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RESUMO: Os virus dengue sio patdgenos que vém afetando milhdes de pessoas durante os dois

Gitimos séculos. No presente trabalho, comparou-se a téenica tradicional de MAC-ELISA e o teste de
Immunoblotting, utilizando-se protemas recombinantes, para pesquisa de anticorpos da classe M, con-
tra os virus Dengue sorotipos 1 e 2. Foram testadas [00 amostras de soro de pacientes, com suspeita cli-
nica de dengue, por MAC-ELISA e Immunoblotting. Estes soros quando submetidos ao MAC-ELISA
resuftaram 56 positivos para dengue e 44 negativos. Hstas mesmas amostias avaliadas por
Immunoblotting revelaram 36 soros negatives, 36 soros positivos para DEN-1, 6 para DEN-2 e 2 para
DEN-1e2.

Protefnas recombinantes {DEN-1 ¢ DEN-2) utilizadas como antigeno em Immunoblotting possibi-
litamn um diagndstice diferencial dos sorotipos de dengue circulantes em determinada frea, enguanto o
teste de MAC-ELISA apesar de sensivel e rdpido néo tipifica ¢ sorotipo de dengue, dado importanie

duranie os perfodos de epidemias.

DESCRITORES: Dengue, MAC-ELISA, Inununoblotting, proteinas recombinantes

1. INTRODUCAO

Os virus Dengue v8m infectando milhdes de pes-
soas durante os dois dltimos séculos, A historia natural
da doenga estd ligada ao meio ambiente e a hibitog
domésticos da populagio. Sdo transmitidos principal-
mente pelo mosquito Aedes aegypti, porém outros Aedes
ssp, encontrados nos répicos, sdo vetores potenciais e
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mais da metade da populagio humana estd exposta 4
picada destes artrépodos. Na maioria dos casos de infec-
¢&0, ocorre a febre do dengue cldssico ou a febre indife-
renciada, porém a febre hemorrigica do dengue pode
acontecer evoluindo para choque (sindrome de chogue),
ocasionando morte do paciente®".

Os vitus Dengue sdo arbovirus que pertencem ao
género Flavivirus, familia Flaviviridae. Até o momento
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sd0 conhecidos quatro sorotipos distintos do virus
Dengue: sorotipe 1 {DEN-1), sorotipo 2 (DEN-2), soro-
tipo 3 (DEN-3) € sorotipo 4 (DEN-4). A exemplo de
outros flavivirus apresentam envelope, nucleocapsideio
e genoma formado por um RNA de fita simples, senso
positivo ¢ aproximadamenie 11 kb™2% Um aspecto
importante do genoma destes vitus é a presenca de uma
estrutura conhecida como Open Reading Frame (ORI,
Este ORF € responsdvel pela codificacio de uma poli-
prodeina, a qual € processada em 3 proteinas estrotorais ¢
7 ndo estruturais’. Entre as trés proteinas estruturais
(core [C1. membrana [M] ¢ envelope [E]) a proteina E
temn um papel importante na biclogia do virus uma vez
gue é responsavel por varias atividades biologicas
incluindo montagem do virus {maturagdo}, fusdo celular
e imunogenicidade induzindo anticorpos neutralizantes e
de anticorpos intbidores da hemaglutinacio™®

O mapa topoldgico da proteina E revelou vérios
dominios antigénicos, entretanto trés (domfnio I, 1 e TD
foram definidos como principais, sendo cada um com-
posto de virios epitopos que exibem diferentes ativida-
des funcionais e soroldgicag'™ 9223,

O dominio I da proteina E contém um fragmento
de aproximadamente 100 aminodcidos, com varios resi-
duos de cisteina, 0s quais sdo importantes na preservagio
da ponte dissuifidica N-terminal, responsidvel pela estro-
tura conformacional dos sitios antigénicos. A partir dessa
seqlidncia de aminodcidos foram produzidas proteinas
recombinanies dos viras da encetalite japonesa (Japanese
encephalitis virus - JEV) e DEN-1 que podem ser empre-
gadas como antigenos em reacdes soroldgicas™"”

Proteinas E recombinantes para a regiiio do domi-
nio I dos sorotipos DEN-1, DEN-2, DEN-3 ¢ DEN-4
foram produzidas e restadas em suas reatividades com
fluido ascitico de camundongoes imunizados, vtilizando-
se Os ensalos imunoenzimdticos tipo ELISAY

