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RESUMO

ANDRADE, Adriana Gomes de, M. S., Universidade Federal de Vigosa, abril de
2004. Immuno-dot blot para deteccao do virus da dengue em Aedes
aegypti e em Aedes albopictus. Orientador: Jose Mario da Silveira
Mezencio. Conselheiros: Célia Alencar de Moraes, Arnaldo Chaer Borges e
Maria Catarina Megumi Kasuya.

A avaliacdo de viabilidade de uso da técnica de immuno-dot blot para a
detecgdo do virus da dengue em homogenatos de larvas e de mosquitos Aedes
aegypti e larvas de Aedes albopictus foi realizada utilizando-se soros humanos
reativos para dengue e soros policlonais antidengue, produzidos em coelhos da
raca Nova Zelandia imunizados com suspensdes de virus DEN-1 (Havai) e
DEN-2 (Nova Guiné) purificados e emulsificadas em adjuvante incompleto de
Freund. Os resultados demonstraram que a técnica apresenta sensibilidade
adequada para a detecg¢ao do virus da dengue em homogenatos de larvas e de
mosquitos A. aegypti e larvas de A. albopictus ainda que os titulos dos anti-
soros sejam baixos. A presencga do virus foi detectada em larvas do mosquito
A. albopictus, o que pode contribuir para o monitoramento do virus mesmo na
auséncia de surtos da doenca. Pode, inclusive, contribuir para estudos
epidemioloégicos mais amplos desse virus por fornecer ferramenta para esses

estudos.
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ABSTRACT

ANDRADE, Adriana Gomes de, M. S., Universidade Federal de Vigosa, april of
2004. Immuno-dot blot assay for detection of the virus of the dengue in
Aedes aegypti and in Aedes albopictus. Adviser: Jose Mario da Silveira
Mezencio. Committee members: Célia Alencar de Moraes, Arnaldo Chaer
Borges and Maria Catarina Megumi Kasuya.

The immuno-dot blot technique was tested and standardized for detection of
dengue viruses in Aedes aegypti and Aedes albopictus larvae and mosquitoes
homogenates. The experiments were carried out with dengue-reactive human
sera and with anti-dengue polyclonal antisera prepared in New Zealand male
rabbits immunized with DEN-1 (Hawai) and DEN-2 (New Guinea) purified virus
suspensions emulsified in Freund incomplete adjuvant. Results showed that the
virus can be easily detected by immuno-dot blot in A. aegypti and A. albopictus
larvae and mosquitoes homogenates and suggest that this technique, for its
simple procedure and easy reading, could be useful for field virus detection.
Although it was recently established that these viruses can multiply in A.
albopictus larvae, it is not known whether A. albopictus can indeed vector the
DEN-1 and DEN-2 viruses in Brazil and, if so, under what percentages,
relatively to A. aegypti mosquitoes. This study provides a tool for broader

epidemiological studies of these viruses.
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INTRODUGAO

A dengue é atualmente a arbovirose de maior importancia mundial, pois
2,5 bilhdes de individuos encontram-se expostos ao risco de infecgao por esta
doenca, em mais de 100 paises de clima tropical e subtropical. No Brasil, a
doenca foi registrada pela primeira vez, com o isolamento dos sorotipos DEN-1
e DEN-4, durante a epidemia de Boa Vista, Roraima, em 1981. Somente em
1986 a dengue se tornou um problema de saude publica nacional, com a
introducao do sorotipo DEN-1 no estado do Rio de Janeiro e sua subsequente
distribuicdo para varios outros estados do pais. A constatacido do sorotipo
DEN-2 no Estado do Rio de Janeiro, em 1990, mostrou que € ainda mais grave
a situagcdo da doenca no pais. O isolamento recente do sorotipo DEN-3 no
municipio de Nova Iguagu, em janeiro de 2001, aumentou a preocupagéo das
entidades de saude publica para o risco de aumento dos casos de febre
hemorragica da dengue.

As técnicas sorolégicas sao as preferidas no diagndstico laboratorial das
infeccbes humanas. Para a dengue, as mais comumente utilizadas tém sido
MAC-ELISA, inibicdo da hemaglutinagéo, fixagdo do complemento e teste de
neutralizacdo. Estas técnicas se baseiam na deteccdo de anticorpos
antidengue no soro humano. Técnicas de isolamento viral sdo pouco utilizadas

no diagndstico porque sao mais trabalhosas e exigem mais tempo para



execucdo. As técnicas moleculares sao mais utilizadas na pesquisa cientifica,
pois apesar de sua alta sensibilidade e especificidade, os seus custos ainda
sdo elevados para emprego rotineiro no diagnéstico.

Pesquisadores detectam o virus dengue a partir de pool de mosquitos
Aedes aegypti pelas técnicas de isolamento viral, como cultura de células de
Aedes albopictus ou primatas (células Vero); técnicas sorolégicas, como os
ELISA; e técnicas moleculares, como RT-PCR. Ha grande interesse em se
viabilizar técnicas de alta sensibilidade e de baixo custo para a realizagao de
estudos epidemioldgicos da doenga.

Immuno-dot blot tem sido utilizada com sucesso no diagndstico de
doencas diversas. E técnica relativamente simples e de baixo custo, pois ndo
requer equipamentos sofisticados nem para a execug¢ao e nem para a afericao
dos resultados, em que a interpretacdo dos mesmos ¢é visual. Este trabalho foi
conduzido com o objetivo de testar a viabilidade do uso da técnica de immuno-
dot blot, na deteccdo de particulas virais da dengue em homogenatos de
mosquitos e de larvas de A. aegypti e de larvas de A. albopictus, trabalhando-
se em separado as duas espécies, com vistas a sua adaptagdo para uso em

campo.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a dengue acomete
anualmente 100 milhdes de pessoas em 100 paises de todos os continentes,
exceto a Europa. Ainda segundo a OMS, cerca de 550 mil doentes necessitam
anualmente de hospitalizagdo e 20 mil morrem em consequéncia da dengue
(MINISTERIO DA SAUDE, 2002). A dengue é hoje a mais importante
arbovirose que afeta 0 homem e constitui sério problema de saude publica no
mundo, especialmente em paises tropicais (Figura 1). Em decorréncia do
crescimento global da populagao, urbanizagao, distribuigdo e favorecimento da
propagacao do principal mosquito vetor, Aedes aegypti, a dengue € uma
doengca emergente com co-circulagao de diferentes sorotipos do virus, o que
aumenta a frequéncia de epidemias e introduz a febre hemorragica da dengue
(PINHEIRO & DA ROSA, 1991; LEITMEYER et al., 1999).

