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RESUMO

Dengue é atualmente a mais importante arbovirose que afeta o homem e
constitui sério problema de saude publica no mundo, principalmente nos paises
tropicais. O objetivo deste estudo foi determinar os niveis de anticorpos dos
isotipos IgM, IgA e IgG na infecgdo pelo virus do dengue, por reagoes
imunoenzimaticas de captura (MAC-, AAC- e GAC-ELISA, respectivamente) e
analisar a reatividade destes anticorpos aos sorotipos do virus do dengue (DEN-

1, DEN-2 e DEN-3). Um total de 504 amostras de soros de pacientes com
sintomas sugestivos de infecgdo pelo virus do dengue foi escolhido
aleatoriamente entre as amostras colhidas nos anos de 1997, 2000 e 2003, e
enviadas ao Laboratério de Imunologia, UFU, Uberlandia, MG, Brasil. As
porcentagens de positividade para todos os isotipos estudados aumentaram
significantemente de 1997 a 2003. Niveis de IgM e IgG foram maiores do que os
de IgA em 1997 e 2003, enquanto que 0s niveis dos trés isotipos ndo foram
significantemente diferentes em 2000, periodo em que os menores niveis de IgM
e IgG foram encontrados. No geral, os niveis de anticorpos detectados por MAC-,
AAC- e GAC-ELISA mostraram uma forte correlagdo positiva durante todo o
periodo estudado, mas quando foram analisadas somente as amostras reativas,
uma correlagéo positiva significante foi encontrada somente para os isotipos 1gG e
IgA. De acordo com o grau de reatividade ao epitopo E4 6B6C-1 presente nos
sorotipos do virus do dengue, diferengas significativas foram observadas durante

os anos estudados. O epitopo E4 presente no sorotipo DEN-2 foj

predominantemente reconhecido por todos isotipos em 1997, enquanto que este

epitopo presente em DEN-2 e DEN-3 foi mais reconhecido pelos isotipos de

anticorpos em 2000. No entanto, em 2003, uma alteragdo significativa foi



observada no padrdo de reatividade para o epitopo E4 presente nos sorotipos
virais, uma vez que este epitopo presente em DEN-3 foi mais reconhecido por
todos os isotipos estudados. Conclui-se, portanto, que a determinagfo dos niveis
dos isotipos na infecgédo pelo virus do dengue e de suas reatividades ao epitopo
E4 6B6C-1 presente nos sorotipos virais podem fornecer informages Uteis sobre
os estagios da infecgdo, contribuindo para o estabelecimento de uma conduta

clinica mais adequada e diminuindo, dessa maneira, a probabilidade de doenga
fatal.

Palavras-chave: Virus do dengue, sorotipos DEN-1, DEN-2 e DEN-3, isotipos IgM, IgA e

IgG.




SUMMARY

Dengue is currently the most important arbovirus disease that affects
humans and it constitutes a serious problem of public health in the world, mainly in
the tropical countries. The aim of this study was to determine dengue-specific g,
IgA, and IgG levels by capture immunoenzymatic assays (MAC-, AAC-, and GAC-
ELISA, respectively) and to analyze their reactivity to dengue serotypes (DEN-1,
DEN-2, DEN-3). A total of 504 serum samples from patients with symptoms
Suggestive of dengue virus infection were randomly chosen among samples
Collected and sent to the Immunology Laboratory in 1997, 2000, and 2003, in
Uberlandia, MG, Brazil. Positivity rates for all isotypes increased significantly from
1997 to 2003. IgM and IgG levels were higher than IgA in 1997 and 2003, whereas
isotype levels were not significantly different in 2000, when lower levels of IgM and
IgG were found. Overall, the antibody levels detected by MAC-, AAC-, and GAC-
ELISA showed a strong positive correlation in the studied years, but when
analyzing only the reactive samples, a significant positive correlation was solely
found for IgG and IgA. Concerning the degree of reactivity for dengue serotypes,
noteworthy differences were observed during the time of this study. DEN-2 was
the major serotype for all isotypes in 1997, while both DEN-2 and DEN-3 were the
predominant serotypes for all isotypes in 2000. However, in 2003 a significant
modification was observed in the pattern of reactivity to viral serotypes, when
DEN-3 became the predominant one for all studied isotypes. Altogether, it can be
concluded that the measurement of dengue-specific isotype levels and their
differential reactivity to viral serotypes can supply useful information about the
different stages of infection, contributing to the establishment of appropriate

treatment and decreasing the probability of fatal disease.

Keywords: Dengue virus, DEN-1, DEN-2, DEN-3 serotypes, IgM, IgA, IgG isotypes.
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1. INTRODUGAO

1.1- Epidemiologia

As infecgdes por arbovirus tém adquirido grande importancia na satde
publica . internacional nas Ultimas deécadas, principalmente devido a sua
distribuicdo mundial e as consideraveis taxas de morbidade e mortalidade na
populagdo humana (KORAKA et al., 2002).

Dengue é atualmente a mais importante arbovirose que afeta o homem e
constitui sério problema de satde publica no mundo, principalmente na maioria
dos paises tropicais (BRASIL, 1996, ROCCO et al, 2001). O principal
transmissor do dengue & o mosquito Aedes aegypti, mas existe a possibilidade
da doenca também poder ser transmitida por Aedes albopictus (GUZMAN;
KOURI, 2002).

Aedes aegypti &, essencialmente, um mosquito urbano e doméstico, com
habitos diurnos. Sua presenga em areas rurais e atribuida ao transporte de
recipientes com larvas e ovos € sua agao noturna geralmente ocorre quando
existe luz artificial (FUNDAGAO OSWALDO CRUZ - FIOCRUZ, 2002).

De acordo com Da Silva et al. (2001), Aedes albopictus é apontado
como vetor emergente que tem apreciavel poder invasivo e compete com
Aedes aegypli em vérias regides do continente americano. Ambas espécies
sdo ecologicamente homélogas, podendo utilizar os mesmos tipos de
criadouros. No entanto, Aedes albopictus apresenta maior grau de hébitos

silvestres e possui caréter de domiciliag&o inferior ao apresentado por Aedes

aegypti.




De acordo com estudos realizados em Vitéria, ES, Aedes albopictus
ainda ndo pode ser considerado um vetor durante epidemias de dengue no
Brasil, uma vez que ndo foi possivel obter isolamento do virus de fémeas dessa
espécie, apesar da circulagéo ativa do sorotipo DEN-1 (DEGALLIER et al,,
2003).

Dois fatores principais s&o diretamente responséveis para a emergéncia

e re-emergéncia do dengue: aumento na densidade e distribuicdo geografica
do vetor e a alta capacidade de alcance geogréfico da transmissgo do virus
(GUZMAN; KOURI, 2002). O primeiro fator é amplamente influenciado pelas
grandes mudancas demogréficas globais, particularmente o crescimento
populacional global e a urbanizag&o n&o planejada (BRASIL, 1996; BELO
HORIZONTE, 2000), resultando em favelas, fornecimento e sistema de manejo
de agua inadequados e debilitados (GIBBONS; VAUGHN, 2002; GUZMAN:
KOURI, 2002). No entanto, devido a globalizagéo, todas as classes sociajs
acabam sendo responsaveis pelo aumento na densidade do vetor (FIOCRUZ,
2002; TEIXEIRA et al., 2003).

A alta capacidade de alcance geografico da transmissdo do virus acaba
sendo influenciada pela maior disponibilidade, freqiéncia e rapidez dos meijos
de transporte (GUZMAN; KOURI, 2002), possibilitando uma alternancia dos
sorotipos do virus do dengue de uma regi&o para outra (CAMPBELL-
LENDRUM; REITHINGER, 2002), tornando praticamente impossivel g
erradicagdo a médio prazo do A. aegypti (PIMENTA; DA SILvA, 2001). Além
disso, as mudangas climéticas (CAMPBELL-LENDRUM:; REITHINGER, 2002),

a evolugio do virus (GUZMAN; KOURI, 2002) e a resisténcia dos ovos de



Aedes aegypti mais de um ano fora d'agua, eclodindo quando entram em

contato com ela (FIOCRUZ, 2002), também s&o fatores que influenciam a

emergéncia dessa doenca.

A situacdo epidemiologica é piorada pela deteriorag&o dos sistemas de
saude e pela descontinuidade dos programas de controle ao mosquito em

muitas areas endémicas da doenga (RIGAU-PEREZ et al., 1998; GUZMAN et

al., 1999; GUZMAN; KOURY, 2002).

1.2- Distribuigdo geografica

O dengue tem sido relatado nas Américas ha mais de 200 anos. Na

década de 50, a febre hemorragica do dengue (FHD) foi descrita, pela primeira

vez, nas Filipinas Tailandia. Apds a década de 60, a circulagio do virus do

dengue intensificou-sé nas Américas (BRASIL, 2001; FIOCRUZ, 2002).

O acontecimento epidemiolégico mais relevante na histéria do dengue

nas Américas foi a epidemia de dengue hemorrégico e sindrome do choque do

dengue (DHF/DSS) que ocorreu em Cuba, no ano de 1981, quando foram

notificados 344.203 casos, com 116.143 hospitalizagdes (TEIXEIRA et al.,

1999).

No Brasil ha referéncias sobre o dengue desde 1846. Mas a primeira

epidemia documentada clinica & laboratorialmente ocorreu em 1981-1982, em

Boa Vista — Roraima, causada pelos sorotipos DEN-1 e DEN-4 (BELO

HORIZONTE, 2000).

