pelas epidemias de Dengue descritas no Pais
até a presente data. Porém, o Aedes albopictus tem sido descrito como agente
transmissor da doenga em epidemias no Japdo e na China, O homem, apoés um
periodo de incubagdo de 3-15 dias (usualmente de 5 a 8 dias), apresenta viremia
que persiste, em média, até o quinto dia da doenca, em geral coincidindo com a
febre, durante a qual pode infectar mosquitos das referidas espécies.

As razdes do aparecimento do Dengue Hemorragico no Sudeste
asiatico, tém sido objeto de estudos com conclusdes muitas vezes divergentes. O
grupo liderado por Halstead (1970) sugeriu, que a existéncia prévia de anticorpos
heterdlogos, facilitariam a infecgdo de macréfagos por ocasido de uma segunda
infecgdo, por outro sorotipo, resultando em maior replicagdo viral, ativagdo do
complemento, consumo dos fatores da coagulagdo e liberagio de citocinas
responsaveis pelo aumento da permeabilidade capilar. De acordo com os autores

10



a presenga de Dengue Hemorragico em menores de 1 ano de idade por ocasido de
sua primeira infecgdo, pois os anticorpos maternos ainda circulantes teriam papel
semelhante aos obtidos por uma infecg¢ao natural.

Ja ROSEN (1977) considerou que a ampla circulagio de cepas mais
virulentas, resultante do crescimento urbano desordenado e de mailtores
facilidades de transporte, teria papel predominante. Essas abordagens
mostraram-se insuficientes isoladamente. E KOURI (1977) prop6s um modelo
multicausal, (Figura 3). O qual considera que a interagdo de fatores relacionados
ao agente etiologico - viruléncia, circulagio de mais de um sorotipo,
hiperendemicidade -, a0 hospedeiro - susceptibilidade, anticorpos prévios, raga,
pois individuos da raga negra raramente sdo notificados com FHD/SCD - e ao
vetor - elevados niveis de infestagdio -, seriam os responsaveis pelo aparecimento

de grandes epidemias com aumento da prevaléncia do Dengue Hemorragico.



FATORES INDIVIDUAIS FATORES RELACIONADOS AO

susceptibilidade, anticorpos VETOR
pré-existentes, raga, intervalo entre as eficacia, elevada infestag@o
infecgdes

Febre Hemorragica do Dengue
Sindrome de Choque do Dengue

FATORES VIRAIS
Viruléncia, circulagdo de multiplos
sorotipos

Figura 3. Modelo multicausal de fatores relacionados ao agente etiolégico, segundo
KOURI et al (1977).

1.6. Fatores imunologicos

Os dados imunopatologicos da Dengue e da Dengue Hemorragica,
estdo ligados a existéncia na natureza de quatro tipos de dengue sorologicamente
relacionados (WESTWAY et al, 1985; DeMADRID & PORTERFIELD, 1986).
Individuos infectados com um sorotipo apresentam imunidade por toda a vida,
para reinfecgdo pelo mesmo sorotipo. Mas sao susceptiveis a infecgdo por um

sorotipo diferente, apés um pequeno periodo de protegdo cruzada (SABIN,
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1952). Tanto a Dengue como a Dengue Hemorragica tém sido documentadas

somente em individuos com uma segunda infecgdo; mas ndo com terceira ou

quarta (HALSTEAD, 1988).

1.7. Proteinas estruturais do virus da Dengue

A proteina C presente na particula viral ¢ pequena (PM 12 - 14kDa).
Copias multiplas desta proteina associadas com RNA viral, formam o
nucleocapsideo dos flavivirus e pode ser encontrada em diferentes formas (RICE
& COLS, 1986; MARKOFF, 1989).

A proteina E, do envelope, ¢ a maior proteina estrutural da particula
viral, com um peso molecular de 53 a 58 kDa. Esta proteina ¢ importante em
diversas atividades biologicas incluindo montagem do virus, fusdo celular,
inducdo de anticorpos neutralizantes (imunidade protetora), produgdo de
anticorpos que inibem a aglutinagdo de eritrocitos € ¢ um dos antigenos mais
importantes para diagnostico (HEINZ, 1986; SMITH & WRIGHT, 1985).
Anticorpos monoclonais (MADbs), especificos para proteina E, sdo capazes de
proteger camundongos de uma infec¢do por dengue (KAUFMAN & COLS,
1987).

A glicoproteina NS, pode ter um papel importante na resposta imune
para infecgfio por virus dengue, uma vez que a imunizagdo passiva ou ativa

13



protegeu camundongos contra o desafio do virus letal (SCHLESINGER &
COLS, 1987). As glicoproteinas E e NS parecem ser os antigenos mais provaveis
para o desenvolvimento de uma vacina (MASON & COLS, 1986: SPEIGHT
WESTWAY, 1989).

NS5 (PM 103 a 105 kDa) é a maior proteina viral e mais, conservada
entre os flavivirus, possuindo estrutura bésica e com auséncia de sequéncia
hidrofobica longa (MANDL & COLS, 1989; CHAMBERS, 1990). Ja a NS; é a
segunda maior proteina do virus (PM 68 a 70 kDa) e tem um papel importante na

replicagao viral. (MANDL & COLS, 1989; RICE & COLS, 1990).

1.8. Diagndstico laboratorial
Basicamente 4 testes sorologicos tém sido usados para diagnosticode

infecgdo pelo virus dengue:

- Inibi¢do da hemaglutinagdo (HI) (CLARK & CASALS, 1958);
- Fixagdo do complemento (CF) (ROSEN & GUBLER, 1974);
- Teste de Neutralizagdo (NT) (RUSSEL & COLS, 1972);

- MAC-ELISA (KUNO & COLS, 1987).

14



A interpretacdo de um teste sorologico pode ser, na maioria das vezes,
dificil, pois anticorpos anti-flavivirus podem apresentar reagdes cruzadas.
(MONATH, 1990)

O MAC-ELISA é o teste sorolégico mais utilizado é o mais
recomendado, pois requer somente uma amostra de soro e detecta
imunoglobulinas da classe IgM, que indicam infecgfio recente. No entanto este
teste, dependendo do tipo de conjugado utilizado, distingue apenas o complexo
dengue, ndo sendo possivel identificar o tipo especifico, nem infecgdes
simultaneas por mais de um flavivirus (RACE, 1979: TESH, 1979; OPAS, 1994).

