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O Dengue ¢ atualmente considerado
o mais importante arbovirus que afeta o
homem em termos de morbidade e mor-
talidade. Infeccdes em humanos ocorrem
pela picada de vetores artrépodes, princi-
palmente pelos mosquitos Aedes aegypti
ou ainda pelo Aedes albopictus. A febre do
Dengue constitui sério problema de saude
publica, sendo de importancia particu-
lar em regides tropicais e subtropicais do
planeta. No mapa mundial, a distribui¢do
geografica da doenga estende-se por cerca
de 100 paises, onde mais de 2,5 bilhoes de
pessoas correm o risco de ser infectadas.
Sao conhecidos quatro sotoripos do virus,
nomeados como Den-1, Den-2, Den-3 e
Den-4, sendo que a infec¢ao pode ocor-
rer por qualquer dos quatro sorotipos. Em
nosso pais, as condicoes socioambientais
favoraveis possibilitam a disseminagdo do
transmissor e consequentemente elevam
o numero de casos da doenga, atingindo
milhares de brasileiros todos os anos. Nesse
cenario epidemioldgico, torna-se impres-
cindivel a disponibilidade de produtos que
apresentem desempenho satisfatorio paraa
realizacao dos testes clinicos laboratoriais,
para o rastreamento e/ou confirmac¢ao da
presenca do virus em casos de epidemia.
A confiabilidade no resultado laboratorial
¢ de vital importéncia para a tomada de
decisoes e implementagao de medidas de

maneira oportuna, visando principalmente
ao controle da doenga.

O objetivo deste projeto foi o de desen-
volver um kit de diagndstico molecular ba-
seado na metodologia do PCR em tempo
real para detecgdo do virus do Dengue em
soro de pacientes infectados e em vetores,
desenvolver testes de ELISA para detec¢ao
de anticorpos IgM/IgG especificos para
antigenos do virus do Dengue no soro de
pacientes infectados e um teste imunocro-
matografico para detec¢do de anticorpos
IgM/IgG especificos para antigenos do vi-
rus do Dengue e para detecgdo do antigeno
NS1 no soro de pacientes infectados.

Para o desenvolvimento do ensaio de
PCR em tempo real, trabalhamos primei-
ro com a padronizagdo da purifica¢ao do
RNA viral com base em amostras de so-
ros de pacientes. Apos a padronizagio da
purificagdo, iniciadores especificos foram
desenhados e testados. Selecionamos, entio,
um par de iniciadores capaz de detectar os
quatro sorotipos virais nas amostras de so-
ros de pacientes infectados. Para validagao
do PCR, 181 amostras de pacientes com
suspeita de dengue foram analisadas através
de PCR e de métodos imunoenzimaticos
comerciais. A sensibilidade do ensaio de
PCR foi de 88%, comparavel aos ensaios
imunoenzimaticos comerciais utilizados
(89%). Os ensaios de PCR com amostras
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de vetores capturados em armadilhas Mos-
quiTRAP ndo apresentaram resultados
satisfatorios. Testes realizados em nosso
laboratério indicaram que o RNA dos ve-
tores capturados estava muito degradado,
uma vez que os vetores ja se encontravam
mortos, e o processo de degradagdo dos
RNAs é muito rapido. Estamos estudando
uma soluc¢ao para estabilizar os RNAs ou
ainda a possibilidade de coletar os vetores
em espaco de tempo mais curto.

Para o desenvolvimento dos ensaios e
ELISA para detecgdo de anticorpos IgM /
IgG especificos para antigenos da dengue,
clonamos e produzimos uma proteina NS1
do virus da dengue em bactérias E. coli XL1
Blue. Essa proteina foi utilizada para sensi-
bilizar as placas de ELISA como antigeno de
captura para anticorpos presentes no soro
de pacientes infectados. Também testamos
o reconhecimento da proteina produzida
empregando kits comerciais de detec¢ao
de NS1. A proteina NS1 recombinante foi
reconhecida tanto pelos ensaios comerciais
quanto pelo soro de pacientes infectados.
Nos ensaios de ELISA, os soros de pacientes
infectados apresentaram leitura de absor-
béancia da ordem de cinco vezes o valor de
Cut off dos soros negativos. Estamos agora
trabalhando, juntamente com a empresa
associada, na padronizagdo e na estabiliza-
¢do dos reagentes do ensaio de ELISA para
submetermos esse aos testes de validag¢ao.

Durante o desenvolvimento dos ensaios
imunocromatograficos para detec¢ao rapi-
da de anticorpos anti NSI no soro de pa-
cientes infectados, deparamo-nos com a
necessidade de utiliza¢ao de anticorpos es-
pecificos para essa proteina para a produgao
desses ensaios. Utilizando a proteina NS1
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recombinante por nds produzida, fomos
capazes de detectar anticorpos IgM no soro
de pacientes infectados, utilizando anticor-
pos IgY policlonais anti NSI produzidos
e purificados em nosso laboratério. Tais
anticorpos foram conjugados com Ouro
coloidal e utilizados para a detec¢ao de NS1
no soro dos pacientes. Os resultados foram
bastante satisfatorios. Entretanto, para o
desenvolvimento de um ensaio mais sensi-
vel, precisamos produzir outro conjunto de
anticorpos capaz de reconhecer epitopos di-
ferentes na proteina NS1. Nosso grupo esta
trabalhando, agora, no desenvolvimento
de anticorpos monoclonais para utilizagao
nos ensaios imunocromatograficos, com o
objetivo de aumentar a sensibilidade deles.

O kit de PCR em tempo real desenvol-
vido foi disponibilizado para a empresa as-
sociada, na forma de protdtipo suficiente
para 100 reagbes, e a empresa esta traba-
lhando no desenvolvimento final dele. O
ensaio de ELISA encontra-se em estagio
final de desenvolvimento (padronizagao e
estabilizagdo dos reagentes), para ser, entio,
submetido a andlises finais de sensibilidade
e especificidade. Os testes imunocromato-
graficos ainda estdo em desenvolvimento,
uma vez que precisamos obter os anticorpos
necessarios para produzirmos um ensaio
com a sensibilidade desejada.
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