Em 1986 ocorreu uma epidemia de grande magnitude no Rio de Janeiro,

onde pelo menos 1 milh&o de pessoas foram infectadas pelo sorotipo Den 1




(BRASIL, 1996; BRASIL, 2001). Outros estados (Ceara, Alagoas, Pernambuco
Bahia, Minas Gerais, Tocantins, S&o Paulo , Mato Grosso e Mato Grosso do

Sul) notificaram surtos no periodo de 1986/1993 (BRASIL, 2001).

A introdugao de sorotipo 2 foi detectada em 1990, no estado do Rio de
Janeiro e posteriormente foi identificado também em Tocantins, Alagoas e

Ceard (BRASIL, 1996, BRASIL, 2001). Atualmente existe transmiss&o de

dengue em 20 Estados, com circulagdo simultdnea dos sorotipos DEN-1 e

DEN-2 em 14 deles (BRASIL, 2001).

Em 1997, a distribuigéo global da doenga do dengue foi comparada a da

malaria e estima-se que 2,5 bilhées de pessoas vivem em areas de risco para a

transmissdo do dengue (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND

PREVENTION - CDC, 2003).

1.3- Etiologia
O virus do dengue € um membro da familia Flaviviridae (LEBLOIS;
YOUNG, 1995) que também compreende outros agentes causadores de

doenca severa como 0S virus da febre amarela e os das encefalites Japonesa,

“tick-bome” e St. Louis (WINKLER et al., 1988; HALL et al., 1990). Como os

outros flavivirus, © Virus do dengue é esférico, com diametro de

aproximadamente 40 a 50 nm e possui um envelope lipidico envolvendo o

capsideo que contém genoma do tipo RNA de fita simples e de‘polaridade

positiva (HALL et al., 1990, FEIGHNY et al., 1994).

Milhoes de infecgbes pelo virus do dengue ocorrem a cada ano

(GIBBONS; VAUGHN, 2002; GUZMAN; KOURI, 2002), sendo causadas por




quatro sorotipos circulantes: DEN 1 ~ 4 (ROCCO et al., 2001; GIBBONS;
VAUGHN, 2002; GUZMAN: KOURI, 2002), sendo que o sorotipo DEN-4 ainda
nao foi encontrado no Brasil (FIOCRUZ, 2002). A infecgdo por um sorotipo

produz imunidade duradoura contra reinfecgédo pelo mesmo sorotipo, mas
) )

somente uma protegao temporaria e parcial contra os outros sorotipos (SABIN

1952: GIBBONS; VAUGHN, 2002).

1.4- Ciclo de Transmissdo do Virus do Dengue
O ciclo de transmiss&o do virus do dengue por Aedes aegypti ocorre no

momento da picada, tanto do mosquito contaminado para a pessoa sa (através

da saliva) quanto da pessoa contaminada para um mosquito s&o (através do

sangue) (FIOCRUZ, 2002; CDC, 2004). Para que issO ocorra, € necessario que

o individuo apresente 0 Virus circulando no sangue - periodo denominado

viremia e que dura em média cinco dias. Do momento em que picou o doente

até tornar-se vetor permanente, passam-s€ de oito a 12 dias (PINHEIRO;

ROSA, 1996; CDC, 2004; FERREIRA, 2004).

Apés 0 mosquito contaminado picar uma pessoa 4, o virus, assim que

penetra em sua corrente sanglinea, passa a se multiplicar em 6rgéos

especificos como bago, figado € tecidos linfaticos — periodo denominado

incubagéo intrinseca, com duragdo de quatro a sete dias. Apés esse periodo, o
virus volta & corrente sangiiinea gerando a viremia, que tem inicio antes do

aparecimento dos primeiros sintomas (CDC, 2004; FERREIRA, 2004).

QOutra forma possivel de contaminacdo do mosquito é através da

transmiss&o transovariana (FIGUEIREDO; FONSECA, 1996; FIOCRUZ, 2002 ),




que ocorre quando a fémea transmite o virus para cerca de 30 ou 40% da sua
prole, cujo ciclo de vida compreende quatro fases: ovo, larva, pupa e adulto
(FIOCRUZ, 2002). A transmissdo transovariana, mesmo em baixos niveis,
poderia manter os virus durante estagbes secas ou frias, quando ndo existem
mosquitos adultos ou reservatério (FIGUEIREDO; FONSECA, 1996).

O tnica animal reservatorio a participar no ciclo transmissor do dengue é
o proprio homem. Porém, estudos de campo na Malasia documentaram
manutencdo de virus do dengue em florestas, através de ciclos enzodticos

envolvendo mosquitos da copa de arvores Aedes niveus e macacos

(FIGUEIREDO; FONSECA, 1996).
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Figura 1: Ciclo biolégico do virus do dengue. Adaptado de:

<http:/lcorreo.biomedicas.unam.mxl~gmp/imageneleiclo__biologico.JPG>




1.5- Proteinas do Virus do Dengue

O RNA viral codifica trés proteinas estruturais e sete ndo estruturais na
ordem 5' — C — prM — E — NS1 — NS2a — NS82b — NS3 — NS4a —~ NS4b — NS5 —
3' (WINKLER et al., 1988; FEIGHNY et al., 1994).

A proteina do capsideo C € uma proteina viral pequena de peso
molecular de 12-14 kDa. Essa proteina associada com o RNA viral forma o
nucleocapsideo dos flavivirus (MARKOFF, 1989; PRYOR; WRIGHT, 1994),

Duas formas da proteina M tém sido caracterizadas: a prM, em virions
imaturos e a proteina M, em virions maduros extracelulares. A prM (18,1-19,1
kDa) & a precursora da proteina M (7-9 kDa) (VAZQUEZ et al., 2002) e impede
que a proteina E sofra mudangas conformacionais (PRYOR; WRIGHT, 1994) a
partir da estabilizagdo de certos epitopos sensiveis ao pH (WANG et al., 1999).

A proteina E, que compbe o envelope, & a maior proteina estrutural da
particula viral com peso molecular de 53 a 58 kDa. E uma proteina importante
na fusgo celular, indugdo de anticorpos neutralizantes (HUNG et al., 1999),
imunidade protetora, produgéo de anticorpos que inibem a aglutinagdo de
eritrécitos (GUZMAN; KOURI, 2002) além de ser um dos antigenos mais
importantes para 0 diagnéstico da doenga (SMITH; WRIGHT, 1985; HEINZ,
1986). A presenca de anticorpos contra essa proteina, em infecgbes naturais
pelo virus do dengue, parece estar associada com o desenvolvimento da forma

grave da doenga, a febre hemorragica do dengue (KUNO et al., 1990). E a

glicoproteina mais provavel para o desenvolvimento de uma vacina (HUNG et

al., 1999; KONISHI; FUJII, 2002).




A NS1 (46 kDa), € uma glicoproteina ndo estrutural encontrada tanto no

meio intracelular, na forma associada & membrana, quanto no meio

extracelular, sob a forma secretada (FALCONAR; YOUNG, 1990; CHANG et al,

2002). Foi primeiramente identificada em extratos cerebrais de camundongos,

sob a forma extracelular e foi referida como antigeno soluvel fixador do

complemento. Sua presenga na superficie de células infectadas sugere sua

importancia na maturacéo dos flavivirus, apesar de sua exata fungdo

permanecer desconhecida (FALCONAR; YOUNG, 1990). Dentre as proteinas

nao estruturais, a NS1 é a proteina responsavel pela fixagdo de complemento

(FIGUEIREDO; FONSECA, 1996).

A NS5 é a maior proteina viral (103-105 kDa) e € altamente conservada,

néo contendo sequéncia hidrofébica longa (MANDL et al., 1989). JAa NS3 é a

segunda maior proteina viral (68-70 kDa) e tem importante papel na replicagéo
viral (SPAUDING et al., 1999).

Ja as glicoproteinas NS2a, NS2b, NS4a eNS4b s&o menos conservadas

e suas fungdes no virus ainda ndo sdo bem conhecidas (FEIGHNY et al,
1994).

Dentre essas proteinas, a prM, aEea NS1 tém sido consideradas ser

importantes na imunidade protetora, uma vez que camundongos imunizados

passivamente com anticorpos contra cada uma dessas proteinas ficaram

protegidos contra o desafio letal (KONISHI; FUJIL, 2002).

Esse achado é de especial interesse porque demonstra que a protegdo

imune a infecgéo viral pode ser obtida ndo somente com anticorpos

neutralizantes a protefnas estruturais, como é comumente observado, mas no
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caso dos flavivirus, também com anticorpos contra proteinas nao-estruturais

(WINKLER et al, 1988).

1.6- Aspectos Clinicos

Clinicamente a infecgdo pode ser assintomatica, quando a pessoa

infectada ndo apresenta sintomas da doenca (FIOCRUZ, 2002), ou sintomética,

quando o paciente manifesta uma doenga febril indiferenciada, conhecida como

febre do dengue (DF) ou febre hemorragica do dengue (DHF) que, em sua

manifestagdo mais grave, pode levar & sindrome de choque do dengue (DSS),

podendo levar a morte (ROCCO et al., 2001).