A dengue é uma doenca febril aguda, cujo agente etiolégico € um virus
classificado em Flavivirus, familia Flaviviridae (NOGUEIRA et al., 2000). Séo
conhecidos atualmente quatro sorotipos antigenicamente distintos: DEN-1,
DEN-2, DEN-3 e DEN-4 (SABIN, 1952; HAMMON et al., 1960). O virus da
dengue é um arbovirus e o termo arbovirus deriva da expressao “arthropod-
borne viruses”, ou seja, sao virus que se multiplicam nos tecidos de artrépodos

hematdéfagos, e que pela sua picada sao transmitidos a vertebrados suscetiveis



(FORRATINI, 1965; PINHEIRO & DA ROSA, 1991). O virus dengue é esférico,
envelopado, com cerca de 40-50 nm de didmetro e genoma consistindo de fita
unica de RNA, com polaridade positiva, de aproximadamente 11 kb, que
codifica trés proteinas estruturais (C, prM/M e E) e sete proteinas néao
estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (FRANCKI, et al.,
1991; FIELDS et al., 1996; MURPHY, et al., 1999). O RNA viral esta envolvido
pelo capsideo, constituindo o nucleocapsideo, com simetria icosaédrica,
formado pela proteina C. O nucleocapsideo € envolvido por uma camada
lipidica dupla associada com proteinas de membrana (M) e de envelope (E). A
proteina E € a principal proteina estrutural e esta diretamente relacionada com

a imunidade e viruléncia dos diferentes sorotipos (WEI et al., 2003).

_ ..
o\ by

m Areas com Aedes aegypti

- Areas com Aedes aegypti e epidemia ativa de dengue

FIGURA 1 - Distribuicdo do mosquito Aedes aegypti no mundo (Fonte:
WORLD HEATH ORGANIZATION, 1997).

Em 1986, o Instituto Oswaldo Cruz confirmou a primeira epidemia de
dengue no Brasil, na regido do Rio de Janeiro (SCHARTZMAYR et al., 1986).
O virus isolado foi caracterizado como sorotipo 1 (DEN-1). Quatro anos depois,
um caso de dengue pelo sorotipo 2 (DEN-2) ocorreu na mesma area

(NOGUEIRA et al., 1990) e o aumento da viruléncia foi observado em alguns



poucos casos. Em janeiro de 2001, no municipio de Nova Iguagu, o sorotipo
DEN-3 foi isolado de uma mulher de 40 anos apresentando sinais e sintomas
da dengue classica (NOGUEIRA et al.,, 2001). A introdugdo de mais um
sorotipo do virus no territério brasileiro aumenta a probabilidade de ocorréncia
de casos de febre hemorragica da dengue.

Em 2003, a Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS), do Ministério da
Saude, indicava até o més de novembro, 299.330 casos notificados de dengue
(Tabela 1) (FUNASA, 2003). Houve redugdo no primeiro semestre, de 61,9%,
quando comparado ao mesmo periodo de 2002 (Tabela 2). Neste mesmo
periodo foram confirmados 616 casos de febre hemorragica da
dengue/sindrome do choque da dengue (DHF/DSS) em 19 estados, com 42
Obitos confirmados devido a DHF/DSS. Até agosto de 2003 houve circulagao
autéctone dos sorotipos 1, 2 e 3 em 22 unidades da federagao (Figura 2).

Nos ultimos anos, o Ministério da Saude aumentou significativamente os
repasses de verbas para o combate a dengue. De 1996 até 2001, os recursos
federais destinados a estados e municipios totalizaram cerca de R$ 2,5 bilhdes.
Em 1996, foram R$ 188,6 milhdes; em 1997, R$ 431 milhdes; em 1998, R$
396,5 milhdes; em 1999, R$ 448,5 milhdes; em 2000, R$ 456,2 milhdes; em
2001, R$ 605,7 milhdes. Para 2002, os recursos foram de R$ 1 bilhdo, quase o
dobro do ano anterior (MINISTERIO DA SAUDE, 2002).

Nas Américas, o virus da dengue persiste na natureza mediante o ciclo
de transmissao homem-A. aegypti-homem. Aedes albopictus, ja presente nas
Américas e com ampla dispersdo na regido Sudeste do Brasil (Figura 3), € o
vetor de manutencdo da dengue na Asia. Este mosquito foi pela primeira vez
associado a transmissao da dengue nas Américas durante um surto da doenca
no México (IBANEZ-BERNAL et al.,, 1997), onde mosquitos estavam
naturalmente infectados pelo virus da dengue. Atualmente, sabe-se que outros
mosquitos podem vir a ser transmissores potenciais da dengue, pois 0 virus ja
foi isolado de outras espécies de Aedes, como o A. albopictus, A. scutellaris, A.
africanus, A. leuteochephalus, A. opok, A. taylori, A. furcifer, A. mediovattus e o
A. polynesiensis (DIETZE, 1991, ANTUNANO & MOTA, 2000; FIGUEIREDO &
FONSECA, 2002).



A disseminacdo do A. aegypti e da febre amarela no Brasil ocorreu a
partir dos portos onde atracavam os navios originarios do continente asiatico.
Ocorreram diversas epidemias, a primeira das quais relatada em Recife, ainda
no século XVI. Pelo mesmo mecanismo e possivelmente por transporte aéreo,
o A. albopictus espalhou-se do Sudeste Asiatico para todo o mundo tropical
nos ultimos anos, tendo sido reconhecido no Brasil em 1987, nas proximidades
do Rio de Janeiro (SCHATZMAYR, 2001, NEVES, 1998). No entanto essa
especie de mosquito, A. albopictus, ainda ndo foi reconhecida como
transmissora do virus dengue no Brasil (CONSOLI & OLIVEIRA, 1998).



TABELA 1 — Numeros de casos notificados de dengue classica, febre hemorragica da dengue/sindrome do choque da dengue e 6bitos,

por més e regido, Brasil, 2003".