No presente trabalho, a partir de soros de pacientes
com suspeita clinica de dengue, estudou-se a resposta
imune humoral de anticorpos da classe M pela técnica
tradicional de MAC-ELISA e comparou-se 0s resultados
com o teste de fmmunoblotting realizado com protefnas
E recombinantes dos sorotipos DEN-1 ¢ DEN-2.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Amostras de Soro
Amostras de soro foram obtidas de 100 pacientes,
apds 5 dias ou mais do infcio dos sintomas da doenca. Os
soros  eram de pacientes procedentes de diferentes

regifies geogrificas do Brasil: Sfo Paulo, Alagoas ¢ Mato
Grosso do Sul e foram enviadas para a Segfo de Virus

122

Transmitidos por Arrdpodos  para diagndstico sorologi-
co de infecgho pelo virus Dengue. Amostras do Estado de
Siio Paulo foram enviadas por Centros de Sadde,
Laboratérios Regionais do Instituto Adolio Luiz e
Servigos de Vigildncia Epidemiologica. Os soros proce-
dentes de Alagoas e Mato Grosso do Sul foram enviados
pelo Laboratério Central de Saide (LACEN) de cada
Estado. As amostras de sangue foram coletadas em tubos
sem anticoagulante e os soros foram separados por cen-
trifugacio (10 min. a 2000 rpm), acondicionados em fla-
conetes , identificados e armazenados a 20 °C. As amos-
tras, de Alagoas e Mato Grosso do Sul, foram enviadas,
apos separacio dos soros, em caixas de isopor com gelo
comum ou gelo seco ¢ também mantidas a -20°C aé
serem analisadas pelas téenicas propostas neste estudo.

2.2, Antigenos

(s antigenos foram preparados pela Segio de Virus
Transmitidos por Artedpodos (Instituto Adolfo Lutz), a
partir de cérebro de camundongos albinos swiss, de dois
ou trés dias de idade, por exiracio com sacarose - aceto-
na e titulacdo por hemaglutinagdo, com hemdcias de
ganso’. A diimgao gue corresponde a 16 unidades hemna-
glutinantes {oi utilizada para a realizagiio da técnica de
MAC-ELISA.

3, Proteinas E recombinanies

E. coli transformadas, contendo parte do genoma
da proteina E, inserido em plasmidio pATH 3DNA,
toram gentilmente cedidas pelos Drs. Benedito
A.L.Fonseca e Peter Mason (Yale University School of
Medicine, Yale Arbovirus Rescarch Unit, department of
Epidemiology and Public Health, New Haven, CT,
USA). Os recombinanies untilizados foram DE, DE,
DE ¢ DE, A diferenca entre E ¢ E, ¢sta na prcsemd d(}
dmmoamdo cisteina em E rpspomavcl pela formaciio da
ponte dissuifidica do ‘;eomemo i1 da proteina E.

As bactérias E. coli tmﬁslormadas foram crescidas em
meio M, formulado segundo Sambrook et al®, na presenca
ou auséncia de mpzofzmo para producio das proteinas
recombinantes. Apds tratamento com lisozima e NaCl a 5M
for obtido vm sedimento amareiado contendo as proteinas
recombinantes que foram ressuspensas em 1 ml de tampdo
TRIS/SBU (10mM TRIS, 1% SDS (Sodiwm Dodecil
Sulphatey, 1% $ -mercaptoethanol, 6M drea, pH 7.2)
(MASON et al 1989) e entiio estocadas a -20°C até o uso. -

2.4. MAC-ELISA

O MAC-ELISA foi realizade, segundo a téenica
desenvolvida por KUNO et al®. A sensibilizagiio das
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microplacas (Coming, NY, USA) foi feita wtilizando-se
100 wl, por orificio, de ant-IgM humano (Sigma,
Chemical, St Louis, USA), especifico para a cadeia, produ-
zido em cabra, difuido a 1:240 em solugfio tampio carbo-
mato O.1M pH 9,6, As microplacas foram incubadas a 4°C
em cmara imida por I8 horas e entdo lavadas 5 vezes
comn phosphate buffered saline (PBS) pH 7,4, Uma etapa
de blogueio foi efetuada com 150 ul por orificio de PBS,
contendo albumina bovina, (Sigma, Chemical, St Louis,
USA), a 4%, e incubagio de 30 min a temperatura ambien-
te. Apds este periodo foram lavadas novamente 5 vezes
com PBS e usadas imediatamente ou estocadas a -20°C até
O Us0.