O teste HI, ¢ teste mais antigo e ¢ frequentemente utilizado como teste
de regéncia, detecta determinantes antigénicos grupo-reativos em Varios tecidos,
o de FC tem uma especificidade aceitavel, ja sua sensibilidade é muito baixa, € 0
teste de NT ¢ considerado tipo especifico. O teste de NT é usado, também para a
identificagdo de virus e definigio dos subgrupos intimamente relacionados
(CALISHER & COLS, 1989)

A técnica de “Western-blotting” para caracterizagio de anticorpos
contra proteinas do virus dengue tem sido muito empregada, pois detecta ao
mesmo tempo respostas contra proteinas estruturais e ndo-estruturais do virus
(CHURDBOONCHAT et al, 1988; WINKLER et al, 1988: FEIGHNY et al,

1992; PRYOR & WRIGHT, 1994).



O teste de RT-PCR (“Reverse Transcriptase - Polimerase Chain
Reaction”) tém sido utilizado para detecgdo do RNA viral em muitos sistemas.
Consiste na identificagdo do RNA viral no soro sangiiineo humano, amostras de
tecidos e até mesmo no mosquito vetor (DEUBEL, 1997, GUZMAN & KOURI,
1996; LANCIOTTI et al, 1992).

O teste PanBio Dengue Duo, teste de captura de IgG e IgM através do
ELISA, é um teste sorologico que oferece vantagens sobre o teste de HI, para o
diagnostico da Dengue. Se difere do HI por nao ser preciso usar acetona no
tratamento do soro. Além disso, a diferenciagdo entre infecgdo primaria €

secundaria pode ser feita com apenas uma dilui¢do do soro e ndo uma série.

No PanBio, IgG e IgM sio determinados em pocos separados em uma
mesma placa de ensaio. Geralmente pode ser encontrado IgM em soros de
pacientes ap6s 3 a 5 dias do inicio dos sintomas, sendo que esses anticorpos
podem persistir ainda por aproximadamente 60 dias. A infecgdo secundaria €
caracterizada por altos niveis de IgG, cuja elevagao pode ser evidenciada ja no
segundo dia de infecgdo.

Anticorpos das classe IgG e IgM, quando presentes, se combinam com

anticorpos contra IgG-Humana ¢ IgM-Humana aderidas em pogos da placa B
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(Placa de ensaio). Imediatamente, o conjugado (anticorpo monoclonal contra
dengue marcado com peroxidase) ¢ adicionado a placa “A”, previamente
sensibilizada com antigenos da Dengue tipos DEN-1, DEN-2, DEN-3 ¢ DEN-4.
O residuo de soro ¢ lavado da placa de ensaio e o complexo antigeno-conjugado
¢ transferido da placa de antigeno “A” para a placa de ensaio “B”. Apés a
incubagdo, a placa de ensaio é lavada e acrescenta-se TMB com é4gua oxigenada.
O substrato ¢ hidrolisado pela peroxidase e o cromogeno muda da cor amarela
para o azul. Apés a interrupgdo da reagdo com solugdo acida, 0 TMB muda para

o amarelo. A intensidade de cor é diretamente relacionada com a concentragédo de

anticorpos IgG e [gM.
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2-OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos:

A) Estabelecer comparagdes entre os testes de captura de anticorpos,

Dengue Duo PanBio e Mac-ELISA.

B) Determinar o perfil de proteinas dos sorotipos DEN-1 ¢ DEN-2 do

virus da Dengue, através do teste “Western Blotting”.



3-MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtencdo das amostras de soro
Casuistica

Foram estudadas amostras de soros humanos enviadas ao Laboratorio
de Imunologia da UFU, pela Secretaria Municipal de Sainde de Uberlandia-MG,
para serem testados pelo teste Mac-ELISA. Cada uma dessas amostras vieram

acompanhadas de uma ficha epidemiolégica do paciente (anexo).

3.2. Obtencdo dos antigenos DEN-1 ¢ DEN-2

Os antigenos DEN-1 e DEN-2 liofilizados, e soros controles negativos

e positivos foram obtidos do Instituto Evandro Chagas, Belém, Para.

3.3. Mac-ELISA

Para o teste Mac-ELISA, foram utilizadas placas de poliestireno
(DINEX, Technologies Inc.) com 96 pogos. A sensibilizagdo das placas foi
realizada com 50 pl de anticorpo anti-IgM (cadeia p, Kirkegaard & Perry
Laboratories Inc.) na concentragdo 1:200, por 18 horas a 4°C. Apoés esse periodo
as placas foram lavadas 5 vezes com PBS (Salina Tamponada com Fosfato) e
fez-se um bloqueio com 100 pl de BSA (Soro-Albumina Bovina) a 4%, por 30

minutos em temperatura ambiente (TA). A amostra de soro (50 ul) foi testada em
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duplicata na diluigao de 1:40 em PBS acrescido de SEN (Soro Eqiiino Normal) a
5%, por 30 minutos em TA. Em cada placa foram reservados 2 pogos para
controle negativo ¢ 2 para controles positivos. Apos esse periodo acrescentou-se
os antigenos DEN-1 ¢ DEN-2 na diluigao 1:30 em PBS acrescido de SEN 5% ¢
incubou-se a reacdo por 18h a 4°C. Em seguida foi adicionado o conjugado
anti-lgG Humana Peroxidase (Jackson Immuno Research) na dilui¢ao de 1:4000
em PBS acrescido de SEN 5%. E oufra incubacdo durante 1 hora a 37° C. O
substrato utilizado foi do “kit” ABTS (Kirkegaard & Perry Laboratories Inc.) por
30 minutos a 37°C. A leitura da reagdo foi realizada no leitor de placas Titertek
Multskan Plus MK11, utilizando filtro de 405nm. E a classifica¢do das amostras
para cada grupo foi feita mediante comparagdo com os controles negativos e

positivos.

3.4. Grupos de Soros
Foram selecionadas 40 amostras de soros, assim classificadas de

acordo com o Mac-ELISA realizado em 4 grupos de 10:

Tabela 1: Subdivisao das 40 amostras de soros selecionados.

Grupo | Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
D1: Ndo Reativos D1: Reativos D1: Reativos D1: Fracamente
reativos
D2: Nado Reativos D2: Reativos D2: Fracamente D2: Reativos
reativos
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3.5.PanBio
Na placa A, pré-sensibilizada pelo fabricante com os 4 sorotipos da
Dengue, foram adicionados 125 ul do conjugado HRP em cada pogo (proveniente

do “kit”). E incubada por 60 minutos a temperatura ambiente.