Regido JAN FEV MAR ABR MAIO JUN JUL AGO SET MI® TOTAL DHF/DSS DHF/DSS Sorotipos
casos Obitos
Brasil 31.473 55.958 69.212 64.968 37.936 18.633 11.141 5939 2.608 1.106 299.330 616 42 1,2e3
Norte 4348 5487 4.044 3479 2600 1.834 2818 3.310 1479 0 29.467 58 2 1,2e3
Nordeste®™  11.337 24.034 30.960 37.721 26.077 13.960 6.930 2.117 868 307 151.513 380 30 1,2e3
Sudeste™ 9213 18.187 23.541 17.071 6.982 1868 709 230 29 746 78.576 118 3 1,2e3
Sul®® 877 2299 4.370 1.746 168 22 18 20 15 53  9.589 2 1,2e3
entro-Oeste 5698 8951 6.297 4951 2109 949 666 262 217 0 30.185 58 5 1,2e3

Fonte: Secretaria de Vigilancia em Salde e Secretarias Estaduais de Satiide em FUNDACAO NACIONAL DESAUDE - http://www.funasa.gov.br.

1. Dados parciais até novembro de 2003. Sujeitos a alteragao.
2. Més ignorado.
3. Casos importados nos estados de SC e RS.

4. Casos confirmados nos estados de CE, PR e SP.



TABELA 2 — Numero de casos notificados de dengue classica entre janeiro e

agosto, por regiao do Brasil, entre 2002 e 2003.

Regiao Janeiro — Agosto Janeiro — Agosto Diferenca (%)
2002 2003

Brasil 768.041 292.599 61,90
Norte 24.264 27.393 12,90
Nordeste'® 283.766 148.076 -47,82
Sudeste'" 378.696 77.801 -79,76
Sul™® 7.442 9.521 27,94
Centro Oeste 73.873 29.808 -59,65

Fonte: Secretaria de Vigilancia em Saude e Secretarias Estaduais de Saude
em FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE - http://www.funasa.gov.br.
1. Casos confirmados autoctones nos estados de SP e PR

2. Casos confirmados no estado do CE

. Sorotipos
I

e, 1e2

-.’_,/ - I:?r' B 1,23
~o A sem circulagio

FIGURA 2 — Sorotipos circulantes do virus da dengue por estados brasileiros
até o més de agosto de 2003 (Fonte: FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE -

http://www.funasa.gov.br).



FIGURA 3 — Municipios que registraram a presenca de Aedes albopictus no
periodo de janeiro de 1997 a dezembro de 2002. Dados do
Sistema de Informacao em Febre Amarela e Dengue/FUNASA e

informagdes complementares (Fonte: DEGALLIER et al., 2003).

Com a presenga do A. aegypti nas areas endémicas de febre amarela,
nas regidoes Centro-Oeste e Norte, o risco de surgimento de infecgbes nas
regides urbanas se tornou uma realidade a ser enfrentada. A dengue constitui
hoje a mais importante doenga viral humana transmitida por mosquitos. Foram
notificados no Brasil mais de um milhdo de casos nos ultimos anos, desde a
epidemia de 1981/1982, em Roraima, e a primeira grande epidemia de 1986,
no Rio de Janeiro. A partir de entdo, a doenga, acompanhando a expansao do
A. aegypti, implantou-se igualmente em praticamente todo o Brasil, com a
presenca dos sorotipos 1, 2 e 3 (SCHATZMAYR, 2001).

Permanece controvertido se A. albopictus é ou nao espécie vetora do
virus. Evidéncias recentes mostram que o virus da dengue pode ser transmitido
verticalmente por esta espécie na natureza, mas nenhum dado demonstrou-o
como vetor entre seres humanos (SERUFO et al., 1993; DEGALLIER et al.,
2003). A transmisséo vertical do virus da dengue para uma linhagem brasileira
de A. albopictus foi comprovada em experimentos laboratoriais, mas o

isolamento do virus da dengue tipo 1, de larvas de A. albopictus na regidao de



Campos Altos, Minas Gerais, Brasil, representa o primeiro isolamento do virus
em larvas naturalmente infectadas (SERUFO et al., 1993).

Aedes aegypti é inseto urbano, cuja fémea se alimenta essencialmente
de sangue humano (DIETZE, 1991), apresenta coloragdo escura, quando
comparado com o Aedes albopictus, com faixas brancas. No dorso do Aedes
aegypti, ha um desenho em forma de lira, que desaparece nos insetos mais
velhos, sendo substituido por dois tufos de escamas branco-prateadas,

enquanto o Aedes albopictus apresenta uma faixa central no dorso (Figura 4).

(A)  Aedes aegypti (B)  Aedes albopictus

Figura 4 — Aspecto do dorso de Aedes aegypti (A) e Aedes albopictus (B)
(Fonte: WORLD HEATH ORGANIZATION, 1997).

A deteccdo e a diferenciagdo dos sorotipos do virus da dengue podem
ser feitas mediante anticorpos monoclonais em ensaio de imunofluorescéncia
indireta, como proposto por HENCHAL et al. (1982).

O diagnéstico da infecgao pelo virus da dengue tem sido realizado com
quatro técnicas soroldgicas, a saber: a inibicdo de hemaglutinagado, fixagdo do
complemento, teste de neutralizagdo e MAC-ELISA (“IgM capture enzyme-
linked immunosorbent assay”, ELISA para captura de IgM). Estes testes
apresentam limitagdes, como a ocorréncia de reagdes cruzadas com outros
flavivirus e até mesmo virus de outras familias, causadores de infeccbes
semelhantes (DE PAULA, 2001; MENDES, 2000).

Durante muitos anos a hemaglutinagéo foi a técnica mais utilizada, em
decorréncia da sua sensibilidade e facilidade de execugado. A fixacdo do
complemento apresenta sensibilidade baixa e requer pessoal treinado, nao
sendo mais utilizada para diagnéstico de rotina (DE PAULA, 2001). A técnica

sorologica mais especifica € a de neutralizacao, utilizada para identificacdo do
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virus e sorotipagem, além de definicho dos subgrupos intimamente
relacionados (CALISHER et al., 1989).

O ELISA (“enzyme-linked immunosorbent assay”) tem sido muito
utilizado no diagnostico de viroses, entre as quais as denominadas arboviroses
(ROEHRIG, 1982). Nos ELISA, o suporte fisico para a fixagdo do antigeno ou
do anticorpo é a microplaca de poliestireno (CONVERSE e MARTIN, 1990). No
inicio da técnica realiza-se a adsorgéo das moléculas ou particulas de antigeno
a serem pesquisadas, e presentes na amostra, na matriz da microplaca de
poliestireno (SHUAI et al, 1986). Usualmente a dengue é diagnosticada pela
constatagdo da imunoglobulina M (IgM), antivirus da dengue, sendo esta
variagao do ELISA denominada MAC-ELISA (TALARMIN et al., 1998).