Apds lavagem, de 5 vezes com PBS, foram adicio-
nados, por orificio. 50 ul de cada soro em feste em uma
diluigiio de 1/40 em PBS com 0,5% de albumina bovina.
A seguir as microplacas foram incubadas por 1 homa a
37°C. Em cada placa foram testadas 43 amostras de soro
em duplicata, controles positivo e negativo. Outra etapa de
5 lavagens com PBS e 50 ul de um pool de antigenos
DEN-1 e DEN-2, com 16 unidades hemaglutinantes de
cata antigeno, diduido em PBS com 20% de soro de cava-
le normal, for adicionada em cada orilfcio. As placas
foram incubadas por 18 horas a 4°C, em cidmara damida,
Apés incubaciio € lavagens o anticorpo monoclonal, anti-
tflavivirus, preparado em camundongos, marcado com
peroxidase (Jackson lmmuno Research Laboratories), uti-
lizado na diluicdo de 1/2500 em PBS com 20% de soro de
cavalo normal, foi adicionado (25ul em cada orificio) e as
placas foram incubadas por Th a 37°C em cimara timida .
As microplacas foram lavadas 7 vezes com PBS e seguiu-
se a adigio de 100ul de substrato ABTS (2,2-azino-di-(3-
ethyl-benzothiazoline sulfonic acid) diammoniom salt -
marca Kirkegaard & Perry Laboratirie), composto por
duas solugdes: Sol. A = ABTS e Sol. B = H,O, preparada
em paries iguais, no momento de uso. Apés incubagio a
37°CHA30 minutos  a leitura for realizada em lettor de
ELISA Titertek Multiscan MCC a 414 nm. Nio foi neces-
sdrio interromper a reacgfo para leitura.

As amostras de sorc foram testadas em duplicata.
0O primeiro orificio denominado TESTE continha todas
a3 etapas do MAC-ELISA radicional come descrito
acima, o segundo orificio denominado controle ndo con-
tinha o antigeno, apenas o diluente do mesmo. Este tipo
de controle foi importanie na redugdo de falsos positivos.
Resultado positivo nos dois orificios sio considerados
inespecifico. Soros positivos foram agueles com leitura
de densidade &ptica (DO) mator que 0.200.

2.5, immunoblotting

O método usado foi o descrito por TOWBIN et al”
e BURNETTE! com algumas modificag8es. O extrato de

proteina E recombinante obtido foi submetide & separa-
ciio em gel de poliacrilamida a 12,5% (SDS-PAGE) e
transferido para membranas de nitrocelulose™. As mem-
branas foram cortadas em tiras contendo os guatro ¢ipos
de antigenos: DE, DE, DE ¢ DE. Proceden-se ini-
cialmente o blogueados com BSA 3%, duranie 18 horas,
em temperatura ambiente. Posteriormente cada tira foi
lavada trés vezes em PBS pH 7,4 e a seguir foi adiciona-
do o soro do paciente diluido [:40 em BSA 1% por 2h a
temperatura ambienie ¢ constanie agitagdo. Pecorrido
este periodo de tempo foram feitas 3 lavagens, de 10
minutos cada, em BSA 1 %. As membranas foram incu-
badas com conjugado anti-gamaglobulina humano
(IgM}, produzido em cabra, ligado & peroxidase (Sigma,
Chemical, St Louis, USA) e diluido 1:800 em BSA 1%.
A incubaciio foi realizada a temperatura ambiente por 2
horas e constante agitagio. As tiras foram lavadas como
acima e coradas com soluciio de 0,5 mg/mL de 3.3.dia-
minobenzidina (DAB — Sigma, Chemical, St Louis,
USA) com 0,1% H,O, em PBS.

