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RESUMO

Com o objetivo de verificar a existéncia de anticorpos reativos aos antigenos
virais da dengue e da febre amarela no sangue de macacos prego (Cebus apella) cativos
no Brasil, procedeu-se a coleta de sangue de 227 animais, oriundos de 17 cidades,
(concentradas nas regides sul e sudeste) de 4 estados do Brasil, no periodo compreendido
entre os anos de 2000 e 2001. Para tanto realizamos o teste de inibicao da hemaglutinacao
e também padronizamos um ELISA indireto utilizando um conjugado comercial. O teste
de Inibicdo da Hemaglutinacdo ndo detectou nenhuma reatividade dos soros estudados
frente aos antigenos da dengue (DENI, DEN II). Encontramos, no teste de ELISA, uma
reatividade de cerca de 97 % das amostras ao DEN I; 68% ao DII, 74% ao DEN III e
81% a febre amarela (FA). Nao observamos diferencas estatisticamente significativas de
reatividade entre machos e fémeas, porém a observamos entre animais adultos e velhos
para DEN I e FA. Os soros previamente tratados com a extracio pela acetona, utilizada
no teste de inibicdo da hemaglutinagdo apresentaram uma significativa perda de
reatividade quando testados de forma pareada com amostras ndo tratadas ao ELISA
indireto. Os resultados encontrados nio sdo compativeis com a epidemiologia da dengue
e da febre amarela no Brasil, uma vez que primatas oriundos de dois estados da federagdo
onde sabidamente ndo havia a transmissdo por ocasido da coleta apresentaram uma
reatividade importante, o que sugere a existéncia de anticorpos naturais reagentes aos
antigenos virais pesquisados e aponta no sentido de que estes possam ter alguma

importancia na resisténcia destes primatas a estas enfermidades.



ABSTRACT

With the objective to verify the existence of reactive antibodies to viral antigens
to dengue and yellow fever in the blood of capuccin monkeys (Cebus apella) captive in
Brazil, it was proceeded collection from blood of 227 deriving animals of 17 cities
(concentrate in south and southeast regions) of 4 states of the federacy in the understood
period enters the years of 2000 and 2001. For in such a way we carry through the test of
Hemaglutination Inhibition and also we standardize an indirect ELISA using one
commercial conjugate. The test of Hemaglutination Inhibition did not detect reactivity of
the studied seruns front to studied antigens of the dengue (DENI, DEN II). We find, in
the test of ELISA, a reactivity of about 97 % of the samples to DEN I; 68% to the DII,
74% to DEN III and 81% the yellow fever (FA). We do not observe statistical significant
differences of reactivity between males and females, however we observe it between
adult and old animals for DEN I and FA. The seruns previously treated with the
extraction for acetone, used in the test of Hemaglutination Inhibition had presented a
significant loss of reactivity when tested bodily with samples not treated to the indirect
ELISA. The results are not compatible with the epidemiology of the dengue and of the
yellow fever in Brazil, a time that deriving primates of two states of the federacy where
knew did not have the transmission for occasion of the collection had presented an
important reactivity, what it suggests the existence of reacting natural antibodies to viral
antigens searched and points in the direction of that these can have some importance in

the resistance of these primates to these diseases.
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1- INTRODUCAO

A interacdo do homem com os microrganismos foi possivelmente um fator chave na
evolugdo, cultura e civilizacdo humana. Evidéncias do efeito das doencas desde os
primérdios da humanidade, da pré-histdria, até o presente sugerem que os tipos de virus
associados com o homem mudaram com o tempo; a populagdo humana progrediu
tecnologicamente, aumentou em nuimero e densidade e como conseqiiéncia um grande
nimero destes microrganismos encontraram condi¢des para estabelecer associacdes com
esta. A doenga como castigo das divindades prevaleceu durante séculos na crenca das
populacdes. Dos gravames e afrontas provocados pelo homem originavam-se as iras dos
Deuses que, no seu desforco, dizimavam as massas com epidemias. A Iliada deixou-nos
uma imagem plena de objetividade dos danos nos acampamentos gregos exterminados pela
peste. Homero salientou o valor da punicao desferida pelos génios, relacionou causa e
efeito e profetizou a indispensabilidade da humildade e contrigdo humana como condic¢io
primeira e imprescindivel a quietagdo dos Deuses (ANDERSON & MAY, 1979 a,b, 1991;
BRAZ, 1980; ZANOTO & LEAL, 2000).