Na febre do dengue, 0S sintomas costumam surgir de trés a 15 dias

ap6s a picada do mosquito (FIOCRUZ, 2002) e sdo semelhantes a de um

resfriado como febre, calafrios, dores de cabega e mialgia (ROCCO et al.,

2001). Manchas pelo corpo, linfadenopatia, artralgia ou mialgia usualmente

acompanham os sintomas iniciais (GROEN et al., 2000; BALMASEDA et al.,
2003).

Na febre hemorragica do dengue e na sindrome do choque do dengue,

os primeiros sintomas a0 semelhantes ao da febre do dengue. De trés a cinco

dias depois, no entanto, 0 doente tende a apresentar uma breve e aparente

melhora seguida por agravamento dos sintomas e por sinais de debilidade

profunda: suores, palidez, agitagéo ou letargia, extremidades do corpo frias,

pulso fraco e hipotenséo (FIOCRUZ, 2002). Como a DHF é caracterizada pelo

extravazamento do plasma, & considerada a forma grave da doenga (GROEN

et al., 2000). A manifestagéo clinica da forma grave do dengue é mais
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freqiiente quando uma pessoa S€ infecta por um sorotipo e se reinfecta por
outro sorotipo, devido a presenca de anticorpos heterdlogos ou heterotipicos
(ROCCO et al., 2001, MINAS GERAIS, 2002), que agiriam como facilitadores

da infeccdo de macrofagos, levando & patogénese da doenga da DHF

(HALSTEAD, 1970).

A principal caracteristica fisiopatologica da DHF que a diferencia da DF é

o extravasamento do plasma, devido a um aumento da permeabilidade

vascular. Essa efuséo de plasma leva @ hemoconcentragdo, que se manifesta

através de valores crescentes do hematdcrito (BRASIL, 1996). Evidencia-se

também a trombocitopenia (plaquetas < 100.000/mm°) (BRASIL, 2002a) e

tendéncias hemorragicas por pelo menos uma das seguintes manifestagoes:

prova do lago positiva’, petéquias, equimoses, purpura, sangramento do trato

gastrointestinal, de mucosas e outros (BRASIL, 2002b).

* A prova do 1ago 6 realizada inflando-se 0 manguito do esfigmomandmetro na press#io média

entre a pressio arterial méxima e a minima do paciente, mantendo-se esta presséo por cinco

minutos. Quando positiva, aparecem petéquias sob 0 aparelho ou abaixo do mesmo. Se o

ntmero de petéquias for de 20 ou mais por polegada (2,3 cmz), essa prova é considerada

fortemente positiva. O teste pode ser negativo ou levemente positivo durante a fase de choque,

tornando-se positivo na fase de recuperagio do choque (MINAS GERAIS, 2002).
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Além de preencher os critérios acima, os casos de DHF sé&o

classificados em quatro categorias, segundo a Organizagdo Mundial de Saude

(BRASIL, 2002b):

Grau | - Febre acompanhada de sintomas inespecificos em que a unica

manifestagdo hemorragica é a prova do lago positiva;
Grau Il - Grau | e hemorragias espontaneas leves (pele, gengiva e nariz);

Grau Il - Pulso fraco e répido, queda da presséo arterial (PA), pele pegajosa e

fria, @ inquietagao. Refere-se ao principio da DHF;
Grau IV - Choque profundo com auséncia de PA e pressdo de pulso

imperceptivel. Mesmo ndo havendo sangramento aparente ou

generalizado, O paciente corre Serio risco de vida.

A emergéncia do dengue hemorragico & particularmente evidente no

Brasil. Cerca de 80% dos casos de dengue hemorragico notificados nas

Américas ocorrem no Brasil, & nos Glitimos anos, dados cumulativos mostraram

que mais de 1 milhao de casos foram reportados em todo o pais (DOS

SANTOS et al.; 2002).

1.7- Patogénese da DHF

As primeiras células a serem infectadas pelo virus do dengue sao

mondcitos sanguineos/macréfagos tissulares (HALSTEAD, 1970; FEIGHNY et

al.,, 1994, ROTHMAN; ENNIS, 1999). Estas células parecem agir como

carreadores para a disseminagédo do virus a diferentes tecidos, fato este que

pode explicar 0S sintomas sistémicos observados no dengue bem como o

13




envolvimento de diferentes células na produgéo de citocinas (ANDERSON et

al., 1997).

Citocinas sdo secretadas por dois subgrupos diferenciados de células
Thelper CD4": células Th1 e células Th2. As células Th1 secretam IFN-y, IL-2 e
TNF-B e sé&o responsaveis por reacbes inflamatérias mediadas por células,

hipersensibilidade do tipo tardia, injuria tecidual em infecgbes e doengas auto-

imune. As células Th2 secretam IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 e auxiliam a

produgdo de anticorpos pelas células B. A regulacido de Th1 e Th2 é mediada

por IL-10 e IFN~y, respectivamente (CHATURVEDI et al., 2000; ABBAS et al,,

2002a).

Em infecgdes virais, como aquelas causadas pelos virus Herpes simplex

ou Influenza, a resposta do tipo Th1 esta relacionada com a recuperagdo da

infeccéo, enquanto que @ resposta do tipo Th2 tende a levar a patologia severa

e exacerbagéo da doenga (MOSMANN; SAD, 1996). Ja no caso de infecgbes

pelo virus do dengue, as respostas Th1 est&o relacionadas com casos de DF e

as respostas Th2 com o grau IV da DHF (CHATURVEDI et al., 2000).

Chaturvedi et al. (2000) propuseram um mecanismo que pode explicar a

patogénese da DHF, onde o virus do dengue ao replicar no macréfago faz com

que estas celulas sofram maturagdo e apresentem os antigenos virais a

linfécitos T, os quais rapidamente produzem uma citocina denominada hCF

(fator citotdxico humano). O hCF induz os macrofagos a produzirem

intermedidrios reativos de oxigénio e nitrogénio, tais como radicais livres, nitrito,

oxigénio reativo, peroxido de hidrogénio e peroxinitrito. Os radicais livres além

de matarem as células alvo por apoptose também regulam positivamente a
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producao de citocinas proinflamatorias como IL-1B, TNF-a e IL-8 . A mudanga

nos niveis relativos de IL-12 e TGF-B altera o perfil de resposta Th1 para Th2

resultando na exacerbagdo da doenca do dengue e morte dos pacientes

(Figura 2).

Os macrofagos infectados com o virus do dengue ao apresentarem 0s

antigenos virais aos linfocitos T também induzem essas células a sintetizarem

citocinas indutoras da proliferagdo de células B, células precursoras dos

anticorpos IgM e 1gG (ABBAS et al, 2002a). Esses anticorpos ao se ligarem

aos antigenos de superficie dos macréfagos infectados, sofrem uma alteragéo

de forma que permitem a ligagéo e ativagdo da proteina do sistema

complemento denominada C1, em duas ou mais porgdes Fc da imunoglobulina,

processo que inicia a cascata do complemento (ABBAS et al., 2002b). A

ativagdo de C1 ativa e cliva outras proteinas do complemento, cujos

fragmentos proteoliticos (C5a, C4a, C3a) induzem inflamagao aguda ao se

ligarem nos mastacitos, provocando degranulagdo dessas celulas com

liberagéo de mediadores vasoativos como a histamina (ABBAS et al., 2002b).

A permeabilidade vascular é aumentada devido a efeitos combinados de

histamina, radicais livres (CHATURVEDI et al., 2000), citocinas proinflamatorias

(HALSTEAD, 1970; ROTHMAN; ENNIS, 1999; CHANG et al., 2002) e produtos

do complemento (HALSTEAD, 1970, ROTHMAN: ENNIS, 1999; CHATURVEDI
et al., 2000).

Esse tipo de resposta imune leva a um aumento do hematacrito, a uma

queda da pressao arterial, ao choque hipovolémico e manifestagdes

hemorragicas associadas a plaquetopenia (MINAS GERAIS, 2002). Esses
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fatores explicariam a presenga de DHF em criangas menores de um ano de
idade em uma primeira infecgéo por esse arbovirus, uma vez que os anticorpos

maternos ainda circulantes teriam papel semelhante aos obtidos por uma

infecgdo natural previa (HALSTEAD, 1970).
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1.8- Fatores de Risco para DHF

Algumas teorias tém sido desenvolvidas para explicar a ocorréncia das

formas hemorragicas do dengue (FIOCRUZ, 2002).

A teoria imunoldgica de Halstead (proposta em 1970) afirma que a

ocorréncia de DHF esta associada a duas infecgdes sequenciais por diferentes

sorotipos, apos ter transcomido um tempo minimo entre elas de

aproximadamente trés anos (TEIXEIRA et al., 1999; FIOCRUZ, 2002). Isso

aconteceria pelo fato da resposta imunolégica do individuo sensibilizado ser

amplificada pela segunda infeccdo, devido & existéncia prévia de anticorpos

heterotipicos (TEIXEIRA et al., 1999 GIBBONS; VAUGHN, 2002).

De acordo com Rigau-Pérez et al. (1998) e Rothman e Ennis (1999),

esses anticorpos heterotipicos formam complexos com o virus do dengue, os

quais s&o reconhecidos mais facilmente pelos mondcitos e macréfagos do que

as particulas de virus ndo complexadas. Esse fendmeno tem sido denominado

resposta amplificada dependente de anticorpo (ADE).