Na placa B, previamente sensibilizada pelo fabricante, metade com
anti-IgG e a outra metade com anti-IgM) os 5 primeiros pogos foram reservados
para controles, sendo: 1°) Neutro, somente o diluente do soro; 2° e 3°) controles
negativo e positivo; e, 4° e 5°) Controles para 1gG e IgM. O restante dos pogos
foram utilizados para o soro diluido; que foi de 1:100 em Tampdo Tris
Tamponado com Salina. A placa foi incubada por 60 minutos a 37°C. Com 10
minutos da adi¢do do conjugado na placa A, 100 ul das amostras de soro e
controles foram adicionados a cada pogo da placa B. E incubada a 37°C por 60

minutos.
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Figura 4. Esquema da Placa B. Pogos sensibilizados com anti-igM
Humana em rosa, e pogos sensibilizados com anti-lgG Humana em
verde.
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Apds a incubagdo, fez-se um ciclo de 5 lavagens com tampdo de
lavagem, fornecido pelo fabricante do “kit”. Retirou-se 100 ul do complexo
antigeno-conjugado da placa A, e transferiu-se para os pogos correspondentes da
placa B, seguido de incubagéo a 37°C por 60 minutos. Novamente foi feito mais 5
lavagens e adicionado a cada pogo 100 pl de TMB (Tetrametilbenzidina) e
incubou-se por 10 minutos a temperatura ambiente. Tempo necessario para a
reagdo se processar, passando o contetdo para a cor azul. Passado os 10 minutos,
foi colocado 100 ul da solugdo de parada da reagdo (Acido Fosférico 1M).
Novamente o conteido muda de cor passando para o amarelo. A leitura foi
realizada no leitor de placas Titertek Multskan Plus MK11, utilizando filtro

570nm.

3.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O perfil prot¢ico dos sorotipos da Dengue, DEN-1 ¢ DEN-2 foi
analisado pela técnica de “Western Blotting”. Para isto, cada amostra clinica foi
submetida separadamente a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a
12%, segundo Laemmli (1970).

O gel de separagdo foi preparado utilizando-se Tris-HCI1 0,375M (pH
8.8). SDS (Sulfato Dodecil de Sodio) a 0,1%; EDTA 2mM (Acido Etileno
Diamino Tetra Acético); TEMED (N,N,N,N - Tetrametil Etileno Diamino) a

1,125%; APS (Persulfato de Aménio) a 1,125% e Acrilamida:Bisacrilamida na
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propor¢ao de 30:0,8, respectivamente. Para o gel de empilhamento utilizou-se
Tris-HC1 0,125M pH 6.8; SDS a 0,1%; EDTA 2mM, TEMED a 0,125%; APS a
0,125% e Acrilamida:Bisacrilamida a 5%. Os reagentes para SDS-PAGE foram
obtidos dos seguintes fornecedores: Tris ¢ SDS (Sigma Chem. Co, St. Louis -
MO, USA); EDTA (Quimibras Ind. Quimicas AS. Rio de Janeiro - RJ, Brasil),
Bisacrilamida, TEMED e APS (Pharmacia - LKB, Bromma, Suécia). A solugdo
do gel de separagdo foi vertida cuidadosamente para a cavidade da placa
previamente montada de maneira a evitar a formagdo de bolhas ¢ o vazamento,
sendo acrescentado uma camada de Butanol para evitar a sua polimerizagdo em
presenga de oxigénio. Apés a polimerizagdo do gel de separagdo, o butanol foi
descartado e adicionou-se o gel de empilhamento e o pente para formagdo dos
pogos de aplicagdo das amostras. As placas foram montadas em cubas para
eletroforese contendo o tampdo Tris-glicina 0,025 pH 8.3. Amostras dos
antigenos, DEN-1 ou DEN-2 foram diluidas volume a volume em tampéo da
amostra (Tris-HCI 0,1M; pH 6,8; SDS a 4%; azul de bromofenol a 0,2%; glicerol
a 20%), sem B-mercaptoetanol (agente redutor), e submetidas a um aquecimento
de 100°C em banho-Maria por 3 minutos. Estas amostras foram aplicadas no
pogo do gel, paralelamente a amostras contendo proteinas de pesos moleculares
conhecidos (GibcoBRL). A corrente elétrica inicial, da corrida foi de 20 mA
sendo aumentada para 30 mA quando as proteinas atingiram a linha

correspondente ao inicio do gel de separagdo.



3.7. Western-Blotting

Ao final da migragdo eletroforética das proteinas, realizou-se a
transferéncia destas para membrana de nitrocelulose 0,45um (Protran” Schleicher
& Schuell, Dassel, Germany), segundo as técnicas descritas por Towbin er al
(1979). Foi preparado um ‘sandwich’ utilizando folhas de papel filtro recortadas
na mesma medida do gel, membrana de nitrocelulose e o gel de poliacrilamida
contendo as fragdes antigénicas, evitou-se formagao de bolhas, e a transferéncia
foi efetuada em sistema semi-umido, utilizando o equipamento Multiphor I
Electrophoresis Unit (Pharmacia - LKB, Bromma, Suécia).

As folhas de papel de filtro e a membrana de nitrocelulose foram
umedecidas em tampdo de transferéncia. A este material foi aplicado uma
corrente de 0,8 mA por cm® do ‘sandwich’, pelo periodo de duas horas. Apos a
transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi corada com solugdo de Ponceau a
0,5% em Acido Acético a 1%, a fim de verificar a eficiéncia da transferéncia.

As membranas foram cortadas em fitas de 2 a 3 mm, e seus sitios
ativos foram bloqueados com uma solugdo de PBS a 0,05% de Tween 20,
adicionada de 5% de leite desnatado (PBS-T Molico 0,05%), durante duas horas.
As fitas foram numeradas e acondicionadas em placas de poliuretano com 8
canaletas com capacidade de 0,5 ml cada.

Um volume de 500 ul das amostras, em duplicata, de soro humano

diluidas a 1:20 em PBS-T Molico 0,05%, foi adicionado em cada canaleta com a
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fita de nitrocelulose. Estas foram incubadas durante 18 horas a 4°C sob agitagio
lenta e constante.

Apos a mcubagio realizou-se o primeiro ciclo de lavagens, ou seja, 6
vezes por 5 minutos com PBS-T 0,05%. Apos a lavagem, colocou-se o conjugado
anti-IgG Humana e anti-IgM Humana produzidas em cabra, ligada a peroxidase
(Sigma Chem. Co. St Louis - MO, USA). Novamente as fitas foram incubadas
por duas horas a temperatura ambiente sob agitagdo lenta e constante. Passado o
tempo de incubagao, fez-se 3 lavagens de 5 minutos com PBS-T 0,05% e outras 3
apenas com PBS 1x durante 5 minutos.