O immunoblot € um procedimento enzimatico utilizado para detectar, por
exemplo, anticorpos humorais contra uma proteina especifica de virus
(HARLOW & LANE, 1988). Ha varias variagbes desta técnica, mas as mais
utilizadas para diagnostico sao Western blot e dot blot. No dot blot, um
antigeno da particula viral, que ja tenha sido isolado e purificado a partir do
virus ou do hospedeiro contaminado, é primeiramente aplicado na matriz de
nailon ou nitrocelulose. A técnica € semiquantitativa permitindo somente
determinar o titulo do anticorpo ou antigeno, sem determinar a concentragéo
(HAWKES et al., 1982; BANTTARI & GOODWIN, 1985).

No diagndstico, membranas de nitrocelulose tém-se mostrado eficazes
como matrizes adsorventes em substituicdo as microplacas da ELISA. Com
elas, a técnica tem execucao mais simples, ndo requer tratamento da amostra
de antigeno para a sua fixagdo. Os ensaios imunoenzimaticos realizados em
membranas de nitrocelulose s&o chamados de immuno-dot blot (MATTA et al.,
1997), dot-ELISA (BANTTARI & GOODWIN, 1985; PAPPAS et al., 1984;
PAPPAS et al, 1986; SMITH, 1987, MANCIANTI et al., 1996) ou dot
immunobiding assay (HAWKES et al., 1982; SHERWOOD et al., 1987).

Immuno-dot blot apresenta alta eficiéncia na deteccdo de virus,
anticorpos e bactérias em amostras diversas (XU et al., 1989; RODRIGUE et
al., 1989; OLIVEIRA, 1995; DRACZ, 1996; MATTA et al., 1997; HENRIQUES &
MEZENCIO, 2001). A técnica foi utilizada por XU et al. (1989) para detectar
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anticorpos ao HIV em individuos soropositivos e soronegativos, tendo a sua
sensibilidade sido equiparada ao micro ELISA e ao Western blot.

OLIVEIRA (1995) avaliou o potencial da técnica de immuno-dot blot na
deteccdo de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria em sementes de
tomateiro. Verificou que a especificidade dos anticorpos contra essa bactéria foi
semelhante a observada nos testes de aglutinagdo, onde os anticorpos
reagiram positivamente com todos os isolados em teste. A sensibilidade da
técnica, em que se empregou o procedimento de captura do antigeno, foi de
10° UFC/ mL.

O immuno-dot blot é considerado teste inovador no diagndstico do virus
da sindrome da cabega inchada (SCI), por ser barato e rapido, acessivel para
uso por paises em desenvolvimento, uma vez que nao depende da existéncia
de infra-estrutura laboratorial (LIMA, 1998). A mesma sensibilidade do ELISA
em detectar 100% das amostras positivas foi observada no immuno-dot blot,
contudo esta técnica apresenta-se melhor quanto aos valores de
especificidade, 96%, enquanto o ELISA apresentou 93%.

O immuno-dot blot também foi utilizado na detec¢ao de anticorpos para
o virus da doenga infecciosa bursal, quando se observaram como principais
vantagens a possibilidade de analisar varias amostras ao mesmo tempo e
dispensar o uso de equipamentos de leitura de alto custo (BARROS, 2001). O
teste é de facil execucao, rapido, sendo possivel utiliza-lo em campo. Além
disso, os discos com os resultados podem ser conservados, na auséncia de
luz, por tempo indeterminado.

RODRIGUE et al. (1989) comparou a técnica de immuno-dot blot com
immuno-colony-blot, microimunofluorescéncia indireta e emprego de meio
seletivo na detecgdo de bactérias da cavidade oral de camundongos. Os
resultados do immuno-dot blot foram comparaveis em 91% com os auferidos
com as outras técnicas; e, contudo, immuno-colony-blot mostrou-se de todos o
mais sensivel para a finalidade de detectar e diferenciar as espécies de
bactérias presentes nas amostras.

Ao utilizar immuno-dot blot para constatar adulteracdo de leite pela

adicao de soro de queijo, DRACZ (1996), empregando anti-soro policlonal com
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titulo de 960, verificou que é grande a sensibilidade da técnica, com a qual foi
possivel constatar até 1% (v/v) de soro de queijo adicionado ao leite.

HENRIQUES & MEZENCIO (2001), utilizando immuno-dot blot para
detectar o virus Mayaro em homogenatos de mosquitos do género
Haemagogus, verificaram que ndo ocorreu reagdo cruzada do anti-soro
antidengue contra o virus Mayaro e nem do anti-soro produzido em coelhos,
para o virus Mayaro, contra o virus da dengue; desta forma, a técnica pode ser
utilizada no diagnéstico diferencial das duas doengas, o que € muito vantajoso,
porque ambas apresentam sintomas muito semelhantes.

A membrana de nitrocelulose € suporte excelente para sistemas de
imunodetecgdo, pois apresenta alta capacidade de ligacdo com proteinas
(PALFREYMAN et al., 1988). Ha grande interesse no uso possivel de immuno-
dot blot para a produgao de “kits” diagnésticos para a dengue (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1997), uma vez que através desta técnica nao
haveria necessidade de adquirir equipamentos caros para se obterem os

resultados.



MATERIAL E METODOS

1. Local da pesquisa

O estudo foi conduzido no Laboratério de Imunologia e Virologia
Molecular do Departamento de Biologia Geral, da Universidade Federal de
Vigosa (UFV).

2. Cultura de células

Células de Aedes albopictus

O clone de células de mosquitos, C6/36 Aedes albopictus, foi
gentiimente cedido pelo Prof. Moacyr Alcoforado Rebello, do IMPPG,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro. As células foram
mantidas a 28°C em garrafas de plastico com 25 cm? de superficie interna util,
em meio liquido DMEM (“Dulbecco’s Modified Eagle Medium”) Gibco®
suplementado com 0,25% p/v de bicarbonato de sédio, 500 U/mL de penicilina,
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100 pg/mL de estreptomicina, 2,5 ug/mL de anfotericina B e 10% v/v de soro
fetal bovino. Apds a confluéncia total da cultura, o meio foi removido e as
células lavadas com tampédo fosfato-salina (PBS) e, a seguir, repicadas
utilizando-se solugédo de tripsina a 0,25% p/v em PBS, com posterior
ressuspensao das células em meio de cultura e passagem para trés outras
novas garrafas do mesmo tamanho (25 cm?). As culturas foram incubadas em
estufa a 26°C e utilizadas para o isolamento viral (MEZENCIO et al.,1989,
1990).