Embora nem todos os virus causem doenca, com a presente situacdo de
superpopulacdo, pobreza e desequilibrio ecoldgico, estes podem ter efeitos devastadores no
progresso humano. Recentemente doencas emergentes e reemergentes causam pandemias
massivas como, por exemplo, a AIDS e a dengue e tem promovido mudangas formidaveis
podendo, até mesmo, provocar um impacto direto na continuidade de nossa espécie (LEAL
& ZANOTO, 2000).

As questdes relacionadas com as viroses, emergentes € reemergentes Sao
complexas, porém pode-se reconhecer que, em sua maioria, essas doengas sao
desencadeadas por atividades humanas que modificam o meio ambiente, em especial, pela
pressdo demografica. A necessidade de vetores para a transmissdo, de vdrias destas,
introduz fatores ecoldgicos de importancia na discussdo que se efetiva nos paises de clima
tropical, além disso, observamos que os mecanismos de mutacdo e recombinagdo genéticas,
em particular, dos virus RNA, sdo conhecidos de longa data como forma de geragdo de

novos padrdes gendmicos para estes agentes (SCHATZMAYR, 2001).



O género Flavivirus, da familia de mesmo nome tem como precursor o virus da
febre amarela (flavus = amarelo); possui cerca de 70 virus sendo estes, em sua maioria,
relacionados a transmissdo por artropodes (arbovirus), onde podemos citar alguns
conhecidos como agentes etiologicos de importantes agravos a satide no homem, tais como
a Dengue, West Nile, Rocio e encefalite Sao Luis (WHO, 1998a; VASCONCELOQS, 2002).

O virus da Febre Amarela possui um genoma composto por RNA de fita simples,
ndo segmentado e de polaridade positiva, com cerca de onze kilobases de comprimento e
10.800 nucleotideos que codificam 3.411 aminodcidos. O virion mede cerca de 25 a 30 nm
de diametro e estd envolvido por um envelope que tem por origem a célula hospedeira. A
particula integra (virion e envelope) mede cerca de 40 nm. O RNA viral expressa sete
proteinas nao estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) e trés proteinas
estruturais, prM (membrane protein), C (core protein) e E (envelope protein)
(VASCONCELOS, 2002, 2003).

Estudos filogenéticos mostraram a existéncia de sete gendtipos do virus, sendo
cinco deles encontrados na Africa e dois nas Américas. Até recentemente desconhecia-se a
sua origem, persistindo a divida referente ao seu surgimento na Africa ou nas Américas,
porém, pesquisas utilizando ferramentas moleculares indicaram a procedéncia africana,
uma vez que os virus americanos perderam parte de uma seqiiéncia repetitiva na regido nao
codante 3’do genoma , o que ndo ocorre nas cepas africanas, inclusive na 17D (utilizada na
vacina); o que de certa forma encerra a polémica sobre a origem deste virus (WHO, 1998b,
1999; VASCONCELOS, 2002, 2003).

A Febre Amarela é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa transmitida ao homem
mediante a picada de insetos hematéfagos, apés um periodo de incubagdo extrinseco (para
que o virus reproduza em seus tecidos). A enfermidade ocorre sobre duas modalidades
epidemioldgicas: silvestre e urbana, com uma forma de transi¢do dentre elas. A diferencga
entre as mesmas estd na natureza dos transmissores e dos hospedeiros vertebrados. A
letalidade global, deste agravo a satide estd compreendida entre 5 a 10%, porém dentre os
casos que evoluem para as formas graves da doenca (sindroma ictero-hemorrdgica e
hepato-renal) esta pode chegar a 50%. A Febre Amarela urbana foi eliminada do
Continente Americano desde 1942, mas ainda hoje é reportada na Africa, sendo estes os

dois continentes endémicos para a arbovirose em epigrafe. Entre os anos de 1970 e 2001



foram notificados 4.543 casos da enfermidade na América do Sul, sendo destes 51,5% no
Peru, 20,1% na Bolivia e 18,7% no Brasil. No mundo, estima-se que cerca de 200.000
pessoas sdo acometidas pela febre amarela ao ano, com cerca de 30.000 6bitos. Esta
zoonose ndo pode ser erradicada, mas segundo a Organizacdo Mundial de Satide pode ser
prevenida através da vacinacdo deca-anual pela cepa 17D do virus causador da febre
amarela (WHO, 1998a; VASCONCELOQOS, 2003).