A reagdo foi revelada com uma solucio de 10 mg de DAB
(3,3-Diaminobenzidina, Sigma Chem. Co. St Louis - MO, USA) diluido em 30 ml
de PBS e 500 ul de solugdo de H,0, a 30%. Com o surgimento das bandas de cor

marrom a reagdo foi interrompida com a adigio de agua destilada.

3.8. Analise Estatistica

Na comparagdo entre o teste de captura PanBio e Mac Elisa, foi
realizado o teste “t” de Student para duas amostras presumindo varidncias
equivalentes. Utilizando a média e o desvio padrdo dos grupos associados dois a
dois. O “software” MicroSoft Excel 98 foi utilizado para obtencdo dos

parametros comparativos.
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Para a analise estatistica do teste “Western Blotting” foi considerado
primeiramente o numero total de fragdes antigénicas encontradas. Em seguida, o

perfil protéico foi caracterizado analisando-se a frequéncia de cada proteina entre

as amostras estudadas.
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4-RESULTADOS

Os resultados obtidos dos trés testes estio deseritos a seguir.

4.1 MAC-Elisa
Realizados os testes Mac-Elisa, foi feita a selecdo dos soros baseados

em seus resultados.

A tabela 2 mostra o resultado das absorbancias pelo teste sorologico
MacELISA das 10 amostras clinicas selecionadas para o grupo 1, testadas com
os sorotipos DEN-1 e DEN-2, com seu respectivo niumero de controle interno.
Cada uma destas amostras foram testadas em duplicatas, obtendo a média e

desvio padrédo para cada e construido o grafico (Figura 5).
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Grupo I: D1: Néo Reativos.
D2: N3o reativos.

Tabela 2: Valores das absorbancias pelo Teste MAC-Elisa (405 nm) para as
amostras de soro (em duplicata) do Grupo 1.
DP: Desvio Padréo.

N° soro D1 Média DP D1 D2 Média DP D2

1699 0,286 0311 0,299 0,018 0,343 0,323 0,333 0,014
1696 0,339 0,341 0.340 0,001 0,252 0,329 0,291 0.054
1695 0,336 0,288 0,312 0,034 0,326 028 0,303 0,033
1693 0,386 0352 0,369 0,024 0271 0,278 0,275 0,005
1688 0,310 0,276 0,293 0,024 0351 0338 0,345 0,009
1686 0,307 0,460 0,384 0,108 0813 0722 0,768 0,064
1683 0,305 0,231 0,268 0,052 0,318 0,296 0,307 0,016
1681 0,266 0,240 0,253 0,018 0,209 026 0,235 0,036
1676 0,270 0401 0,336 0,093 0,393 0,403 0,398 0,007

1675 0,267 0,448 0,358 0,128 0,254 0,208 0,246 0,054
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Figura 5. Valores médios das absorbancias, com o Desvio Padrao de cada
amostra de soro do Grupo 1.

Os valores das absorbancias, em duplicatas, para as amostras clinicas

selecionadas para o grupo 2 estdo apresentados na tabela 3. Para o qual foi

construido o grafico com os valores médios e desvios padrdo (Figura 6).
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)

)

Grupo 11 :

Tabela 3: Valores das absorbancias pelo Teste MAC-Elisa (405 nm) para as

D1: Reativos.
D2: Reativos.

amostras de soro (em duplicata) do Grupo 2.
DP: Desvio Padrao.

N° soro D1 Média DP D1 D2 Média DP D2
1704 0,839 0,799 0,819 0.028 2,441 2,327 2384 0,081
1701 2,034 2,179 2,107 0,103 1,487 1956 1,722 0,332
1700 0,492 0,387 0,440 0,074 1,694 0.643 1,169 0,743
1697 0,756 0,765 0,761 0,006 1,568 1,610 1,589 0,030
1694 0,799 0,735 0,767 0,045 1,311 1,460 1,386 0,105
1691 0982 0961 0,972 0,015 1,000 0,932 0966 0,048
1689 1,354 1,675 ESIS 0,227 0,957 1,081 1,019 0,088
1684 0,667 0,614 0.641 0,037 0.689 0,689 0689 0,000
1682 0,816 0,849 0,833 a,023 0,353 0,383 0,508 0,021
1674 0,379 0,633 0,506 0,180 1,144 1,441 1,293 0,210
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O mesmo procedimento foi realizado na sele¢gdo de amostras clinicas

para os grupos 3 ¢ 4 (Tabelas 4 ¢ 5, respectivamente). Obtendo assim, graficos

com os valores médios e desvios padrio de cada grupo (Figura 7 e 8,

respectivamente).

Grupo II:

D1: Reativos.

D2: Fracamente Reativos

Tabela 4: Valores das absorbancias pelo Teste MAC-Elisa (405 nm) para as
amostras de soro (em duplicata) do Grupo 3.

DP: Desvio Padrao.

N° soro D1 Média DP D1 D2 Média DP D2
1685 0,968 1,086 L027 0,083 0,391 0,458 0,425 0,047
1661 1,288 1,734 1,511 0,315 0,784 0,604 0,694 0,127
1599 1,633 1,725 1,679 0,065 0,489 0,663 4,576 0,123
1593 1,593 1,619 1,606 0,018 0,496 0,585 0,541 0,063
1667 2,205 1,714 1,960 0,347 0,564 0,607 0,586 0,030
1087 0,900 0,370 0,635 0,375 0,315 0,278 0,297 0,026

982 0,223 0,227 0,225 0,003 0,308 0,368 0,338 0,042
929 0,668 0,684 0,676 0,011 0,288 0,295 0,292 0,005
906 0,869 0,999 0,934 0,092 0,327 0,331 0,329 0,003
900 0,677 0,686 7,682 8,006 0,387 0,376 0,382 0,008
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Figura 7. Valores médios das absorbancias, com o Desvio Padrao de cada
amostra de soro do Grupo 3.
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Grupo IV: D1: Fracamente Reativos.
D2: Reativos.

Tabela 5: Valores das absorbancias pelo Teste MAC-Elisa (405 nm) para as
amostras de soro (em duplicata) do Grupo 4.
DP: Desvio Padrao.