Células VERO

As culturas de células VERO foram mantidas em garrafas de vidro
(33cm?) ou de plastico (25 cm?), a 37°C em meio MEM (“Modified Eagle
Medium”) Gibco® suplementado com 0,25% de bicarbonato de sédio, 7% de
soro fetal bovino, 500 Ul/mL de penicilina; 100 ng/mL de estreptomicina e 2,5
ng/mL de anfotericina B. Apds a confluéncia das células elas foram lavadas
com uma solugao de verseno e repicadas para outras garrafas, utilizando-se de
uma solucdo de tripsina-verseno a 0,25% para posterior ressuspensado das
células em meio de cultura e passagem para trés outras novas garrafas do
mesmo tamanho. As culturas foram incubadas a 37°C e utilizadas apds a

confluéncia das células em uma monocamada.

3. Virus

As amostras de virus dengue, sorotipos DEN-1 e DEN-2, coletadas do
sobrenadante de centrifugacdo de células infectadas de A. albopictus,
multiplicadas em meio Leibovitz Gibco®, foram gentiimente doadas pela
Fundacao Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. Foram acondicionadas em vidros do
tipo “penicilina” com vedag¢ao de borracha e mantidas em ultracongelador a -
80°C.



4. Multiplicagao do virus dengue

A multiplicagdo do virus dengue foi realizada em cultura de células A.
albopictus (C6/36) iniciando-se o procedimento como o descarte do meio de
cultura no qual as células cresceram e substituindo-o por novo meio DMEM
desprovido de soro fetal bovino e em quantidade suficiente apenas para cobrir
a monocamada de células. Cerca de 250 yL de cada amostra viral, de DEN-1 e
DEN-2, separadamente, foram adicionados em cada garrafa contendo a
monocamada celular completa. Efetuada a inoculagdo, as garrafas foram
incubadas por 60 minutos, a 28°C, sob agitagdo manual ocasional, feitas com
intervalos de 5 minutos. Em seguida, o meio foi descartado, e adicionado novo
volume do meio completo de manutencédo (DMEM suplementado com 0,25%
p/v de bicarbonato de sodio, 500 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina, 2,5 ug/mL de anfotericina B e 10% de soro fetal bovino). As
garrafas foram incubadas a 28°C até a constatacao do efeito citopatico (ECP),
observado com ajuda de microscépio invertido LEITZ DIARVET GERMANY®. O
ECP causado pelo virus consiste na fusdo do citoplasma das células
infectadas, com o desaparecimento das suas membranas celulares,
decorrendo dai que os nucleos ficam imersos no citosol; vacuolos surgem,
sendo formados os sincicios. O mesmo procedimento foi adotado com células
sem a inoculagao viral, tendo sido adicionado somente 0 meio de manutengéo;
constituiu-se, desta forma, a testemunha ou controle.

Uma vez constatado o efeito citopatico, o meio de cultura e as células
foram coletados e submetidos a centrifugagao a 7800 g, a 4°C, por 10 minutos,
em centrifuga refrigerada Sorvall RC-5B. O sobrenadante, consistindo do meio
e as particulas virais, foi recolhido e repartido, em iguais volumes, em
pequenos frascos. As amostras da solugao viral foram mantidas em congelador
a —80°C (MEZENCIO et al.,1989, 1990).
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5. Titulagcao de DEN-1 e DEN-2

A titulagdo dos dois sorotipos do virus dengue foi feita pelo método de
TCIDsoy, (dose infectante de 50% em cultura de células VERO) e a
determinacao do titulo da suspensao viral pelo método de REED & MUENCH
(1938). As garrafas contendo as células VERO recém-confluentes foram
selecionadas e o0s seus meios descartados. As células foram tripsinizadas e 5
mL de meio MEM foram adicionados. As células foram ressuspensas e 4 mL da
suspensdo foram transferidos para tubo FALCON®. As células foram diluidas
em mais 8 mL de meio MEM, para se dispor de 10° células em cada placa de
microtitulacdo com 96 orificios. A seguir foram transferidos 50 uL da suspenséo
de células VERO (4,2 X 10° células/orificio) para cada pogo da placa de
poliestireno, com 96 cavidades. As amostras dos sorotipos do virus foram
entdo diluidas em meio MEM nao suplementado e 50 pL das dilui¢des virais
foram colocados junto as células. As microplacas foram incubadas em
incubadora tipo BOD, a 37°C com 5% de CO,, por até 72 horas. As células
foram observadas em microscopio invertido, durante esse periodo,

aguardando-se o efeito citopatico.

6. Purificagao do virus dengue

A purificagado dos sorotipos do virus dengue foi feita conforme protocolo
gentilmente cedido pelo Prof. Maulori Cabral do Laboratério de Estruturas de
Superficie de Virus Envelopados e Interferons, IMPPG, Universidade Federal
do Rio de Janeiro, RJ. Assim, cerca de 90 mL de sobrenadante de culturas de
células infectadas foram recolhidos e se lhe adicionou (q.s.p.) solugdo de
tampao tris - EDTA sédico até a concentracao final de 2 mM, em pH 8,4. A
mistura foi centrifugada a 7800 g por 30 minutos, a 4°C, o sobrenadante
separado do sedimento e a ele adicionado NaCl até a concentracéao final de 0,5

M. A mistura foi mantida sob agitagdo por meia hora, seguindo-se adigao de
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polietilenoglicol (PEG) 6000, a 40%, em agua, até a concentragao final de 8%
p/v. A mistura foi mantida em banho de gelo por uma noite e centrifugado a
2000 g por 30 minutos. O sedimento foi imediatamente ressuspenso em
solugdo de tris 2 mM/ EDTA a 1 mM, contendo 10 % p/v de sacarose, em
volume equivalente a 1/25 vezes o inicial. O material foi mantido no gelo por
uma hora e novamente centrifugado a 6000 g por 20 minutos. O sobrenadante
foi aplicado no topo de um gradiente de densidade continuo, 20 a 45% pl/v, de
tartarato de sédio e potassio, em tampéo PBS-glicerol 8% v/v e centrifugado
em ultracentrifuga Beckman a 150.000 g por duas horas, rotor SW 50.1. A
banda obtida, contendo virus, foi coletada com micro-seringa e agulha, e em
seguida foi dialisada contra tamp&o PBS-glicerol a 8% v/v por uma noite. Os
frascos dos virus purificados foram rotulados e guardados em ultracongelador a
-80°C (MEZENCIO et al., 1993).