O agente etioldgico da dengue possui uma estrutura esférica de aproximadamente
50 nm de didmetro, dotado de um RNA de fita simples dentro de um nucleocapsideo
envolto por um envelope lipoprotéico. Sdo conhecidos quatro sorotipos: DEN I, 11, IIT e IV.
Seu RNA tem aproximadamente 10.700 bases em extensdo, que contém uma simples regiao
de open reading frame (ORF), que codifica trés proteinas estruturais; designadas C (core
protein), M (membrane protein) e E (envelope protein); e sete proteinas ndo estruturais
(NST, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) que por sua vez sdo flanqueadas por uma
regido ndo codante (NTR - nontranslated region) (CHAMBERS et al, 1990,
LINDENBACH & RICE, 2001). A prevaléncia de todos os 4 sorotipos tem aumentado
dramaticamente nestes ultimos anos, e estd acompanhada por um aumento de diversidade
genética dentro de cada um deles (TWIDDY et al, 2003).

O seqiienciamento parcial de vdrias regides do genoma do virus da dengue tem sido
empregado para determinar a variagdo genética e para caracterizar o gendtipo de cada
sorotipo, este tem representado uma importante ferramenta para estudos epidemiolégicos
moleculares que acabam por monitorar a distribuicdo dos gendtipos circulantes em areas
endémicas (SANTOS et al, 2002).

A dengue € uma das mais comuns doengas virais transmitidas por vetor no mundo,
infectando mais de 50 milhOes de pessoas por ano, nas regides tropical e subtropical do
globo. A infec¢do pode resultar em trés formas clinicas: a dengue classica, a dengue
hemorrdgica e a sindrome de choque da dengue, que representa o quadro de maior
gravidade e pode acumular uma letalidade da ordem de 5% (MONATH, 1994; WHO, 1999,
2001). A dengue somente pode ser tratada com cuidados paliativos e € prevenida através do
controle da transmissdo, que inclui o conhecimento acerca dos hospedeiros do virus, bem
como pelo controle dos vetores, que sdo mosquitos da familia Culicidae, representado no

Brasil, principalmente, pelo Aedes aegypti, dentre outras atividades (DEOPE, 1996;



HALSTED, 1997; WHO, 1999). Foram notificados em nosso pais mais de um milhdo de
casos nos dltimos 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, vem acompanhando a
expansdo do Aedes aegypti, que se implantou igualmente em praticamente todo o Brasil,
transmitindo os sorotipos virais I, II e III; além disso, existe ainda o risco da entrada do
sorotipo IV, presente em paises limitrofes, como a Colémbia e Venezuela, bem como no
México e Caribe (SCHATZMAYR, 2001).

A andlise filogenética do sorotipo DEN II inicialmente identificou cinco genétipos,
incluindo dois de origem do sudeste asidtico (Asidtico e Americo-asidtico) (LEWIS et al,
1997 apud SANTOS, 2002). Anélises detalhadas, da seqiiéncia de 240 pares de bases da
juncdo E/NS1, em colecdes de cepas da América Latina, demonstraram que as variantes
Asiatico e Americo-asiatico foram introduzidas nas Américas e tem se espalhado pela
regido nas ultimas duas décadas, substituindo o gendtipo natural deste continente (RICO-
HESSE et al, 1997 apud SANTOS et al, 2002). Estes gendtipos (Asidtico/Americano-
asidtico) estdo associados aos casos da sindrome hemorrdgica da dengue enquanto o
gendtipo nativo estd associado apenas a febre da dengue (SANTOS et al, 2002), assim
sendo, a introducdo desta variante do DEN II no Brasil resultou em um incremento da
severidade clinica da doenga (NOGUEIRA et al, 1990; ZAGNE et al, 1994; SOUZA et al,
1995; VASCONCELOS et al, 1995, SANTOS et al, 2002).