A sensibilidade, especificidade e eficiéncia, para
IgM., foram calculados segundo a tabela 1 e formulas
apresentadas a seguir,

Tabela 1. Formulas para os céleulos da sensibilidade,
especificidade e eficiéneia,

MAC-ELISA  positivo negativo Total
Immunobl.
Positivo a b a+h
Negativo c d c+d
Total atc b+d a+b+ct+d
1) Sensibilidade

A
Sex P 100
2) Especiticidade

D

e e 100
brd 0

3) Eficiéncia
. at+d
El=  ———me 100

A+b+esd
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3. RESULTADOS

(s soros de pacientes com suspeita clinica de den-
gue testados por MAC-ELISA resultaram em 56 positi-
vos para dengue € 44 negativos. Estas mesmas amostras
quando avaliadas por immunoblotiing apresentando dife-
rentes antigenos para a detecclo de DEN-1 ¢ DEN-2,
revelaram 56 soros negativos, 36 positivos para DEN-1,
6 para DEN-2 e 2 produziram reag@io visivel para DEN-
I e DEN-2. Entre os soros positivos pelas duas técni-
cas{n=40} verificou-se que 33 eram DEN-1 positivo, 3
DEN-2 positivas e 2 DEN-1 e DEN-2 positivos pela téc-
nica de immunoblotting, 16 amostras foram positivas so
em MAC-ELISA, nfic sendo possivel determinar gual o
sorotipo, quatro foram positivas apenas em immunoblot-
ting, sendo 3 DEN-1 ¢ 1 DEN-2 ¢ 40 negativos para as
duas provas (Tabela 2).

Tabela 2. Resultado comparativo dos testes de MAC-
ELISA e immunoblotting em amostras de soro de pacien-
tes com suspeita clinica de dengue, colhidas de pacientes
a partir do 5" dia pos manifestacBes clinicas.
Sio Paulo, 1995,

MAC-ELISA
Inmunobloring Positivos  Negalivos  Total
DEN-1 33 3 30
DEN-2 5 1 6
DEN-1 e DEN-2 2 - 2
Negativos 16 46 56
Total 56 44 100

Tomando os resultados de MAC-ELISA como
padrao, a sensibilidade do immunoblotting com antige-
nos recombinantes para DIEI e D2E1 foi de 71%,
enguanto a especificidade ¢ eficiéncia foram de 90% ¢
80% respectivamente.

4, DISCUSSAO

Immunoblotiing & uma técnica relativamente rapida
e sensivel de caracterizacio de antigenos proteicos pois
combina a separacio de proteinas de diferentes pesos
moleculares por eletroforese, com a identificacio imu-
noidgica dessas protefnas®, sendo portanto uma técpica
valiosa para propositos experimentais ¢ informagbes
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moleculares™®. A técnica de immunoblotting no diagnods-
tico de dengue pode identificar o sorotipo especifico cir-
culante em determinada regiio. CHURDBOONCHART
et al’ usaram esta combinagio para detectar imunoglobu-
linas M e (3 produzidas contra ¢ virss dengue, em soro
de pacientes com Febre Hemorrdgica e Sindrome do
Chogue, confirmando o diagndstico sorolégico; uina vez
que MAC-ELISA, como tinico teste diagnostico de roti-
na, para a detecgdo de [gM contra o virus dengue, pode
resultar em possiveis reacles cruzadas iniraespecitica e
interespecifica, levando a resultados falsos positivos.
Viérias evidéncias sugerem que muitos dos epito-
pos neutralizantes em flavivirus esto na glicoproteina
E. O dominio 11 (aminodcidos 300 a 400) parece fazer
parte dos sitios de ligagio de receptores dos flavivirus®,
Analisamos o8 antigenos recombinantes de DEN-1 ¢ 2,

desta regido, a fim de explorar as possibilidades de um

diagndstice diferencial destes dois sorotipos de dengue.
Os soros dos pacientes, utilizados nas andlises, foram
obtidos de trés diferentes regides brasileiras: Estado de
Sido Panlo, Estado de Alagoas e Estado de Mato Grosso
do Sul, onde estes viras sio epidémicos. Em infecgbes
primarias por virus Dengue, altos titulos de 1gM podem
ser detectados por MAC-ELISA; todavia, 1gM para os
polipeptideos dos vitus DEN sdo ainda pouco detectd-
veis em immuagoblotéing. Partindo da estrutura integra
do virus, CHURDBOONCHART et al’ analisaram, por
immunoblotting, soros de pacientes apés intecgfio prima-
ria com dengue ¢ mostraram que IgM para este viros
foram raramenic ¢ inconsistentemente detectados por
SDS-PAGE! immunoblotting. Nossas observagbes estao
de acordo com estes dados, pois do total de positivos
para MAC-ELISA (56} apenas 78,5% (44 de 56) foram
positivos para 1gM quando testados por immunoblotiing.