A segunda teoria (proposta em 1977), defendida por Rosen, relaciona as

formas graves da doenga & uma maior viruléncia de determinadas cepas do

virus (TEIXEIRA et al., 1999, FIOCRUZ, 2002; GIBBONS; .VAUGHN, 2002).
Como as teorias de Halstead e de Rosen ndo explicam de forma isolada

os eventos epidemiolégicos que vém ocorrendo no mundo, uma terceira teoria
propde, de forma integral, a multicausalidade, segundo a qual se interligam
vérios fatores de risco: individuais, virais e epidemiolégicos (Figura 3). A
intersecéo dos trés fatores determina a ocorréncia da DHF (KOURI et al., 1987,

TEIXEIRA et al., 1999 GUZMAN; KOURI, 2002).
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Uma proporgdo muito variavel de casos de DHF pode estar associada a
integracao dos trés fatores de risco, destacando-se: (1) o nimero de sorotipos
e o tempo em que estdo circulando em cada espago, (2) a magnitude das
epidemias de DF anteriores e atuais que determinam o estado imunolégico das
populagdes expostas a novas infecgbes, (3) as diferencas genéticas entre as
cepas, (4) os atributos pessoais como raga e idade dos individuos e (5) a

qualidade e cobertura dos sistemas de saude de cada pais (TEIXEIRA et al.,

1999).
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No geral, os fatores epidemiologicos e virais s&o determinantes para a

epidemia da doenga. Fatores de risco individuais como sexo, raga e doengas

cronicas séo fatores que predispbem a doenca ser mais freqliente em certa

raga ou grupo de idade. No entanto, a pré-existéncia de anticorpos & o principal

fator de risco individual, mas ndo o unico para a ocorréncia da doenga severa.

A presenga ou auséncia dos fatores de risco individuais determina se as

pessoas com infec¢do secundéria apresentam as caracteristicas clinicas da

DHF (GUZMAN; KOURI, 2002).

Os riscos da DHF s&o extremamente grandes quando a doenga é

hiperendémica, com circulacdo simuitanea de multiplos sorotipos do virus do

dengue dentro da populagdo (BRANCH; LEVETT, 1999), sendo mais freqliente

em criangas acima de 15 anos de idade (GIBBONS; VAUGHN, 2002).

1.9- Diagnéstico Laboratorial

Métodos de diagnostico laboratorial sdo utilizados tanto para a

identificagéo do virus do dengue, tais como o isolamento do virus, detecg&o do

RNA viral usando a reagao em cadeia da polimerase-transcriptase reversa (RT-

PCR), teste de neutralizagdo (NT) como também para a detecgdo de

anticorpos, tais como 0 MAC-ELISA e o Western-blotting.

0 isolamento do virus do dengue é sorotipo-especifico, sendo realizado

através da inoculagdo de sangue e derivados ou tecidos de pacientes em

culturas celulares, camundongos Swiss recém-nascidos e mosquitos adultos ou

larvas. Uma vez isolados, 0s Virus sao identificados utilizando-se de anticorpos

monoclonais sorotipo—especiﬁco, pelo teste de imunofluorescéncia indireta

SISBI/UFU
214393
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(BRASIL, 1996). No entanto, o isolamento do virus pode ser comprometido
pela dificuldade no transporte e estocagem apropriados, requisitos para
proteger o virus RNA, que é extremamente labil (BALMASEDA et al., 2003).

A detecgdo do RNA viral pela RT-PCR no soro sanguineo humano (De
PAULA; FONSECA, 2002), amostras de tecidos e até mesmo no mosquito
vetor (LANCIOTTI et al., 1992), jé foi descrita para muitos flavivirus (KORAKA
et al., 2002). De acordo com De Paula e Fonseca (2002), a RT-PCR tem se
mostrado um método de diagndstico sensivel, especifico e rapido em detectar

pequenas quantidades de RNA viral em espécimes clinicos.

O NT, apesar de ser a reagéo de escolha para muitos flavivirus, ja que é
tipo- especifica, consome tempo (KORAKA et al., 2002).

O ELISA de captura que detecta anticorpos da classe IgM (MAC-ELISA)
tem sido o método de escolha para os testes soraldgicos de rotina porque, na
maioria dos casos, € suficiente uma unica amostra de soro. Além disso, a

presenca de IgM anti-dengue ¢ Util para detectar o nimero de individuos

recentemente infectados durante uma epidemia (BRASIL, 1996).

A detecgdo de IgA (AAC-ELISA) pode ser Util para determinar as taxas
de infecgdo durante a epidemia da febre do dengue. Pelo fato do titulo de IgA

decrescer rapidamente, a0 contréario da IgM que pode persistir por 8 meses, ha

a indicagao somente de individuos infectados durante o Ultimo més. Desta

maneira, testes sucessivos podem fornecer a progressdo da epidemia

(TALARMIN et al., 1998). Além disso, a detecgdo de IgA em infecgdes

secundarias pode Sser mais sensivel que a detecgdo de IgM no soro

(BALMASEDA et al., 2003).
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‘De acordo com Miagostovich et al. (1999), o ELISA de captura que
detecta anticorpos da classe IgG (GAC-ELISA), juntamente com o MAC-ELISA
sdo0 os métodos mais precisos para determinar se o paciente esta
desenvolvendo uma infecgdo primaria ou secundaria, uma vez que o MAC-
ELISA sozinho ndo revela a distingdo entre essas duas respostas imunes.

A técnica de Western-blotting para caracterizagéo de anticorpos contra
proteinas do dengue é tambem empregada para determinar o perfil protéico
dos sorotipos DEN-1 e DEN-2 (MENDES, 2000) e detectar respostas contra
proteinas estruturais e nao-estruturais simultaneamente (FEIGHNY et al., 1994;

PRYOR; WRIGHT, 1994), apesar de ndo ser rotineiramente utilizada como

método de diagnostico laboratorial.

1.10- Tratamento
Nao ha tratamento especifico para a dengue, o que o torna

eminentemente sintomatico ou preventivo das possiveis complicagbes. As

drogas anti-virais, 0 interferon o € a gamaglobulina, testados até o momento,

ndo apresentaram resultados satisfatérios que subsidiem sua indicagdo

terapéutica (BRASIL, 2002a).
De acordo com Minas Gerais (2002), as consideragdes gerais para o

tratamento incluem:
Hidratac;éo,‘ devendo ser vigorosa e oral, quando o quadro permitir, ou

venosa, nos casos graves,
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e FEvitar o uso de salicilatos (aspirina) e anti-inflamatérios ndo hormonais

devido ao risco de sangramento. Opta-se, como medicag&o sintomatica,
pelo paracetamol ou dipirona;

Caso haja suspeita de dengue hemorragico, o paciente devera ser
hospitalizado e submetido, diariamente, & prova do lago, dosagem de
plaquetas e hematdcrito para detecgéo de alteragbes precocemente;

e Avalia-se necessidade de hemotransfusédo, no caso de sangramento

importante ou queda brusca do hematocrito.

Como ndo ha um tratamento especifico para o dengue (BRASIL, 2002a),
uma alternativa seria a produgéo de uma vacina segura e eficaz, o que ainda
n&o foi possivel (MINAS GERAIS, 2002; CDC, 2003; FERREIRA, 2004). Para

ser eficiente, a vacina devera ser tetravalente, ou seja, devera proteger contra

os quatro sorotipos de virus do dengue existentes (FERREIRA, 2004). Uma

vacina contra somente um sorotipo do virus pode ser perigosa, pois caso o
vacinado seja infectado na natureza por um outro sorotipo, a doenga pode se
manifestar de maneira mais severa (FERREIRA, 2004). Apesar de vacinas

atenuadas estarem sendo desenvolvidas na Tailandia (FIGUEIREDO;

FONSECA, 1996 RIGAU-PEREZ et al,, 1998), essas vacinas apresentaram

problemas de imunogenicidade e n&o podem ser combinadas em uma
preparagéo tetravalente, pois Seus titulos s&o muito baixos (FIGUEIREDO;
FONSECA, 1996). Uma vacina eficaz para o uso publico néo estar4 disponivel

pelos proximos 5 a 10 anos (RIGAU-PEREZ et al., 1998; CDC, 2003).
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1.11- Justificativa

Apesar de décadas de pesquisa, a patogénese da infecgéo pelo virus do

dengue ainda é pouco entendida. Muitas hipoteses tém sido formuladas para

explicar o desenvolvimento da febre hemorragica do dengue (DHF) e da

sindrome do choque do dengue (DSS) (KORAKA et al. 2001), como o

desenvolvimento de complexos imunes, ativagdo do sistema complemento e

seus produtos, citocinas, viruléncia do virus e uma resposta amplificada por

anticorpo (ADE) (CHATURVEDI et al, 2000). De acordo com Koraka et al.

(2001), a resposta dependente de anticorpo (ADE) € a hipotese mais aceita.

Atualmente, muitos diagnosticos dos flavivirus séo baseados em reagGes

de imunofluorescéncia e imunoenzimaticas. Os flavivirus possuem epitopos de

reagio cruzada, 0 que constitui um problema nos diagnosticos sorologicos

desses virus, especiaimente em regides onde muitos flavivirus estao presentes.

Isto sugere que as amostras devem ser testadas contra diferentes flavivirus

para garantir um diagnastico correto (KORAKA et al, 2002).

Além disso, pelo fato da febre do dengue apresentar sintomas

inespecificos (febre, dor de cabega, mialgia, artralgia, manchas na pele e,

), faz-se necessario testes de

ocasionalmente, manifestagdes hemorragicas

diagnostico especificos para diferenciar o dengue de outras doengas, como a

leptospirose rubéola, influenza, malaria ou infecg@o por Rickettsia, que podem

ter apresentagdes clinicas similares (GROEN et al., 2000; BALMASEDA et al.,

2003).