)

)

)

N° soro D1 Média DP D1 D2 Média DPD2
1698 0,319 0,481 0,400 0,115 1,216 1,064 1,140 0,107
1687 0,442 0,519 0,481 0,054 1,493 1,631 1,562 0,098
1605 0582 0,459 0,521 0,087 L6l 1,31 1,460 0,212
1587 0442 0519 0,481 0,054 1,493 1,631 1,562 0,098
1577 0,568 0,448 0,508 0,085 1,222 1,248 1,235 0,018
1573 0,498 0527 0513 0,021 0.534 0613 0,574 0,056
1702 0,38 0,463 0,422 0,059 0,429 0,508 0,469 0,056
1417 0,186 0,138 0,172 0,020 0,701 0,664 0,683 0,026
1338 0425 0,391 0,405 0,024 2,165 2,223 2,195 0,042
1335 0408 0412 0,410 0,003 0.609 0491 0,550 0,083
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4.2. PanBio

ApOs a realizacio do teste MacELISA, e feita a selegdo dos soros,
cada amostra em seus devidos grupos. foi submetida a0 teste de captura de
anticorpos IgG e IgM, pelo Dengue Duo-PanBio. Nio tendo sido realizado em
duplicata.

A tabela 6 mostra os valores das absorbancias (usando filtro de 570nm)
para cada amostra clinica do grupo 1, em seu respectivo nimero de controle
interno. Onde foi construido um grafico com estes valores (Figura 9). O que
mostra ndo haver muita variagdo nos indices de IgG para IgM. Visto que este
grupo, foi classificado como sendo Nio Reativo para ambos.

GrupoI:  DI: Nao Reativos.
D2: Nio reativos.

Tabela 6: Valores das absorbancias pelo Teste PanBio Duo (570 nm) para as
amostras de soro do Grupo 1.

N° Soro IgG igMi
1699 0,156 0,209
1696 0,169 0,176
1695 0,182 0,177
1693 0,231 0,188
1688 0,207 0,189
1686 0,446 0,664
1683 0277 0,173
1681 0,16 0,171
1676 0,301 0,446

1675 0,206 0,151
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soro do Grupo 1.
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Os valores da leitura das absorbancias das amostras clinicas do grupo

2, em filtro de 570 nim, para os anticorpos

IgG e IgM, estio €Xpressos na tabela

7. Onde o grafico construido com estes valores (Figura 10), ja revela haver uma

variagao nos indices de um anticorpo para o outro. Sendo 70%

das amostras

clinicas com valor de IgG maior que o de IgM (amostras 1, 2, 3,5,7,8¢9), ¢

outros bem préximos entre sj (amostras 6 ¢ 10). Essas amostras clinicas

classificadas como sendo Reativas para ambos anticorpos.

Grupo Il :  D1: Reativos.
D2: Reativos.

Tabela 7: Valores das absorbancias
amostras do Grupo 2.

pelo Teste PanBio Duo (570 nm) para as

N° Soro IgG lgM
1704 0,874 0,537
1701 1,859 0,376
1700 1,197 0,498
1697 0,625 0,665
1694 0,926 0,544
1691 0,496 0,548
1689 1,099 0,601
1684 1,639 0,708
1682 1,064 0,675
1674 1,451 1,434

foram
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Ja a tabela 8, mostra os valores das absorbancias para as amostras do
Grupo 3, para anticorpo IgG e [gM. Onde novamente 70% das amostras
apresentaram indices de IgG maior do que IgM (amostras 1,4,5.6,7, 9¢ 10).
Tendo sido encontrado o contrario somente em 20% (amostras 3 ¢ 8). Onde foi
construido o grafico da figura 11. A amostra clinica numero 2, numero de

controle interno 1661, foj suficiente somente para o teste MacELISA

Grupo III:  D1: Reativos,.
D2: Fracamente Reativos

Tabela 8: Valores das absorbancias pelo Teste PanBio Duo (570 nm) para as
amostras de soro do Grupo 3.

N° Soro igG igM
1685 0,972 0,859
1661 ND ND
1599 0,607 1,213
1593 0,590 0,482
1667 1,283 0,946
1087 1,013 0,356

982 0,781 0,454
929 0,255 0,523
906 0,970 0,841
900 0,663 0,423

ND: Néo Disponivel.
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Em 70% das amostras do grupo 4, houve indices de IgG maiores que
IgM, o que pode ser visto na tabela 9 e figura 12 (amostras 1, 4, 5, 6. 8,9, 10).
Tendo sido encontrado duas amostras onde indices de IgM eram maiores que IeG

(amostras 2 € 3). E uma tnica com valores para estes dois

proximos.

Grupo IV: DI: Fracamente Reativos.
D2: Reativos

Tabela 9: Valores das absorbancias pelo Teste Pan

amostras de soro do Grupo 4.

Bio Duo (570 nm) para as

N° Soro 1aG
1698 0,452
1697 0,576
1605 0,333
1587 1,111
1577 0,962
1573 0,432
1702 0,202
1417 0,768
1338 1,059

1335 0,973

igM

0,354
0,732
0,648
0,402
0,529
0,337
0,212
0,517
0,321
0,600

anticorpos bem
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4.3 Andglise Estatistica

Tendo sido feito os testes sorol6gicos MacELISA e Dengue
Duo-PanBio, extraiu-se o valor de P em teste bi-caudal, utilizando os
valores médios e desvios padréo das absorbancias, através do teste “t” de
Student, presumindo duas amostras equivalentes, com indice de significancia
0,05%.

As comparagdes foram realizadas comparando-se os valores entre

testes e entre grupos. Sdo eles:

4.3.1. Teste MacELISA entre sorolipos
Dos quatro testes MacELISA realizados, comparando 0s

sorotipos DEN-1 ¢ DEN-2, ambos de cada grupo separadamente, obteve-se

os seguintes resultados:

14
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Tabela 10: Valores médios e desvios padrio das absorbancias dos Grupos
1. 2. 3 e 4, sorotipos DEN-1 e DEN-2, pelo teste MacELISA. E 0 valor de

P bi-caudal obtido com esies.

GRUPO 1
DEN-1 DEN-2
Meédia 0,3212 0,3501
Desvio padrdo 0,043 0,154
P=0,575
GRUPO 2
DEN-1 DEN-2
Média 0,9361 1,2785
Desvio padrdo 0,506 0,532
P=0,158
GRUPO 3
DEN-1 DEN-2
Meédia 1,0935 0,446
Desvio padrao 0,564 0,142
P= 0i002
GRUPO 4
DEN-1 DEN-2
Média 0,4316 1,143
Desvio padrao 0,102 0,568
P =0,001
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Figura 13: Graficos A, B, C e D: Resultados de soropositividade para
DEN-1 e DEN-2, detectados para oS Grupos de 1 a 4 pelo
MAC-ELISA - obtidos com o valor médio e desvio padrdo das
absorbancias.