7. Preparo do adjuvante incompleto de Freund

Oleo mineral e lanolina participam, na proporgdo de 1:1, da composicéo
do adjuvante incompleto. A lanolina, juntamente com o 6leo mineral, foi
transferida para gral de porcelana previamente aquecido em estufa. A mistura,
ap6s homogeneizagdo cuidadosa e completa, foi dividida em aliquotas e
acondicionada em frascos limpos. O armazenamento do adjuvante foi feito em
congelador, regulado para —20° C. A aliquota foi posteriormente aquecida,

quando da utilizagdo do adjuvante.

8. Preparo do imunégeno

A solugéo de virus purificado com titulo de 10°, TCIDsgy, foi emulsificada
1:1 v/v com adjuvante incompleto de Freund. A emulsificagao foi feita usando-

se seringa de injecao, sem agulha, em que a mistura foi aspirada e dispensada
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seguidamente, até se chegar ao aspecto branco, viscoso e denso da emulséo,

quando uma gota desta ndo se desfaz de imediato em contato com agua.

9. Obtengao dos anti-soros

Foram utilizados coelhos machos da raca Nova Zelandia, com a idade
de 2 a 3 meses no inicio das inje¢des. Coletaram-se 10 mL de sangue de cada
coelho, antes da imunizagao, de forma a se ter o soro pré-imune, ou normal.
Os coelhos foram imobilizados e aplicou-se por vez, por via intramuscular, 1,0
mL do emulsificado, solugéo viral-adjuvante incompleto de Freund. As injegbes
seguintes foram ministradas com intervalos de 15 a 20 dias, e todas juntas
perfizeram més e meio. Apds esse periodo, sacrificaram-se os animais. O
sangue foi coletado de uma s6 vez em béquer, este foi transferido para
refrigerador onde permaneceu até a manhé seguinte, para que se completasse
a separagao entre o soro e o coagulo. O coagulo foi mantido a parte com
bastdo de vidro, até que todo o soro fosse vertido em tubos de centrifuga. Os
anti-soros foram centrifugados a 2500 g, por 10 minutos, a 4°C, em centrifuga
refrigerada Sorvall RC-5B. O sobrenadante foi coletado e aliquotas de 500 pL
foram armazenadas em vidros do tipo “penicilina” com vedagéo de borracha e
mantidas congeladas a -20°C até quando necessario utilizar uma das aliquotas
disponiveis (MEZENCIO, 1981).

Amostras de soro humano reativo para dengue foram gentiimente
cedidas pela Fundagao Ezequiel Dias (FUNED) para a realizagao dos controles

positivos quando da utilizacdo da técnica.

10. Coleta de mosquito e larvas

Mosquitos e larvas de A. aegypti e A. albopictus e suas larvas foram
coletados e identificados pelos técnicos da Fundacdo Nacional de Saude

(FUNASA), regional de Uba, MG. Apds a coleta foram colocados em



recipientes devidamente rotulados, indicando o local e a data, sendo em
seguida congelados a —20°C. Foram obtidas 67 larvas de A. aegypti, 17

mosquitos A. aegypti e 60 larvas A. albopictus.

11. Preparo de sobrenadante oriundo de larvas ou mosquitos

macerados

As amostras de mosquitos e larvas congelados foram triturados em
almofariz, na presenga de 2 mL de diluente estéril contendo meio DMEM
suplementado com 0,25% de bicarbonato de sédio p/v, 500 U/mL de penicilina,
100 pyg/mL de estreptomicina, 2,5 ug/mL de anfotericina B e 10% v/v de soro
fetal bovino. A suspenséo foi submetida a 7800 g, por 30 min, em centrifuga
Eppendorff®. O fluido sobrenadante coletado foi utilizado a seguir no estudo de
deteccdo do virus pela técnica de immuno-dot blot (OLIVEIRA et al., 1994;
DRACZ, 1996; HENRIQUES & MEZENCIO, 2001).

12. Immuno-dot blot

Os discos de nitrocelulose de 6,0 mm de didmetro, obtidos de
membranas produzidas pela Bio-Rad®, com 0,45 pm de didmetro de poro,
foram utilizados como suporte sélido, foram colocados em microplacas de
poliestireno, CORNING® , com 96 orificios contendo esferas de vidro de
aproximadamente 4 mm de didmetro um disco por cavidade. Os discos foram
sensibilizados com 2 uL de uma das diluicdes seriadas dos homogenatos de
larvas e mosquitos A. aegypti e de larvas de A. albopictus, preparadas em
tampéao carbonato-bicarbonato 0,1 M, pH 9,6, tendo, a seguir, sido deixados a
temperatura ambiente, para secar.

Para bloqueio de sitios do disco ndo ocupados pelo virus, as placas

contendo os discos de nitrocelulose sensibilizados foram incubadas sob
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agitacdo constante (180 rpm), a temperatura ambiente, durante 10 minutos,
com 250 pL albumina bovina a 2% p/v em PBS (tampéo salina fosfato) pH 7,0
contendo 0,05% v/v de Tween 20 (PBST a 0,05%). A solugdo bloqueadora foi
entdo removida usando-se bomba de vacuo. Em seguida foi feita uma lavagem
com 250 uL de PBST a 0,05%, por 10 minutos, sob agitagdo, em temperatura
ambiente.

Cada disco recebeu 250 pL de cada diluigdo, em PBST a 0,05%, de anti-
soro obtido de coelho, preparado contra antigenos virais. A incubagao desses
discos com os anti-soros foi por 1 hora, sob agitagdo, em temperatura
ambiente, seguindo-se de trés lavagens com 250 uL de PBST 0,05%, por 10
minutos, para cada lavagem.

Apos as lavagens, foram adicionados, por cavidade, 250 uL de
imunoglobulina G (IgG) de cabra anti-lgG de coelho, conjugada com
peroxidase, e diluida a 1:5000 em PBST a 0,05%. A incubacgao transcorreu em
temperatura ambiente, também sob agitacdo, por 50 minutos. Seguiram-se
duas lavagens com 250uL de PBST a 0,05%, 10 minutos cada, sob agitagao,
em temperatura ambiente.