O uso de duas ou mais reagoes em conjunto fornece informagdes Uteis

para interpretar 0S resultados da sorologia para o virus do dengue (TALARMIN
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et al., 1998). A detecgdo de IgA e IgG na infecgao pelo virus do dengue no soro
é uma ferramenta valiosa no diagndstico da infecc@o pelo virus do dengue,

juntamente com os métodos tradicionais de detecgao de IgM (KORAKA et al.,

2001).

Apesar da necessidade de se desenvolver testes laboratoriais mais
répidos, especificos, sensiveis e baratos, o0s metodos de diagnodstico
laboratorial para os virus dengue sdo de extrema impartancia a fim de
monitorar a introdugdo de novos sorotipos do virus. Em uma populagdo
susceptivel, a introdugéo de novos sorotipos do virus & uma ameaga para a
ocorréncia de formas severas da doenga. Além disso, a identificagdo dos virus
dengue, pelos testes laboratoriais ja mencionados, é uma ferramenta essencial

para que medidas sejam tomadas para prevenir e controlar novas epidemias

(ROCCO et al, 2001).
Desde 1993, o setor de Vigilancia Epidemiolégica da Secretaria

Municipal de Satde, Prefeitura Municipal de Uberlandia, vem monitorando o
aparecimento de casos com suspeita clinica de dengue. Desde entdo, as
amostras clinicas séo investigadas no Laboratdrio de Imunologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas (ICBIM) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU),
mediante implantagdo de projeto de extens&o pelo Prof. Dr. José Roberto
Mineo.

A avaliagdo da reatividade dos isotipos de anticorpos (IgM, IgA e IgG)
aos sorotipos do virus do dengue (DEN-1, DEN-2 e DEN-3) em circulagdo na

cidade de Uberlandia, MG, poderdo fornecer informagGes importantes para

melhor compreender 0 mecanismo da patogénese desse virus em humanos.
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Além disso, ndo ha estudos publicados, até entdo na literatura, relacionando a

circulagdo dos sorotipos virais aos isotipos de anticorpos na infecgéo pelo virus

do dengue, por meio de ELISA de captura, utilizando o anticorpo monoclonal

E4 6B6C-1 que reconhece um epitopo comum presente nos quatro sorotipos

do virus.
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2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo Geral

Detectar anticorpos de diferentes isotipos na infecgéo pelo virus do dengue e

analisar o nivel de reatividade desses anticorpos aos sorotipos virais DEN-1,

DEN-2 e DEN-3.

2.2- Objetivos Especificos

- Padronizar reagdes imunoenzimaticas (ELISA de captura) para a
detecgdo dos anticorpos das classes IgA e IgG contra trés sorotipos do

virus dengue (DEN-1, DEN-2, DEN-3), em amostras de soros

humanos.

Validar as reag0es imunoenzimaticas padronizadas para a presenga de
anticorpos dos isotipos igM, IgA e IgG contra os trés sorotipos do virus
dengue (DEN-1, DEN-2, DEN-3), em amostras de soros de individuos

com suspeita clinica da doenga, colhidas nos anos de 1997, 2000 e

2003.

Analisar o nivel de reatividade dos isotipos 1gM, IgA e IgG ao epitopo

E4 6B6C-1 presente nos sorotipos virais DEN-1, DEN-2 e DEN-3.

R
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Populagdo de estudo e amostras de soros

Um total de 504 amostras de soro de pacientes com sinais e sintomas

sugestivos de infecgédo pelo virus do dengue, foram escolhidas aleatoriamente

dentre as amostras coletadas entre os meses de janeiro a junho, durante os

anos de 1997, 2000 e 2003, e enviadas para diagnéstico ao Laboratério de

Imunologia, UFU, Uberlandia, MG. Dessa forma, 168 amostras foram

analisadas para cada periodo estudado. Todas as amostras foram coletadas de

pacientes atendidos em GCentros de Saude e Unidades de Atendimento

Integrado (UAls) da cidade de Uberlandia, MG, e de municipios vizinhos.

Inicialmente, os espécimes clinicos foram coletados entre cinco dias e um més

apds o aparecimento da sintomatologia clinica da doenca, para os anos de
1997 e 2000. Ja para © ano.de 2003, a coleta das amostras de soros iniciou-se

a partir do nono dia a um més do surgimento dos sinais clinicos da infecgdo, de
acordo com o protocolo estabelecido pelo Setor de Vigilancia Epidemiologica,

Secretaria Municipal de Satde, Uberiandia, MG. Para cada amostra, foi
preenchida uma ficha constando, dentre outros, o0s seguintes dados:

procedéncia, idade, Sexo, enderego, sintomas e inicio dos sintomas do

paciente e data da notificagéo.

3.2- Antigenos do virus do dengue

Os antigenos dos trés sorotipos do virus do dengue (DEN-1, DEN-2 e

DEN-3) foram gentilmente fornecidos pelo Laboratério de Arboviroses do

Instituto Evandro Chagas, Belém, PA, Brasil.

31

LR S SRR EE e



3.3- ELISA de captura para detec¢do dos isotipos IgM, IgA e IgG na

infecgdo pelo virus do dengue

Baseada no método ja descrito para a detecgdo do isotipo IgM dengue-

especifico por ELISA de captura (MAC-ELISA), reagbes imunoenzimaticas de

captura para IgA (AAC-ELISA) e para IgG (GAC-ELISA) foram submetidas

otimizag&o, com algumas modificagoes (KUNO et al., 1990).

Microplacas de poliestireno com 96 pogos (Thermo Labsystems,

Franklin, MA, EUA), foram sensibilizadas (50ul/pogo) separadamente com (1)

anticorpos IgG de cabra anti-lgM humana (Kirkegaard & Perry Laboratories,

Gaithersburg, MD, EUA) diluido a 1:500, (2) igG de cabra anti-lgA humana

(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) diluido a 1:100 ou (3) IgG de cabra

anti-lgG humana (preparado a partir do antisoro hiperimune purificado em
coluna de afinidade Proteina A-Sepharose; Sigma Chemical Co.) diluido a 1:60
em tampé&o carbonato—bicarbonato 0,06M (pH 9,6). Apos incubagdo por 18

horas a 4 °C, as placas foram |avadas trés vezes com salina tamponada

fosfatada (PBS) contendo 005% de Tween 20 (PBST) e bloqueadas

(100pi/pogo) com PBS acrescido de albumina sérica bovina (BSA) a 4% por 30

minutos em temperatura ambiente. Depois de novos ciclos de lavagem com

PBST, as placas foram incubadas com as amostras de soros (50 pl/pogo), em

duplicata, diluidas @ 1:40 em PBS acrescido de BSA 0,5% (PBS-BSA) por 2h
atura ambiente. paralelamente, sOros controles positivos e negativos

cada reagio. Apos esse periodo, as placas foram

em temper

foram adicionados em

ovamente trés vezes com PBST e, em seguida, uma mistura dos trés

gue (DEN-1, DEN-2 e DEN-3) diluida a 1:40 em PBS

lavadas n

sorotipos do virus do den
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contendo soro equino normal 20% foi adicionada (50 plipogo) e incubada por

18 horas a 4 °C. Apos novo ciclo de lavagem, o anticorpo monocional

direcionado a glicoproteina E do virus do dengue marcado com peroxidase

(clone E4 6B6C-1; Jackson Immuno Research Laboratories, Inc., West Grove,

PA, EUA) foi adicionado as placas em uma diluigdo de 1:2000 em PBS

contendo soro equino normal 20% (25 wi/pogo) e incubado por 1 hora a 37 °C.

A reacgdo foi revelada pela adicdo do substrato enzimatico (100ul/pogo)

consistindo de acido sulfonico 2 2'-azino-bis-3-etil-benztiazoline (ABTS

Microwell Peroxidase Substrate System; Kirkegaard & Perry Laboratories). A

densidade optica (DO) foi determinada a 405 nm em leitor de placas (Titertek

Multiskan, Flow Laboratories, McLean, VA, EUA).