Comparando-se a reatividade entre 0s sorotipos DEN-1 e DEN-2 (Tabela 10,
Figura 13), ndo houve diferencas estatisticas significativas quando se comparou as
amostras do grupo 1 e 2 (P > 0,05) (Graficos A e B; respectivamente). No entanto, as
comparagdes entre DEN-1 e DEN-2 dos grupos 3 ¢ 4 (Graficos C ¢ D;
respectivamente), revelaram diferencas estatisticas significativas (P = 0,002 para
Grupo 3 e P=0,001 para grupo 4).
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4.3.2. Dengue Duo-PanBio enire antigenos

Dos quatro testes Dengue Duo-PanBio realizados, comparando 0s
anticorpos IgG e IgM, ambos de cada grupo separadamente, obteve-se 08

seguintes resultados:

Tabela 11: Valores médios ¢ desvios padriio das absorbancias dos Grupos
1. 2. 3 e 4, antigenos 1gG e IgM. pelo teste Dengue Duo-PanBio. E o valor

de P bi-caudal obtido com estes.

GRUPO |
1eG IgM
Meédia 0,2335 0,2544
Desvio padrao 0,089 0,167
pP=0,731
GRUPO 2
1gG IgM
Meédia 1,123 0,6586
Desvio padrao 0,43 0,289
P=0,0l
GRUPO 3
186G IgM
Media 0,792 0,677
Desvio padrao 0,302 0,295
P =0,426
GRUPO 4
1sG IgM
Média 0,6868 0,4652
Desvio padrao 0,329 0,165
P=0,07
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Figura 14: Graficos A, B,CeD: Resultados de soropositividade para igV
e 1gG, detectados para 0s Grupos de1aé4- obtidos com o valor
médio e desvio padrao das absorbancias através do Dengue

Duo-PANBIO.

Com relagdo ao teste PanBio, comparando-se a reatividade entre os anticorpos
IgG e 1gM (Tabela 11, Figura 14), ndo houve diferencas estatisticas significativas
quando comparou-se as amostras dos grupos 1,3 e 4 (P> 0,05) (Graficos A, C e D;
respectivamente). No entanto, as comparagdes entre IgG e 1gM do grupo 2, houve

diferencas estatisticas significativas (com P < 0,05) (Grafico B).
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4.3.3. Sorotipo DEN-1 comparado entre 0s grupos
A analise do sorotipo DEN-1 foi realizada cruzando os valores
médios e desvios padrao entre os 4 grupos. Obtendo assim, 0s seguintes

resultados:

Tabela 12: Valores médios ¢ desvios padrdo das absorbincias nas
comarag&es emrc-gmes em relagdo ao soroti@ DEN-1.
SOROTIPO DEN-1

GRUPO 1 GRUPO 2
Meédia 0,3212 0,9361
Desvio padrao 0,043 0,5
P =0,001
GRUPO 1 GRUPO 3
Média 0,3212 1,093
Desvio padrdo 0,043 0,564
P =0,0004
GRUPO 1 GRUPO 4
Média 0,3212 0.4316
Desvio padrdo 0,043 0,102
P = 0,005
GRUPO 2 GRUPO 3
Meédia 0,9361 1,093
Desvio padrao 0,50 0,564
P=0,51
GRUPO 2 GRUPO 4
Média 0,9361 0,4316
Desvio padrao 0,50 0,102
P = 0,006
GRUPO 3 GRUPO 4
Média 1,093 0,4316
Desvio padrdo 0,564 0,102
P=0,001
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Figura 15: Graficos obtidos com o valor médio e desvio padrdo das
absorbancias através do MacElisa. Sorotipo DEN-1; entre os
diferentes grupos de 1 a 4.

Com relagdo a reatividade ao sorotipo DEN-1 (Tabela 12, Figura 15), este
mesmo teste evidenciou que somente as comparagoes entre 0s grupos 2 e 3, ndo foram
significativas (P > 0,05) (Grafico D). Todas as outras comparagdes intergrupos

revelaram resultados significativos (P variando entre 0,0004 a 0,006).



4.3.4. Sorotipo DEN-2 comparado entre 0 grupos
A analise do sorotipo DEN-2 foi comparada cruzando os valores
médios e desvio padrio entre 0s 4 grupos. Obtendo assim, os seguintes

resultados:

Tabela 13: Valores médios e desvios padrdo das absorbancias nas

oomEraQ("Ses enrre-ﬂes em relagﬁo a0 sorotiE DEN-2.
SOROTIPO DEN-2

/

GRUPO 1 GRUPO 2
Média 0,3501 1,278
Desvio padrao 0,154 0,532
P = 0,00004
GRUPO 1 GRUPO 3
Maédia 0,3501 0,446
Desvio padrdo 0,154 0,142
P=0,166
GRUPO | GRUPO 4
Média 0,3501 1,143
Desvio padrao 0,154 0,568
P = 0,0004
GRUPO 2 GRUPO 3
Média 1,2785 0,446
Desvio padrao 0,5326 0,142
P =0,0001
GRUPO 2 GRUPO 4
Média 1,2785 1,143
Desvio padrao 0,532 0,568
P=0,58
Grupo 3 Grupo 4
Meédia 0,446 1,143
Desvio padrdo 0,142 0,568
P=0,001
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Figura 16: Gréficos obtidos com 0 valor médio e desvio padrdao das
absorbancias através do MacElisa. Sorotipo DEN-2; dos
Grupos 1, 2, 3 e 4; entre estes.

Em relagdo a reatividade ao sorotipo DEN-2 (Tabela 13, Figura 16), este mesmo
teste evidenciou que somente as comparagdes entre 0s grupos 1 e 3,3 e4,ndo foram
significativas (P > 0,05) (Graficos B e F, respectivamente). As demais comparagoes

intergrupos revelaram resultados significativos (P variando enfre 0,00004 ¢ 0,001).
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4.3.5. Anticorpo IgG comparado entre 0s grupos
A andlise do anticorpo IgG foi comparada cruzando os valores
médios e desvio padrdo entre 0s 4 grupos. Obtendo assim, os seguintes

resultados:

Tabela 14: Valores médios ¢ desvios padrdo das absorbdncias nas

comw-‘ s entre-grupos em relagio ao anrico@ IgG.