A cada disco, foram adicionados 100 uL do substrato, constituido por
0,1% (p/v) de 3,3-diaminobenzidina (SIGMA®); Tris-HCIl a 50 mM, pH 7,6; 1,0%
de cloreto de niquel (SIGMA®) e 0,1% (v/iv) de peréxido de hidrogénio
(MERCK®). As placas foram incubadas durante 5 a 10 minutos, ou até que o
controle positivo pudesse ser evidenciado. A reacao foi interrompida com 200
uL de agua destilada e deionizada. Cada disco foi lavado com 250 uL de PBST
a 0,05% e deixados em estufa a 35°C até a seca completa. Os resultados
foram avaliados visualmente, positivos ou negativos, com base na presenca ou
auséncia de uma mancha central (particulas do virus) de cor marrom nos
discos de nitrocelulose, sendo esta o produto da catélise exercida pela
peroxidase no substrato diaminobenzidina. O precipitado marrom nao se

verifica nas amostras negativas porque o antigeno esta ausente.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A especificidade sorolégica dos anti-soros de coelhos imunizados com
virus DEN-1 e DEN-2, e dos soros humanos reativos para dengue encontra-se
demonstrada nas figuras 5 e 6. A técnica de immuno-dot blot possibilita a
deteccao de niveis baixos de anticorpos, em comparagdo com os outros testes
sorologicos, como, por exemplo, a imunofluorescéncia indireta (HARLOW &
LANE, 1988).

O titulo obtido para o anti-soro de coelho imunizado com virus DEN-1 foi
32 vezes menor que aquele constatado no soro humano reativo para dengue,
enquanto o anti-soro de coelho imunizado com virus DEN-2 foi 16 vezes menor
(Figuras 7, 8 e 9). Em raz&o destes resultados infere-se que para o melhor
aproveitamento desses anti-soros com baixo titulo, a concentracido e
purificacdo da IgG dos anti-soros de coelhos devera ser boa alternativa. E
sabido que o uso de anticorpos monoclonais melhora o desempenho dos
anticorpos nos ensaios sorologicos, em razdo de sua grande especificidade
(HARLOW & LANE, 1988), contudo, esta alternativa n&o foi estudada.

Discos de nitrocelulose empregados para a adsor¢céo de antigenos tém-
se mostrado funcionais, ou bem sucedidos, em varios sistemas de avaliagao de
complexos antigeno-anticorpo (LIMA, 1998). A clareza dos resultados obtidos

no presente estudo demonstram a alta sensibilidade e especificidade da
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técnica de immuno-dot blot para a detecgéo de particulas virais da dengue em

homogenatos de mosquitos e larvas de A. aegypti e larvas de A. albopictus.
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Resultados dos testes de immuno-dot blot, comparando a reagao
dos virus DEN-1 e DEN-2 purificados (P) com as amostras de
virus DEN-1 (Havai=H) e DEN-2 (Nova Guiné=NG), amostras
sementes. Linha A, B, C e D diferentes amostras de soros
humanos reativos para dengue. Linha E controle positivo da
reagao, antigenos reagindo com seus respectivos anti-soros

obtidos em coelhos imunizados.
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FIGURA 6 — Resultados dos testes de immuno-dot blot para os anti-soros de
coelhos produzidos para virus DEN-1 (Havai) e DEN-2 (Nova
Guiné). Linha A anti-soro policlonal de coelho imunizado com
DEN-1 (Havai) (AS DEN-1 H). Linha B anti-soro policlonal de
coelho imunizado com DEN-2 (Nova Guiné) (AS DEN-2 NG).
Linha C controle positivo da reagao; antigenos reagindo com seus
respectivos anti-soros obtidos em coelhos imunizados (colunas 1-
4) e antigenos reagindo com soro humano reativo para dengue

(colunas 5-8).
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FIGURA 7 - Resultado dos testes de immuno-dot blot utilizados para a
determinacdo das menores diluicbes de soro reativo para
dengue. Nas linhas A, B, C e D as colunas de 1-12 representam
as diluigbes 1/2 a 1/4096 dos homogeneizados. Linha E:
controles positivos (colunas 1-6) e controles negativos (colunas
7-12), antigenos reagindo com soro humano reativo para
dengue (colunas 1-4 e 7-12) e com anti-soro de coelho (colunas
5-6).
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Resultados dos testes de immuno-dot blot dos experimentos para
verificar as menores diluicdes dos anti-soros policlonais de
coelhos imunizados com virus DEN-1 (Havai) e DEN-2 (Nova
Guiné). Linhas A, B, E e G diluicdo seriada do anti-soro policlonal
de coelho imunizado com virus DEN-1 (, ¥z até 1/2048). Linhas C,
D e F diluicdo seriada do anti-soro policlonal de coelho imunizado
com virus DEN-2 (sem diluir, 2 até 1/2048). Linha H controles
positivos, antigenos reagindo com seus respectivos anti-soros
obtidos em coelhos imunizados (colunas 1-6) e antigenos

reagindo com soro humano reativo para dengue (colunas 7-12).
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FIGURA 9 - Resultados dos testes de immuno-dot blot dos experimentos para
verificar a menor diluicdo dos homogenatos (sem diluir, %2 a
1/2048) ao qual o soro humano reativo para dengue reage
positivamente. Linhas A, B e C soro humano reativo para
dengue diluido 1:32. Linha D controles positivos, antigenos
reagindo com soro humano reativo para dengue (colunas 1-10)
e antigenos reagindo com seus respectivos anti-soros obtidos

em coelhos imunizados (colunas 11-12).
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FIGURA 10 — Resultados dos testes de immuno-dot blot dos experimentos com
virus DEN-1 n&o diluido para verificar a menor diluicdo dos
homogenatos (sem diluir, 2 a 1/2048) aos qual o anti-soro de
coelho é reativo. Linha A, B, C, D, E, F e G anti-soro policlonal
de coelho imunizado. Linha G controles positivos, antigenos
reagindo com seus respectivos anti-soros obtidos em coelhos
imunizados (colunas 1-6) e antigenos reagindo com soro
humano reativo para dengue (colunas 7-12). Linha H soro

humano reativo para dengue.



No immuno-dot blot, o antigeno esta ligado ao disco de nitrocelulose e,
portanto, as placas podem ser reutilizadas repetidas vezes, reduzindo o custo
operacional do teste. Os resultados sao interpretados visualmente, né&o
requerendo mao-de-obra especializada e nem equipamento caro, como
espectrofotdmetro, para efetuar e interpretar leituras (PAPPAS et al., 1984;
1986).