Os niveis dos anticorpos foram arbitrariamente expressos como indice

ELISA (IE) de acordo com a seguinte formula: [IE= média das DOs das

amostras de soros / DO do cut off ], onde o cut off da reagdo foi determinado

como a média das DOs obtidas dos controles negativos acrescida de trés

desvios-padréo (SILVA et al., 2002).
m consideradas como resultado negativo. As amostras cujos

Todas as amostras de soros com IE

menor que 0,9 fora

IE permaneceram entre 0S valores de 0,9 e 1,1 (zona cinza) foram retestadas e

somente as amostras de soros que apresentaram IE superior a 1,1 foram

consideradas como resultado positivo.
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3.4- Reatividade dos isotipos IgM, IgA e igG ao epitopo E4 6B6C-1

presente nos sorotipos do virus do dengue

As amostras de soros consideradas positivas no ELISA de captura para

os isotipos IgM, IgA e IgG (IE> 1,1) foram retestadas em um tipo alternativo de

ELISA para verificar sua reatividade ao epitopo E4 presente nos sorotipos

virais (DEN-1, DEN-2 e DEN-3), os quais foram adicionados separadamente as

placas. Este ELISA alternativo (ELISA-univalente) permitiu comparagdes entre

cada sorotipo individualmente, ao contrario da reagdo anterior que usou uma

mistura dos trés sorotipos virais (ELISA-trivalente). Dessa maneira, um

protocolo similar foi adotado como descrito anteriormente, com as seguintes

modificagbes. As amostras de SOros foram adicionadas as placas em

quadruplicata, de maneira que para cada amostra fosse testado: (1) a mistura

dos trés sorotipos virais; € 05 sorotipos isolados (2) DEN-1, (3) DEN-2 e (4)

DEN-3. As etapas seguintes da reagéo foram realizadas como descrito para o
ELISA-trivalente, com excegdo para o conjugado marcado com peroxidase
(mAb E4 6B6C-1), 0 qual foi diluido 1:1000 em PBS acrescido de soro equino
normal 20% para as reagbes com OS antigenos individuais. Valores da DO
obtidos para cada isotipo de anticorpo foram arbitrariamente expressos como
indice de Reatividade (IR) e foram calculados pela divisdo da DO obtida para
cada amostra testada com 03 sorotipos individuaimente pela DO obtida para &
és antigenos.

mesma amostra testada com a mistura dos tr
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3.5- Andlise estatistica

Diferengas entre as porcentagens dos isotipos IgM, IgA e IgG na
infeccdo pelo virus do dengue, obtidos pelo teste ELISA de captura nos
diferentes anos, foram analisadas usando o teste de diferencas entre duas
Proporgdes (Statistic for Windows — versdo 4.5 A - Statesoft, Inc., 1 993). A
média geométrica (mg) e o intervalo de confianga de 95% (IC 95%) dos niveis
dos isotipos foram determinados (GraphPad Prism 3,0, GraphPad Software,
Inc.) e o teste de Mann-Whitney foi usado para comparar a diferenca entre as
medias dos niveis dos isotipos na infecgéo pelo virus do dengue (GraphPad
Prism 3,0, GraphPad Software, Inc.). Os coeficientes de correlacio entre os
niveis dos isotipos foram determinados usando o teste de comelacéio de

Spearman (GraphPad Prism 3,0, GraphPad Software, Inc.). Valores de P <

0,05 foram considerados como estatisticamente significantes.
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4- RESULTADOS

4.1- Positividade para os isotipos igM, IgA e IgG nainfecgdo pelo virus do
dengue

As taxas de positividade para 0s isotipos IgM, 1gA e IgG na infecgdo pelo

virus do dengue, detectados em 168 amostras de soros escolhidas

aleatoriamente para cada ano estudado (1997, 2000 e 2003) estio

demonstradas na Figura 4. Os isotipos IgM, IgA e IgG foram encontrados em

43/168 (26%), 39/168 (23%) e 42/168 (25%), respectivamente, dos soros

analisados em 1997, 69/168 (41%), 57/168 (34%) e 58/168 (35%) em 2000; e

85/168 (50%), 67/168 (40%) © 83/168 (49%
aram significantemente de 1997 a 2003 (P <

) em 2003. As taxas de positividade

para todos os isotipos aument
0,001). Amostras positivas para os isotipos IgM e IgA mostraram um aumento
significativo de 1997 a 2000 ( P < 0,05), enquanto que a positividade para 1gG
aumentou signiﬁcantemente de 2000 a 2003 (P < 0,001) (Fig. 4A).
Quando foi analisada a positividade concomitante para dois isotipos de

anticorpos em 1997, 2000 © 2003 (Fig. 4B), amostras positivas para IgM/IgA

(38/168 (23%) 55/168 (33%) e 67/168 (40%), respectivamente), IgM/lgG

(39/168 (23%), 58/168 (35%) e 80/168 (48%) respectivamente) e IgG/IgA

(38/168 (23%), 53/168 (32%)
escente de positividade para todos os periodos

o 66/168 (39%), respectivamente) também

apresentaram um perfil cr
ferengas estatisticamente signif

stras positivas para IgM/IgA e IgM/lgG (P < 0,05).

: ; icantes foram encontradas
analisados. Di entre

1997 e 2000 para amo

s similares também foram encontradas entre 2000 e 2003 para

Diferenga
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amostras positivas para IgM/lgG (P < 0,05), e entre 1997 e 2003 para todos os
isotipos duplo-positivos analisados (P < 0,01).

Em relagdo & positividade concomitante para os trés isotipos de
anticorpos (Fig. 4C), isotipos triplo-positivos (IgM/IgA/IgG) foram encontrados
em 37/168 (22%), 53/168 (32%) e 66/168 (39%) das amostras analisadas para
os anos de 1997, 2000 e 2003, respectivamente. Neste caso também foi
notado um aumento nas taxas de positividade entre esses periodos, mas

diferenca significativa foi encontrada somente quando os anos de 1997 e 2003

foram comparados (P < 0,01).
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A Figura 5 ilustra as amostras reativas que apresentaram positividade
restrita para dois isotipos (Fig. 5A) ou um unico isotipo (Fig. 5B) em todos os
periodos estudados. Foi observado que a positividade restrita para os isotipos
de anticorpos é geralmente menos freqiiente, mas positividade restrita para os
isotipos IgM/IgG apresentou taxas crescentes [2/168 (1,2%), 5/168 (2,9%) e
14/168 (8,3%)] nos anos estudados. Positividade restrita para os isotipos
lgG/IgA néo foi encontrada em 2000 e em 2003 (Fig. 5A). Similarmente, a
positividade restrita para um Unico isotipo (IgM, IgA ou IgG) é baixa, mas foi
encontrada em taxas maiores para o isotipo IgM [3/168 (1,7%), 9/168 (5,3%) e
4/168 (2,4%) em 1997, 2000 e 2003, respectivamente]. A positividade restrita

para o isotipo IgA nao foi detectada em 1997 e 2003 (Fig. 5B).
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virus do dengue, detectados por ELISA de captura em 168 amostras de soros

humanos escolhidas aleatoriamente Para cada ano estygado

(1997, 2000 e 2003)
na cidade de Uberlandia, MG, Brasil.

(A) Positividade restritg para dois isotipos:
'gMIgA, 1gM/IgG ou IgGrigh; (B) Positividade restrita para y

m unico isotipo: IgM,
IgA ou IgG.
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4.2- Niveis dos isotipos IgM, IgA e 1gG na infecgdo pelo virus do dengue

Os niveis dos isotipos IgM, IgA e IgG na infecgao pelo virus do dengue,

foram expressos em indice ELISA (IE) e analisados durante os anos

selecionados para 0 presente estudo (Fig. 6). Niveis dos isotipos IgM e igG

foram significantemente maiores que oS de IgA em 1997 (Fig. 6A) e 2003 (Fig.
6C) (P < 0,01), enquanto que 0S niveis de reatividade para os trés isotipos néo
foram estatisticamente diferentes em 2000 (Fig. 68). Além disso, niveis de IgM
e lgG foram signiﬂcantemente maiores em 1997 e 2003 do que em 2000 (P,
0,001) (Fig. 6D), enquanto que 03 niveis de IgA foram os mais baixos e ndo
apresentaram diferenga significante entre os periodos analisados.
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Figura 6. Niveis dos isotipos IgM, IgA e I9G na infecgdo pelo virus do dengu®:
detectados por ELISA de captura em 168 amostras de soros humanos escolhida®
aleatoriamente para cada ano estudado: 1997 (A), 2000 (B) e 2003 (C), na cidade

de Uberlandia, MG, Brasil. A média geométrica e O intervalo de confianga de 95%

dos niveis dos anticorpos s&o mostrados em (D). *P < 0.01: **P < 0.001
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4.3- Correlagfio entre os niveis dos isotipos IgM, IgA e IgG na Infecgio

pelo virus do dengue
As Figuras 7, 8 e 9 demonstram os resultados da correlagéio entre os

niveis dos isotipos na infecgéio pelo virus do dengue (IgA vs IgM, IgG vs IgM,
I9G vs IgA) detectados por ELISA de captura em amostras de soros humanos
analisadas em 1997, 2000 e 2003, respectivamente. Os niveis de anticorpos
detectados por MAC-ELISA, AAC-ELISA e GAC-ELISA mostraram uma
correlagéo positiva significante em todos 0s periodos estudados, quando todas
as amostras de soros foram analisadas (P < 0,0001) (Figs. 7A, 8A, 9A).