Twiddy et al (2003) analisando seqii€ncias disponiveis no GenBank do gene E
(codifica a lipoproteina da cédpsula viral), sugerem que o virus da dengue surgiu a cerca de
1.000 anos atrds na Asia, o que de certa forma coincide com o primeiro relato histérico da
doenca semelhante a dengue, na China no ano de 992 (GUBLER, 1997), e se estabilizou na
espécie humana, a partir de um ciclo silvatico em primatas, num periodo compreendido
entre 125 e 300 anos atras. Certifica ainda, que os quatro sorotipos surgiram entre o final do
século IX e o inicio do XX, devido a expansdo humana e conseqiiente urbanizacao.

Os vetores urbanos da febre amarela e da dengue sao as fémeas dos mosquitos do
género Aedes, sendo o Aedes aegypti a mais importante espécie na transmissdao destas
doencas no Brasil (em 1942, foi o ultimo relato de transmissao urbana da febre amarela no
pais); a competéncia vetorial urbana das fémeas de Aedes albopictus, neste pais, é ainda

discutida (DEGALLIER et al, 2001). A area de distribuicao geografica da espécie (Aedes



aegypti) estd compreendida entre as latitudes de 40°N e 40°S, principalmente na faixa
litoranea atlantica. Pode ser facilmente disseminada e levada a lugares distantes por meio
de transporte em geral (WHO, 1986).

A disseminacdo do Aedes aegypti e inicialmente da febre amarela, em nosso pais,
ocorreu através dos navios que atracavam em portos brasileiros, originando diversas
epidemias, tendo sido a primeira delas reportada no século XVI, em Recife; pelo mesmo
mecanismo, e talvez ainda pelo transporte aéreo, o Aedes albopictus espalhou-se do Sudeste
Asiatico para todo o mundo tropical nos ultimos anos, sendo identificado no Brasil em
1987, nas proximidades do Rio de Janeiro (SCHATZMAYR, 2001). Atualmente a
ocorréncia de mosquitos do género Aedes € registrada em praticamente todos os estados
brasileiros (DEOPE, 1996; SUCEN 1997).

A transmiss@o destas enfermidades (dengue e febre amarela) se da pela picada da
fémea do mosquito infectada, de tal modo que o virus persiste no meio urbano mediante o
ciclo de transmissdo: homem - Aedes aegypti - homem. O inseto faz repasto sangiiineo
durante o dia, em seu periodo de maior atividade e estd bem adaptado ao ambiente urbano.
Na sua fase larvaria, vive em dgua limpa e parada, por exemplo, na dgua armazenada para
uso doméstico, em vasos e entulhos. Nao hd transmissao por contato direto de um doente
ou de suas secrecdes para uma pessoa sadia, nem através de fontes de dgua e alimento
(WHO, 1986; DEOPE, 1996).

Os mosquitos responsaveis pelo ciclo silvatico da febre amarela nas Américas
diferem dos da Africa onde, vdrias espécies do género Aedes, sdo encontradas
contaminadas com o virus (A. africanus, A. furcifer, A simpsoni), além disso, estes
artroépodes acabam por assumir um papel de reservatérios, uma vez que permanecem
infectados por toda sua vida; ao contrdrio dos macacos que como o homem, no caso da
febre amarela, ou se curam (adquirindo uma imunidade duradoura) ou mesmo morrem. Na
Africa os artrépodes responsdveis pela transmissio da febre amarela (nada sabemos sobre a
dengue) sdo mosquitos dos géneros Haemagogus (H. Janthinomys, H albomaculatus, etc) e
Sabhetes ( S. chloropterus, S. soperi, etc). De forma distinta do que ocorre no continente
africano onde o Aedes simpsoni faz a ponte entre os ambientes silvestre e urbano, nas
Américas o vetor com maior distribuicdo geografica € o Haemagogus janthinomys que

possui habitos estritamente silvaticos (WHO, 1998a,b; VASCONCELOS, 2002, 2003).



Enquanto na Asia e Américas a transmissdo da dengue de humano para humano via
mosquitos é a forma freqiiente de disseminagdo do virus, no oeste africano a forma de
circulacao predominante da dengue € a silvitica. Embora nestas regides haja a circulacdo
dos 4 sorotipos virais apenas o DEN II foi identificado em primatas e portanto no ciclo
silvatico (DIALLO et al; 2003).