Entre os casos de dengue negativos por MAC-
ELISA quatro (7% foram positivos para IgM em inmmu-
noblotting. Tiste resultado pode ser devido a falsos nega-
tivos, deatro dos 10% esperados em MAC-ELISA,
segundo dades da PAHO™. J4 16 casos foram MAC-
ELISA positivos e “immunoblotting” negativos para
IgM. Estes achados podem ser decorrentes de uma pos-
sivel perda de reconhecimento do antigeno-anticorpo. A
maioria dos epitopos das proteinas E ¢ NS1 dos virus
MVTE ¢ TBE sdo sensiveis a agentes redutores™", efeito
também observado sobre algumas proteinas de virus
dengue, apés tratamento com 2 B-mercaptoetanel, utili-
zado como agente redutor®,

Estes resultados podem ainda ser decorrentes de
titulo da imuncglobulina M insoficiente para uma res-
posta positiva assim como da perda de intensidade de
higacio da proteina E em immunoblotting, por proviveis
alteracOes conformacionais dos epitopos DIEI/DIEZ e
D2EI/D2E2, tornando menos acessiveis para os anticor-
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pos IgM. E importante também salientar a competicio
entre as imunoglobulinas 1gG e IgM na téenica de fmmu-
noblorting, o gue fica reduzide no MAC-ELISA por se
tratar de um métedo de Captura.

Ressaltamos que até o momento ndo foram isola-
dos casos positivos autdctones para os sorolipos 3 ¢ 4,
nos Hstados de origem das amostras de sangue analisa-
das. Sendo assim, futuras investigagOes da presencga de
anticorpos, para estes sorotipos do virus da dengue,
serdo necessdrias naquelas 16 amostras positivas sé no
MAC-ELISA, antes de descartanmos a possibilidade de
falsos positivos e/ou a ocorréncia real de alteragBes nos
epitopos dos sorotipos estudados neste trabalho.

Estudos realizados com outros virus descrevem que
immunoblotting é mais eficiente que ELISA para detec-

¢do de anticorpos especificos tanto para o virus da Peste
Sufna Africana’ como para o reovirus sorotipo 3%
Entretanto, o uso de imumunoblotting no diagndstico
laboratorial tem consistido apenas na confirmacio dos
casos positivos em ELISA. Nos casos da Peste Suina
Africana muitos laboratdrios de diagudstico tem stibsti-
tuido a imunofluorescéneia por immunoblotting',

Apesar de MAC-ELISA ser um método sensivel ¢
rapido, no diagndstico de dengue, ndo tipifica os sorotipos
de dengue circulantes e ainda podem ocorrer reaghes cru-
zadas entre os diferentes flavivirus, Nossos estudos mos-
traram que os ensaios de immunobloiting, com proteinas
recombinantes (DEN-1 ¢ DEN-2), siio qualitativas e
importantes na definiciio do sorotipo circulante, pois resul-
tam em respostas rapidas durante perfodos epidémicos.
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BARBOSA, M.1. et al. — Detection of dengue virus serotypes | and 2 by immunoblotiing techaiques
using recombinant proteins. Rev. Inst. Adolfe Lutz, 58(2): 121127, 1999,

ABSTRACT: Dengue viruses {DEN-1 to 4} are human pathogens affecting millions of people in
the last two centuries. Results of a comparative study between the traditional MAC-ELISA method and
the Immunoblotting techniques using recombinant proteins of DEN-1 and DEN-2 to detect viras speci-
fic class M Immunoglobulins, are reported in this paper. One hundred sera samples were studied. Fifty
six samples were positive to dengue by MAC-ELISA and 44 were positive by Immunoblotting techni-
que: 36 to DEN-1, 6 to DEN.2 and 2 10 DEN-1 and 2 sorotypes. So, the serotype identification of the
dengue virus circulantig in a determined arca is possibie by using these recombinant proteins in
Immunoblotting techniques. These data are important for epidemiological surveillance mainly during

the occurrence of an epidemie
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