Os anticorpos obtidos a partir dos anti-soros preparados em coelhos
imunizados com particulas virais dos sorotipos DEN-1 e DEN-2 s&o
provavelmente anticorpos do grupo flavivirus reativo ou anticorpos direcionados
para complexo especifico dengue (Figuras 8, 9, 10 e 11). O anti-soro de coelho
imunizado com particulas virais do sorotipo DEN-1 interagiu positivamente
tanto ao virus DEN-1, quanto ao virus DEN-2 utilizados como controles (Figura
6). O mesmo se verificou com o anti-soro obtido do coelho imunizado com
particulas virais do sorotipo DEN-2 (Figura 6). Os anti-soros disponiveis
interagiram positivamente com os virus da dengue, porém ocorreu interagao
cruzada entre os anti-soros com 0s virus para os quais foram produzidos. Nao
se verificou interagdo dos anti-soros de coelho com outros antigenos testados
que nao fossem os virus para os quais foram produzidos.

O virus da dengue, a semelhanca dos demais flavivirus,
apresentam trés classes de determinantes antigénicos: grupo comum dos
flavivirus, complexo especifico e sorotipo especifico (TRENT et al, 1976;
TRENT, 1977). A diferenciacédo de determinantes antigénicos do virus dengue
pode ser feita pelo uso da tecnologia dos hibridomas para produzir anticorpos
monoclonais, para o uso em ensaio de imunofluorescéncia indireta (HENCHAL
et al., 1982).

Os soros humanos reativos para dengue também interagiram
positivamente tanto com as amostras de virus DEN-1, quanto com as de DEN-
2 (Figura 5). Assim, supde-se que os anticorpos presentes nestes soros sejam
do grupo flavivirus reativo ou anticorpos para complexo especifico para

dengue. Os soros humanos reativos para dengue reagiram positivamente
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somente diante das amostras de virus da dengue e nao diante dos demais
antigenos testados (Figuras 7 e 9).

Os anti-soros de coelhos imunizados com DEN-1 ou DEN-2 interagiram
positivamente diante dos homogenatos de mosquitos e, ou larvas de A. aegypti
e A. albopictus (Figura 8). Porém, possivelmente em decorréncia dos seus
baixos titulos, estes anti-soros n&o interagiram positivamente quando em
presencga de diluicbes maiores desses mesmos homogeneizados (Figuras 10 e
11).

Neste estudo a interacéo positiva dos anti-soros de coelhos imunizados
com DEN-1 e DEN-2, bem como dos soros humanos testados com o
homogeneizado de larvas de A. albopictus, foi assumida como resultado que
contribuiu ndo somente para demonstracdo de que a técnica em teste,
immuno-dot blot, se mostrou viavel para o objetivo proposto, como também,
demonstrou sensibilidade para se detectar a presenca de virus dengue no
homogenatos de larvas de A. albopictus (Figuras 6 e 12).

As larvas portadoras do virus da dengue foram pela primeira vez
localizadas na regido de Campo Altos, MG (SERUFO et al., 1993). Nesse caso,
confirmacao dos sorotipos foi feita mediante utilizacdo do procedimento padrao
da técnica de imunofluorescéncia e com o emprego de anticorpos monoclonais.

Em raz&o dos resultados obtidos, empregando anti-soros policlonais, a
técnica de immuno-dot blot nao possibilitou identificar os sorotipos do virus
dengue presentes nos homogenatos. Provavelmente a utilizagdo de anticorpos
monoclonais possibilitaria a identificacdo dos sorotipos, devido a alta
especificidade e afinidade desses anticorpos. O uso de anticorpos monoclonais
na técnica de immuno-dot blot permitiria a montagem de um kit, possivel de

utilizagdo em campo, com distingdo dos diferentes sorotipos do virus dengue.
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FIGURA 11 — Resultados dos testes de immuno-dot blot dos experimentos com
virus DEN-2 diluido 1:2 para verificar a menor diluicdo dos
homogenatos (sem diluir, 72 a 1/2048) ao qual o anti-soro de
coelho é reativo. Linha A, B, C, D, E, F e G anti-soro policlonal
de coelho imunizado. Linha G controles positivos, antigenos
reagindo com seus respectivos anti-soros obtidos em coelhos
imunizados (colunas 1-6) e antigenos reagindo com soro
humano reativo para dengue (colunas 7-12). Linha H soro
humano reativo para dengue.
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FIGURA 12 - Resultado do teste de immuno-dot blot das reagdes dos
homogenatos de larvas de Aedes albopictus (Aedes albopictus
L), e homogenatos de larvas e mosquitos de Aedes aegypfi
(Aedes aegypti L e Aedes aegypti M, respectivamente), contra
soros humanos reativos para dengue. Linha A, B, C e D
diferentes amostras de soros humanos reativos para dengue.
Linha E controle positivo da reagdo, antigenos reagindo com
soro humano reativo para dengue, colunas 1-4; antigenos
reagindo com seus respectivos anti-soros obtidos em coelhos

imunizados, colunas 5-9.



RESUMO E CONCLUSOES

A técnica de immuno-dot blot mostrou-se eficiente na detecgéo do virus
da dengue em homogenatos de larvas e mosquitos Aedes aegypti e de larvas
de Aedes albopictus, sendo utilizados anti-soros policlonais de coelhos
imunizados com virus DEN-1 e DEN-2. Devido ao fato dos titulos dos soros
policlonais preparados em coelhos serem baixos, tanto no coelho imunizado
com DEN-1 (Havai) quanto com DEN-2 (Nova Guiné), também foram
utilizados, em alguns experimentos, soros humanos reativos para dengue. E,
todavia, permanece aberta a alternativa, ainda ndo estudada, de concentracéo
e purificagdo prévias destas imunoglobulinas reativas a esses sorotipos, e
presentes nos anti-soros de coelhos, antes de emprega-las no teste. As
reagdes cruzadas observadas em immuno-dot blot, tanto para DEN-1 quanto
para DEN-2, indicam que os anticorpos presentes nos anti-soros policlonais,
tanto nos originados de coelhos como nos de origem humana, ndo sao
especificos para os sorotipos em estudo. Assim, em futuros trabalhos, o
emprego de anticorpos monoclonais restritos ou privativos de cada sorotipo do
virus da dengue podera permitir a especificidade desejada e ainda maior
sensibilidade da técnica de immuno-dot blot. Mostrou-se o potencial desta

técnica para emprego direto, em campo, visto a possibilidade de avaliagéo
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visual da cor nos discos de membrana; a sensibilidade e o baixo custo em

comparagao as técnicas tradicionalmente utilizadas.
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