Na Africa Diallo et al (2003) observaram que vérios espécimes dos mosquitos
Aedes furcifer, Ae. taylori, Ae. luteocephalus, Ae vittatus, além do Aedes aegypti,
capturados em ambientes de mata, encontravam-se contaminados com o virus da dengue,
sendo considerados enquanto os provaveis responsdveis pelo ciclo silvatico desta doenca,
neste continente. Rosen et al (1983) observaram ainda a transmissdo vertical e horizontal do
virus da dengue em Aedes aegypti e Aedes albopictus o que, sem duvidas agrega
importancia ao género, também, enquanto reservatorio do virus no ambiente. No que tange
a América do Sul ndo se tem informagdes disponiveis sobre a existéncia de um ciclo
silvestre de dengue, e mesmo, se os primatas deste continente teriam algum papel neste; ou
quais vetores seriam os transmissores deste virus.

No reino animal, os simios ocupam um lugar de importancia em relagdo ao homem
(SUNTS et al, 1987; DUMBAR, 1988; DINIZ, 1997). Seu parentesco evolutivo com este é
evidente, tanto por sua extraordindria semelhanca anatdmica e comportamental como por
semelhangas bioquimicas especificas. Por isso os simios sdo utilizados para estudos
comparativos particularmente pertinentes, para as enfermidades do homem (LAPIN et al,
1963; LARRAT et al, 1971; OPAS, 1977; KINDLOVTIS, 1999).

Alguns autores estudando episédios epidémicos e endémicos de dengue, febre
amarela e outras arboviroses, no Continente Africano observaram anticorpos reativos a
antigenos de dengue do sorotipo I e II em primatas (Cercopithecus aethiops, Cercopithecus
mona, Cercopithecus nictitans, Papio aethiops) e a febre amarela (Macacus rhesus)
capturados nas dreas de expansdo urbana na Nigéria e Kenya, demonstrando, desta forma,
um ciclo silvéatico da dengue e febre amarela (MONATH et al, 1974; FAGBAMI et al,
1977; REITER et al, 1998; LEE et al, 2000). Wolfe et al (2001) encontraram no sul do
continente Asidtico (préximo a Austrélia), em Orangotangos (Pongo pygmaeus pigmaeus)
cativos e de vida livre, evidéncias soroldgicas de infeccdo por Dengue do sorotipo II.

Rudinick (1965), na Malésia, coletando soro de primatas (223 soros) capturados préximos a



areas de habitacdo humana, verificou que 62,8% dos animais eram positivos as provas de
soroneutralizacdo para dengue. Reiter et al (1998) estudando a presenca do virus em vetores
no Kenia sugeriu, também a existéncia de um ciclo silvitico da dengue entre os primatas
com episddios de urbanizacdo (transmissdo primata-humano) iniciando-se entdo, a
transmissao, humano-humano, infere ainda sobre a pequena possibilidade (tendo por base o
perfil de vetores encontrados no ambiente de mata e urbano) da transmissdo humano-
primata, na drea de estudo, porém considera a possibilidade, como um episédio importante
na introdu¢do da doenca na América do Sul, como no caso da febre amarela.

Enquanto na Africa os simios apresentam uma resisténcia a infeccdo pelo virus da
febre amarela, raramente sucumbindo a doenca, nas Américas esta € de alta letalidade para
as espécies de primatas neotropicais. Esta sensibilidade ao virus, vem servindo, inclusive
como um importante indicador para surtos enzodticos da doenca em ambientes de mata
(WOLFE et al, 2001, VASCONCELOS, 2002, 2003). Acusamos, no entanto, uma excegao,
feita para uma espécie o Cebus apella (macaco prego — alvo deste estudo) e que pode estar
intimamente relacionado a manutencao do ciclo silvestre neste continente. Devido a estas
particularidades epizootioldgicas existe ainda a suspeita do envolvimento de outros grupos
de animais neste ciclo, tais como os marsupiais e as preguicas (VASCONCELOS, 2002,
2003).

Havemos ainda de dar destaque a uma outra particularidade, que € a da inexisténcia
de casos de febre amarela no continente Asidtico, mesmo tendo este uma populacdo de
macacos (inclusive o Macacus rhesus — importante na transmissao da febre amarela na
Africa), vetores transmissores (Aedes aegypti, Aedes albopictus, etc), relacionamento
comercial com continentes endémicos, além de episddios epidémicos de transmissdo da
dengue (WHO, 1998 ab). Theiler & Anderson (1975) tentando explicar este fato
observaram que macacos rhesus (Macacus rhesus) que haviam sido previamente desafiados
com o virus da dengue apresentaram reduzidos niveis de viremia a inoculacdo subseqiiente
pelo da febre amarela; inferem, entdo, sobre a possibilidade da existéncia de uma
imunidade cruzada nos primatas (entre a dengue e febre amarela), o que, segundo os
autores, poderia ter sido um fator da ndo introdu¢do do virus amarilico no Continente

Asidtico, assertiva corroborada também por Monath (1989) apud Wolfe et al (2001).