ANTICORPO IgG
/
Grupo 1 Grupo 2
Média 0,2335 1,123
Desvio padrdo 0,089 0,43
P = 0,00005
Grupo 1 Grupo 3
Média 0,2335 0,792
Desvio padrdo 0,089 0,3
P = 0,00003
Grupo 1 Grupo 4
Meédia 0,2335 0,6868
Desvio padrio 0,089 0,329
P = 0,0005
Grupo 2 Grupo 3
Media 1,123 0,792
Desvio padrao 0,43 0,3
P =007
Grupo 2 Grupo 4
Média 1,123 0,6868
Desvio padrdo 0,43 0,329
P=0,02
Grupo 3 Grupo 4
Média 0,792 0,6868
Desvio padrao 0,3 0,329
P =047
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Figura 17: Gréficos obtidos com 0 valor médio e desvio padrdo das
absorbancias através do teste PANBIO, anticorpo IgG dos
Grupos 1, 2, 3 e 4; entre estes.

Com relagdo a reatividade ao anticorpo IgG, o mesmo teste apresentou que
somente as comparagdes intergrupos 1 e 2,1 ¢ 3. 1e4,2 e 4, tiveram diferengas
estatisticas significativas (Graficos A, B. C ¢ E; respectivamente). Nao havendo
diferencas estatisticas significativas entre 0s grupos 2 e 3, e, 3 e4 (Graficos D e F;

respectivamente).



4.3.6. Anticorpo IgM comparado enire os grupos
A analise do anticorpo IgM foi comparada cruzando os valores
médios e desvio padrdo entre os 4 grupos. Obtendo assim, os seguintes

resultados:

Tabela 15: Valores médios ¢ desvios padrdo das absorbancias nas

comﬁas;ﬁes entrc'ﬁEES em relagio ao amicoE I%'!\_d. >

igM
#
Grupo 1 Grupo 2
Média 0,254 0,658
Desvio padrdo 0,167 0,289
P =0,001
Grupo | Grupo 3
Média 0,254 0,677
Desvio padrdo 0,167 0,295
P = 0,001
Grupo 1 Grupo 4
Meédia 0,254 0,465
Desvio padrdo 0,167 0,165
P=0,01
Grupo 2 Grupo 3
Média 0,658 0,677
Desvio padrao 0,289 0,295
P =0,89
Grupo 2 Grupo 4
Média 0,658 0,465
Desvio padrao 0,289 0,165
P= 0i08
Grupo 3 Grupo 4
Média 0,677 0,465
Desvio padrao 0,295 0,165
P =0,06
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Figura 18: Graficos obtidos com o valor médio e desvio padrao das
absorbancias através do teste PANBIO, anticorpo IgM dos
Grupos 1, 2, 3 e 4; entre estes.

Na comparagdo do anticorpo IgM intergrupos observou-se que houveram
diferencas estatisticas significativas entre as comparagdes dos grupos 1 €2, 1e 3, 1 ¢
4 (com P variando entre 0,001 e 0,01) (Graficos A, B e C; respectivamente). Em
relagio a comparagdo dos grupos 2 e 3, 2 ¢ 4, 3 ¢ 4 ndo houveram diferengas

estatisticas significativas (P > 0,05) (Graficos D, E e F; respectivamente).
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4.3.7 Anticorpo IgM entre sorotipos DEN-1 e DEN-2 de cada grupo

Na andlise entre-testes foi feito a analise cruzando o valor médio
das absorbancias e seus desvios padrao dos anticorpos IgM ¢ IgG, obtidos
através do teste Dengue Duo-PanBio, com os mesmos valores do teste
MacELISA correspondentes a cada grupo.

Obtendo assim, os seguintes resultados:

Tabela 16: Valores médios e desvios padrio das absorbancias do anticorpo
IgM e sorotipos DEN-1 e DEN-2. dos grupos 1. 2, 3 ¢ 4. E o valor de P
bi-caudal obtido com estes.

GRUPO 1
IgM DEN-1
Média 0,2544 0,3212
Desvio padrao 0,167 0,043
P=07237
e e S e R e SR O Sy M AL ST
GRUPO 1
IgM DEN-2
Media 0,2544 0,3501
Desvio padrio 0,167 0,154
P=0,2
#
GRUPO 2
IgM DEN-1
Média 0,6586 0,936
Desvio padrio 0,289 0.5
P=0,149
ﬂ
GRUPO 2
IgM DEN-2
Meédia 0,6586 1,278
Desvio padrio 0,289 0,532
P = 0,004

Continua...



Tabela 16 (CONTINUACAQ): Valores médios ¢ desvios padrio das
ahsorbancias do anticorpo IgM e sorotipos DEN-1 e DEN-2, dos grupos 1,

2 3 e 4. E o valor de P bi-caudal obtido com estes.

GRUPO 3
IgM DEN-1
Média 0,677 1,093
Desvio padrao 0,295 0,564
P=0,06
GRUPO 3
1IgM DEN-2
Meédia 0,677 0,446
Desvio padrdo 0,295 0,142
P=0,04
GRUPO 4
IsM DEN-1
Média 0,465 0,4316
Desvio padrao 0,165 0,102
P=0,592
GRUPO 4
IeM DEN-2
Média 0,465 1,143
Desvio padrao 0,165 0.568
P = 0,001
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Figura 19: Graficos A, B,C, D, E, F, G e H: Resultados de IgM, DEN-1
e DEN-2 para os 4 grupos pelos testes MacELISA e PANBIO
(valor médio e desvio padrao das absorbancias).
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Na comparagio dos teste Mac Elisa ¢ Dengue Duo-PanBio, em relagdo ao
anticorpo IgM, observamos que 08 sorotipos DEN-1 dos Grupos de 1 a 4; nao
houveram diferengas estatisticas significativas (P > 0,05) (Graficos A, C,E e G,
respectivamente). Ja este mesmo anticorpo em relagdo ao sorotipo DEN-2
somente foi encontrado diferengas nos grupos 2,3 e 4 (P variando entre 0,001 ¢
0,04) (Graficos D, F ¢ H). Tendo havido encontrado diferengas no Grupo 1

(P>0,05).
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4.4. Western Blotting

O teste “Western Blotting” mostrou somente perfis caracteristicos de
marcadores moleculares nas amostras do Grupo 2. Tendo sido encontrado o numero
total de fragdes antigénicas, 58, estas foram agrupadas em faixas, e extraido a

frequéncia de cada faixa. Encontrando-se os seguintes resultados:

e Grupo 2, sorotipo DEN-1, Anticorpo IgG: Total de fragdes encontradas,
6. Proteinas com peso molecular de 41-50 kDa, 1 (16,6%); P.M. 51-60 kDa, 3 (50%);
P.M. 71-80 kDa, 1 (16,6%); P.M. 81-90 kDa, 1 (16,6%).