Quando foram consideradas somente as amostras reativas (IE > 1,1), uma

Correlagéo positiva significante foi encontrada somente para IgG e IgA em

todos o periodos estudados (P < 0,0001). (Figs. 7B, 8B e 9B). Por outro lado,

todos os isotipos de anticorpo foram significantemente correlacionados no ano

de 2000 (P < 0,05) (Fig. 8B).
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Figura 7. Correlagéo entre os niveis dos isotipos na infeccao pelo virus do dengue

(IgA vs IgM, 19G vs IgM, IgG vs IgA), detectados por ELISA de captura em

amostras de soros humanos escolhidas aleatoriamente Para o ano de 1997, na
cidade de Uberlandia, MG, Brasil. (A) Correlaczo utilizando todas as amostras de

soros; (B) Correlagao utilizando somente as amostras Positivas (IE > 1 1).
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Figura 8. Correlagdo entre os niveis dos isotipos na infecgso pelo virus dO

dengue, (IgA vs IgM, 1gG vs igM, 19G vs IgA) detectados por ELISA de captura em

amostras de soros humanos escalhidas aleatoriamente para o ano de 2000, N3

cidade de Uberlandia, MG, Brasil. (A) Correlacsio utilizando todas as amostras d€

soros; (B) Correlag&o utilizando somente ag amostras positivas (IE > 1,1).
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Figura 9. Correlag&o entre os niveis dos isotipos na infeccdo pelo virus do

dengue, (IgA vs IgM, I9G vs IgM, I9G vs IgA) detectados por ELISA de capturd &

amostras de soros humanos escolhidas aleatoriamente para o ano de 2003, na
cidade de Uberléndia, MG, Brasil. (A) Correlagao utilizando todas as amostras de

soros; (B) Correlagao utilizando somente as amostras positivas (IE > 1,1).
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4.4- Reatividade dos isotipos IgM, IgA e IgG ao epitopo E4 6B6C-1
presente nos sorotipos do virus do dengue

O grau de reatividade dos isotipos IgM, IgA e IgG ao epitopo E4
presente nos sorotipos do virus do dengue (DEN-1, DEN-2 e DEN-3),
analisado pelo ELISA-univalente, para cada ano estudado ( 1997, 2000 e 2003),
esta ilustrado na Figura 10.

Diferengas importantes foram observadas durante os periodos de tempo
estudados. Em 1997, IgM reagiu predominantemente com o epitopo E4
presente no sorotipo DEN-2 quando comparado ao DEN-1 (P < 0,0001) e DEN-
3 (P < 0,001), enquanto que IgA e IgG reagiram principalmente com o epitopo
E4 presente nos sorotipos DEN-2 e DEN-3 em relag&o aoc DEN-1 (P < 0,0001).
Assim, o epitopo E4 presente em DEN-1 apresentou a menor reatividade para
todos os isotipos, enquanto que 0 mesmo epitopo presente em DEN-2 foi o
mais reativo para igM, IgA e IgG.

Em 2000, IgM reagiu predominantemente com o epitopo E4 presente no
sorotipo DEN-3 (P < 0,05), enquanto que IgA e IgG continuaram reagindo mais
intensivamente com este epitopo presente nos sorotipos virais DEN-2 e DEN-3
(P < 0,0001). Portanto, o epitopo E4 presente em DEN-2 e DEN-3 foi mais

reconhecido pelos isotipos de anticorpos neste periodo.
Em 2003, no entanto, uma modificagéo significante foi observada no

padrdo de reatividade para o epitopo E4 presente nos sorotipos virais,

considerando que este epitopo presente em DEN-3 foi mais reconhecido por

todos os isotipos de anticorpos estudados (P < 0,001).



Figura 10. Reatividade dos isotipos IgM, IgA e I9G ao epitopo E4 6B6C-1

presente nos sorotipos do virus do dengue (DEN-1, DEN-2 e DEN-3) detectada

por ELISA de captura em amostras positivas de soros humanos para cada ano
(1997, 2000 e 2003) na cidade de Uberlandia, MG, Brasil. *P < 0 05

WP < 001,
***P < (0.001.
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4.5- Distribuigo das amostras de soro reativas para os isotipos IgM, IgA e

IgG na infecgdo pelo virus do dengue

A figura 11 ilustra a distribuicdo das amostras reativas para IgM (Fig.

11A), IgA (Fig. 11B) e IgG (Fig. 11C), durante os meses de 1997, 2000 e 2003.
Foi observado que o pico de positividade das amostras ocorreu no més de
margo, para todos 0s anos analisados, independentemente do isotipo de

anticorpo. Comportamento diferente foi observado no ano de 1997, pois foi o

periodo que apresentou um maior pico de positividade no més de margo
(aproximadamente 70% para todos os isotipos de anticorpos) e nenhuma
amostra reativa no més de abril, quando comparado aos anos de 2000 e 2003,

os quais ainda demonstraram altas taxas de positividade neste més.

50

A R SR



P S AF s SR AT =

Figura 11. Distribuicdo das amostras de soro reativas (IE> 1,1) para os isotipos
IgM, 1A e IgG na infecgéo pelo virus do dengue, durante os meses de janeifo 2
junho de

j 1997, 2000 e 2003. (A) Amostras reativas para o isotipo lgM; (B)

Amostra i isoti
s reativas para o Isotipo lgA; (C) Amostras reativas para o isotipo 1gG.
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5. DISCUSSAO

Este estudo estabeleceu uma comparagéo entre os nivejs dos isotipos
IgM, igA e IgG na infecgdo pelo virus do dengue e a reatividade desses

anticorpos aos sorotipos do virus do dengue, DEN-1, DEN-2 DEN-3,

O ELISA de captura realizado utilizou anticorpo monoclonal direcionado
a glicoproteina E do envelope viral conjugado com peroxidase para revelar gs
reacbes. Foi observado um aumento significante na taxa de positividade para
infecgdo pelo virus do dengue de 1997 a 2003 na populag&o estudada. De
acordo com as informagbes fornecidas pelo Setor de Pesquisa e Bioestatistica
da Secretaria Municipal de Saude, Uberlandia, MG (Quadro 1, Apéndice)
esse dado indica que a incidéncia da doenga aumentou no ano de 1997 (94,33
casos/100.000 hab) a 2000 (151,27 casos/100.000 hab) e de 2000 a 2003
(274,62 casos/100.000 hab).

De inicio, acreditou-se que uma mudanga no Setor de Coletas poderia
ser um dos fatores responsaveis pelo aumento da taxa de positividade para
infecgdo pelo virus do dengue, no ano de 2003 em comparagdo com os anos
de 1997 e 2000, levando em consideragéo a cinetica da sintese de anticorpos
(Setor de Pesquisa e Bioestatistica da Secretaria Municipal de Saude,
Uberlandia, MG). Nos anos de 1997 a 2000, as amostras de soros dos
pacientes foram colhidas a partir do 5° dia a um més do aparecimento dos
sintomas, enquanto que para o0 ano de 2003, a coleta dos espécimes clinicos
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Sabe-se que os anticorpos IgM e IgG comegam a ser sintetizados a
partir do 6° e do 9° dia, respectivamente, da evolugéo da viremia, enquanto que

a produgao do anticorpo IgA inicia junto com a sintese de IgM, mas em niveis

bem menores, além de persistir por um curto periodo de tempo no sangue

(TALARMIN et al., 1998; GROEN et al.,, 1999). De acordo com Groen et al.

(1999), o anticorpo IgA s6 pode ser detectado até o 113° dia de infeccdo pelo

virus do dengue.
No entanto, de acordo com Rocco et al. (2001), a introdugéo de novos

sorotipos do virus do dengue em uma populagdo susceptivel € uma ameaga

para a ocorréncia de um aumento do numero de casos positivos da doenga,
mente de suas formas severas. Portanto, o aumento da taxa de

particular
o virus do dengue, quando s&o comparados os

positividade para infecgéo pel
e 2000, pode ser justificado pela introdugéo do sorotipo viral

anos de 1997
FIOCRUZ, 2002). Enquanto que o aumento do numero

DEN-2 no ano de 2000 (
s entre os anos de 2000 e 2003 pode ser justificado pela

de casos positivo
3 no ano de 2003 (Setor de Pesquisa e

introdugéo do sorotipo viral DEN-
taria Municipal de Satde, Uberlandia, MG).

Bioestatistica da Secré
m associagéo com a introdugéo de novos

Existem outros fatores que,
populagéo (ROCCO et al., 2001), também levam a um

sorotipos virais €m uma

o numero de casos Ppos
mosquito e a@ deteorizagdo dos sistemas de saulde,

itivos, como a descontinuidade dos

aumento d

programas de controle a0
m em muitas areas endé
2002), como em muitas regibes do Brasil

os quais ocorre micas da doenga (RIGAU-PEREZ et
al, 1998, GUZMAN; KOURI,

(TEIXEIRA et al., 1999).
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Considerando que nem todas as sindromes semelhantes & febre do

dengue (DF) sdo necessariamente devido ao virus do dengue e que a
presenga de IgM dengue-especifica depois de uma sindrome febril nem
sempre é evidéncia de infecgéo recente, uma vez que a DF pode ter ocorrido
ha alguns meses, é necessario a utilizagdo de um marcador de infecg&o mais
recente, como por exemplo, & presenga do isotipo IgA (TALARMIN et al.,
1998). A presenga deste isotipo pode ser um indicador que garante g
ocorréncia de replicagdo mais recente do virus nas superficies mucosas para
muitas infecgdes virais (GROEN et al.,, 1999).

A identificagdo de IgG dengue-especifica em pacientes com provavel
infeccdo pelo virus do dengue também tem sido utilizada para diferenciar
infecgbes primaria e secundaria (MIAGOSTQVICH et al.,, 1999). Amostras de
soros positivas para IgM e negativas para IgG caracterizam infecg&o primaria,
enquanto que amostras negativas para IgM e positivas para IgG caracterizam
infeccdo secundaria (BRASIL, 2002b). Alternativamente, amostras de soros
positivas para IgM e para lgG podem caracterizar infecgdo relativamente
recente, primaria ou secundaria, dependendo do momento da coleta do sangue
depois do inicio dos sintomas: até o 8° dia - infecgdo primaria; depois do 15°
dia - ndo & possivel distinguir entre infecgdo primaria e secundéria (BRASIL,
2002b). Portanto, a predominancia dos niveis de IgM e de IgG sobre os de IgA
em 1997 e 2003, encontrados no presente estudo, sugere a ocoméncia de

nameros maiores de pacientes com infeccbes relativamente recentes nesses

m ser priméria ou secundéria, dependendo do momento da

anos, as quais pode
coleta das amostras. Alem disso, a auséncia de diferenga estatisticamente
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significante entre os niveis dos isotipos, em 2000, em associagdo com a maior

Positividade restrita encontrada para IgM e IgA, também sugerem quadros de

infecgéo recente neste periodo.
No geral, MAC-ELISA, AAC-ELISA e GAC-ELISA apresentaram boa

reatividade, o que reflete a presenga de altos niveis desses anticorpos nas

amostras e/ou uma alta sensibilidade das reac6es (TARDEI et al., 2000).