e Grupo 2, sorotipo DEN-1, Anticorpo IgM: Total de fragdes encontradas,
9. Proteinas com peso molecular de 31-40 kDa, 2 (22,2%); 41-50 kDa, 1 (11,1%);
P.M. 51-60 kDa, 3 (33,3%); P.M. 61-70 kDa, 1 (11,1%); P.M. 71-80 kDa, 1 (11,1%);
P.M. 81-90 kDa, 1 (11,1%).

e Grupo 2, sorotipo DEN-2, Anticorpo IgG: Total de fragdes encontradas,
23. Proteinas com peso molecular <30 kDa, 1 (4,3%), P.M. 31-40 kDa, 3 (13%); P.M.
41-50 kDa, 4 (17,3%); P.M. 51-60 kDa, 5 (21,7%); P.M. 61-70 kDa, 6 (26%); P.M.
81-90 kDa, 2 (8,6%); P.M. >91 kDa, 2 (8,6%).

e Grupo 2, sorotipo DEN-2, Anticorpo IgM: Total de fragdes encontradas,
20. Proteinas com peso molecular <30 kDa, 3 (15%); P.M. 41-50 kDa, 2 (10%); P.M.
51-60 kDa, 3 (15%); P.M. 61-70 kDa, 5 (25%); P.M. 71-80 kDa, 1 (5%); P.M. 81-90
kDa, 4 (20%), P.M. >90 kDa, 2 (10%).
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5-DISCUSSAQO

A validade da comparagdo entre os testes de captura de
anticorpos, MacELISA e Dengue Duo-PanBio, esta somente na captura da
IgM. Visto que este segundo captura tanto IgG quanto IgM, enquanto o
MacELISA detecta apenas o anticorpo IgM.

Em infec¢des recentes e algumas secundarias, a detec¢do de
niveis de anticorpos pelo Dengue Duo-PanBio pode ser baixa. Pacientes
infectados ndio mais apresentam niveis de anticorpos detectaveis do 7° ao
10° dia; sendo que a coleta deve ser realizada antes deste periodo.

Alguns testes sorologicos do grupo Flavivirus podem apresentar
reatividade cruzada entre virus dengue com os virus causadores da
encefalite japonesa ¢ febre amarela. Sendo que INNIS (1999) ¢ MAKINO
(1994) ao usarem o Dengue Duo-Panbio ndo encontraram tal reatividade

cruzada.

O teste Dengue Duo-PanBio ¢ um "kit" que favorece um
diagnostico em menos de 4 horas. Seu principio ¢ 0 mesmo do MacELISA.
Sendo que em ambos as amostras clinicas de sangue ndo devem apresentar
lipemia.

De acordo com a bibliografia consultada, ja existem pelo menos 2

"kit's" de testes rapidos para diagnostico da Dengue. Sendo de facil
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utilizagdo e terem feito surgir um novo objeto de pesquisa para
pesquisadores (KUNO et al, 1998).

INNIS et al (1989) e mais recentemente, RUECHUSATAK et al
(1994), sugeriram haver diferengas nos niveis do anticorpo IgG entre uma
infecgdio primaria e secundaria. Sendo a Gltima caracterizada por altos niveis
do anticorpo IgG (>70%). E ¢é esta informagdo que possibilita diferenciar
infecgdo primaria e secundaria.

O teste “Western Blotting” demonstrou ser um meio eficiente para
determinar o perfil protéico dos sorotipos DEN-1 ¢ DEN-2. No entanto
demonstrou inespecificidade em relagdo a algumas amostras. Somente no
grupo 2, é que foi possivel visualizar as bandas com mais clareza. Enquanto
que nos demais, apos a revelagdo as fitas, as bandas ndo se apresentaram
com nitidez, e sendo excluidos deste estudo.

E importante salientar que durante todas os testes de “Western
Blotting”, bem como as eletroforese em gel poliacrilamida, os protocolos €
os materiais foram os mesmos. Além de ter sido mantido as mesmas
concentragdes na diluigdo dos soros e conjugados.

De acordo com HEINZ (1986) ¢ SMITH & WRIGHT (1985), a
proteina estrutural E é a maior encontrada nos virus da dengue.
Desempenhando ainda importante fungdes biologicas. Sendo esta a maior
(PM 53 a 58 kDa), e mais importante, o calculo de RF nos mostra que nos 4
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testes selecionados as bandas protéicas que apareceram com mais
frequéncia foram as que se encontravam na faixa de 51 a 60 kDa.
Confirmando assim a citag@o bibliografica.

No entanto a unica exce¢do encontrada foi teste em que se usou 0
sorotipo DEN-2 e anticorpo IgM, onde as bandas protéicas que tiveram
maior frequéncia foram as de P.M. aparente entre 61 e 70 kDa.

Nio foram encontradas proteinas consideradas de P.M. baixo (12
a 14 kDa). O que corresponderia a proteina C, que € associada com o RNA
viral e forma o nucleocapsideo. (RICE & COLS, 1986; MARKOFF, 1989)

As proteinas ditas ndo estruturais de PM 35 a 53 kDa, ou
simplesmente NS; (MACKOW & COLS, 1987), foram detectadas nos 4
testes selecionados.

A segunda maior proteina, a NS3, também néo estrutural (P.M. 68
a 70 kDa) (MANDL et al, 1989), foi a segunda maior frequéncia em 3 dos 4
testes. A excecdo, novamente foi no sub-grupo sorotipo DEN-2 anticorpo
IgM, onde esta apresenta a maior frequéncia (25%) em relagdo as demais.

Nio foi detectada a proteina NS5 de P.M. 103 a 104 kDa.
Embora ela seja considerada a mais conservada proteina dos Flavivirus

(BARBOSA, 1996).
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6-CONCLUSOES

O teste MacELISA demonstrou maior sensibilidade que o
Dengue Duo-Panbio na detecg@io de anticorpos da classe IgM contra
dengue por infecgdo pelo sorotipo DEN-2, para as amostras dos

grupos 2 e 4, durante a fase aguda da infecgo.

Para Dengue por infecgdo pelo sorotipo DEN-1 observou-se
predominio de epitopos imunodominantes na faixa de 51 a 60kDa

pela teste "Western-Blotting".

As fragdes com pesos moleculares abaixo de 30 kDa so

foram detectadas para DEN-2 pelo "Imunoblotting”.
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