Quando analisando a correlagdo entre os trés isotipos na infecgéo pelo
virus do dengue em todas as amostras de soros, os niveis de anticorpos

detectados pelos testes ELISA de captura mostraram correlagdo positiva
significante em todos os periodos analisados. No entanto, quando s3o

consideradas somente as amostras reativas, correlagdo positiva significante foi
todos os isotipos foram

encontrada somente para IgG e IgA, embora

correlacionados significantemente no ano de 2000.
O sistema complemento tem sido associado com a febre hemorrégica do

dengue (DHF) e com a sindrome do choque do dengue (DSS), uma vez que

sua ativagdo induz coagulagéo e, portanto, pode estar implicada na coagulagéo
o observada na DHF e no DSS . Além disso, sabe-se

intravascular, complicagé
que a imunoglobulina mais gficiente em fixar o complemento é a IgG (KORAKA

et al., 2001).
A ocorréncia de doenga severa também tem sido relacionada a sorotipos
0

mente o DEN-3 (LOURENGO-DE-OLIVEIRA et al., 2002).

especificos, particular
Apesar dos quatro sorotipos do virus do dengue serem capazes de produzir

GHN, 2002), DEN-2 e DEN-3 estéo mais frequentemente

DHF (GIBBONS, VAU
associados & doenga severa (GUZMAN; KOURI, 2002). Uma alta reatividade



ao epitopo E4 presente nos sorotipos DEN-3 e/ou DEN-2 Nos anos estudaq
ados,

0s quais foram significantemente reconhecidos pela 19G, pode sugeri
¥ ”.- a

presenca de casos de doenga severa, ja que nesse periodo Ocorreu casos dg
DHF.
No entanto, faz-se necessério um estudo mais detalhado destg questao,
Uma vez que a ocorréncia de DHF esta relacionada n&o s6 com og fatores de
risco virais, mas também com os fatores de risco individuais e epidemiolégicos
(GUZMAN: KOURI, 2002).

Neste presente estudo, foi determinado a reatividade dos isotipos de
anticorpos ao epitopo E4 6B6C-1 presente nos sorotipos do virus do dengue
em cada periodo estudado, que variou desde a predominancia desse epitopo
em DEN-2 para todos os isotipos em 1997, passando & predominancia do

mesmo epitopo em DEN-2 e DEN-3 para todos os isotipos em 2000, chegando
é‘ predominancia do mesmo epitopo presente no sorotipo DEN-3, também para
todos os jsotipos estudados, em 2003.

Ja foi descrito em estudos anteriores que a presenca de epitopos
comuns nesses sorotipos estdo mais relacionados a glicoproteina E, a unica
glicoproteina no envelope viral e 0 maior componente estrutural do virus
(ROEHRIG et al, 1983). Entre os varios anticorpos monoclonais (mAbs)
isolados e caracterizados contra a glicoproteina E, o mAb denominado E4

6B6C-1, detectou epitopos dessa glicoproteina presente no virus do dengue.
Além disso, no trabalho realizado, foi 0 unico mAb que apresentou reatividade

cruzada a esses epitopos (ROEHRIG, et al., 1983).



A reatividade cruzada ocorre com muitos epitopos do virus do dengue,
assim como em oufros membros da familia Flaviviridae. Este fendmeno pode
ser justificado pelo pequeno tamanho desses epitopos e pelo fato deles
conterem somente um polipeptideo, o que pode reaicar a “steric hidrance” entre

Os anticorpos especificos para diferentes epitopos (ROEHRIG et al., 1983),

Em estudos realizados recentements, achados importantes mostraram g
avaliagéo da reatividade cruzada de sete anticorpos monoclonais, inclusive o
mAb E4 6B6C-1 e outros, contra quatro flavivirus de espécies de aves
(BLITVICH et al., 2003). Além do mAb E4 reagir com todos os flavivirus
testados, foi o tnico que apresentou resultados mais significantes devido a sua
eficiéncia em detectar todos os flavivirus em questéo. No entanto, contrariando
toda esta informagéo, foi observado que ndo ha dados até agora na literatura
que avaliasse a utilizagdo do mAb E4 6B6C-1 para determinar o padrio de
distribuicdo dos epitopos presentes nos sorotipos do virus do dengue. Neste
presente estudo, contudo, baseado nos resultados obtidos pelo teste EL|SA-
univalente nas amostras estudadas em 1997, 2000 e 2003, foi demonstrado,
pela primeira vez, que uma distribui¢go diferencial dos epitopos reconhecidos
pelo mAb E4 pode estar presente entre os sorotipos DEN-1, DEN-2 e DEN-3,

Considerando a dindmica do processo epidémico de infecgéo pelo virus
do dengue nesta regido do Brasil Central que comegou com DEN-1, mudando
para DEN-2 e DEN-3 em 1997, 2000 e 2003, respectivamente, os resultados
aqui apresentados em relagdo & reatividade de isotipos de anticorpos ao
epitopo E4 presente nos sorotipos virais, nos permite levantar a hipotese de

que a expressdo desse epitopo viral reconhecido pelos diferentes isotipos de



anticorpos parece ser heterogénea entre os sorotipos do virus do dengue,
sendo menos freqiiente em DEN-1, quando comparado aos sorotipos DEN-2 e
DEN-3 que apresentam padrdes similares de expresséo.

Em conclusdo, a medida dos niveis dos isotipos de anticorpos na
infecgdo pelo virus do dengue pelo uso de GAC-ELISA e AAC-ELISA
juntamente com o MAC-ELISA e a determinagdo de suas reatividades
diferenciais ao epitopo E4 presente nos sorotipos virais, podem fornecer
informagdes mais seguras sobre 0s estagios iniciais da infecgéo, contribuindo

para o estabelecimento de uma conduta clinica mais adequada e diminuindo,

dessa maneira, a probabilidade de doenga fatal.
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6. CONCLUSOES

Os testes MAC-ELISA, AAC-ELISA e GAC-ELISA apresentaram-se como

ferramentas Uteis para a detecgdo dos isotipos IgM, IgA e IgG na infecgéo

pelo virus do dengus, respectivamente, nas amostras de soros de pacientes

com suspeita clinica da doenca.

Houve um aumento significativo na taxa de positividade para infecgdo pelo

virus do dengue de 1997 a 2003 na populagéo estudada, que pode ser
atribuido pela introdugdo do sorotipo viral DEN-3 no ano de 2003 e por uma

mudanca no Setor de Coletas.

- A predominancia dos niveis de IgM e de IgG sobre os de IgA encontrados
em 1997 e 2003 sugere a ocorréncia de quadros de infecgdes relativamente
recentes, as quais podem ser primaria ou secundéria, dependendo do

momento da coleta das amostras.

_ Os niveis similares dos isotipos IgM, IgA e IgG na infecgdo pelo virus do

dengue determinados em 20
e IgM e IgA neste periodo sugere a ocorrénecia de quadros de

00 em associagdo com a maior positividade

restrita d

infecgéo recente.
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- Considerando somente as amostras reativas, uma correlagdo positive
=
significante foi encontrada apenas para os isotipos IgG e IgA, embora todos

os isotipos foram correlacionados significantemente no ano de 2000

Uma alta reatividade ao epitopo E4 6B6C-1 presente nos sorotipos DEN-3

e/ou DEN-2, o qual foi reconhecido significantemente pelo isotipo I9G, pode

indicar a presenga de casos de doenga severa.

A determinagéo simultdnea dos niveis dos isotipos na infecgéo pelo virus do
dengue pelo uso de GAC-ELISA e AAC-ELISA juntamente com o MAC-

ELISA podem permitir um diagnéstico mais seguro e confidvel quanto gos
diferentes estagios da infecgéo.
A avaliaggo das reatividades diferenciais dos isotipos na infecgéo pelo virus

do dengue aos sorotipos virais podem fornecer informacgdes Uteis sobre os

sorotipos virais predominantes na populagéo estudada, contribuindo para o

estabelecimento de uma conduta clinica mais adequada e diminuindo a

probabilidade de doenga fatal.
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Quadro 1. Incidéncia dos provaveis casos de dengue, ocorridos em

Uberlandia, MG, nos anos de 1993 a 2003.

| Ano Incidéncia (100.000 hab)
| 1993 63529 T
1994 69,23
[’ 1995 519,69
| 1996 334,63
1997 94,33
]l 1998 64,23 -‘
| 1999 1206,61 B
{ 2000 151,27 7
[ 2001 | 393,48 7
[ 2002 [ 693,84 7
| 2003 | 274,62 ]

Fonte: Setor de Pesquisa e Bioestatistica,

Uberlandia, MG.

Vigildncia Epidemiologica, Secretaria Municipal de Saude,
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