Garcia et al (2003) estudando um grupo de primatas (Macaca fascicularis)
verificaram semelhancas entre os padrdes de resposta humoral e celular aos dos casos
humanos de dengue, principalmente no que tange a resposta linfoproliferativa
predominantemente sorotipo especifica, e com alguma reatividade cruzada.

A presenca de macacos, enquanto hospedeiros secundérios da dengue, nao foi ainda
demonstrada no continente americano, suspeitando-se da possibilidade da existéncia de um
ciclo silvestre de transmissao da doenca (ACHA e SZYFRES, 1992; DEOPE, 1996). Na
verdade sabemos muito pouco acerca das enfermidades virais que se apresentam de uma
maneira natural nas populacdes autéctones de simios do novo mundo.

O Cebus apella (macaco prego) trata-se de um primata sul-americano pertencente a
Infra Ordem dos Platirrinos (primatas sul-americanos), ocorrem exclusivamente nas
Américas do Sul e Central, mas sua distribui¢do fossil atinge até as Antilhas; sua presenca
no novo mundo € geralmente considerada como sendo o resultado de uma dispersio
simples, ocorrida préximo ao final do Eoceno, a partir do velho mundo (SUNTS, 1987;
ROSSIE, 2003). Palmero et al (1988) através de estudos envolvendo imunoeletroforese de
proteinas séricas, verificaram uma reagdo cruzada entre as imunoglobulinas humanas e as
de Cebus apella através de imunoprecipitacdo, ELISA e imunofluorescéncia indireta;
observaram, ainda, que esta espécie animal possui pelo menos trés imunoglobulinas com
padroes de migracdo a eletroforese correspondentes a IgG, IgA e IgM. Estudos
imunoquimicos de caracterizagdo de anticorpos da espécie em tela, também indicam para
importantes semelhancgas destes isotipos com aqueles da espécie humana (MACHADO,
1980).

Acompanhado os avangos da biologia molecular o conhecimento sobre o sistema
imune, num passado recente, foi surpreendente, observamos grandes descobertas que nos
propiciaram avancos em nosso entendimento e conseqiientemente a formulacdo de vérias
novas perguntas. Os estudos envolvendo animais domésticos, principalmente aqueles de
interesse econdmico, fazem parte deste cendrio, onde vdrias vacinas recombinantes foram
criadas, processos imunoldgicos foram compreendidos, novos modelos experimentais se
desenvolveram, dentre outros (TIZARD, 2002). Mesma sorte parece nao ter atingido
aqueles envolvendo os animais silvestres, que permanecem como inexistentes para ciéncia,

principalmente dentre os pertencentes a fauna brasileira, para os quais nao dispomos de



informacdes bdsicas inerentes ao sistema imune, a vacinas ou mesmo revista cientifica
especializada.

Acreditar que toda uma diversidade de animais se relaciona de forma semelhante
com o mundo microbiano parece ser inocente e desprovido de sustentabilidade, dentro de
um contexto em que se sabe, como por exemplo, que os Camelideos do velho e do novo
mundo (camelos, dromedarios, lhamas, alpacas) possuem a IgG2 e a IgG3 compostas
apenas por cadeias pesadas e, mesmo assim, se conjugam com antigenos (HAMETS-
CASTERMAN et al, 1993) ou mesmo que marsupiais como o Didelphis marsupialis
(gambd de orelha preta) podem fabricar anticorpos especificos apds 5 dias de nascidos
(TIZARD, 2002). Estas e outras importantes diferencas, que sdo encontradas de forma
esparsa na literatura, podem dar uma idéia da diversidade dos padrdes de resposta aos
parasitas, além de poderem contribuir para a solu¢do de perguntas relacionadas ao nosso
proprio sistema imunoldgico.

A utilizac@o de algumas provas soroldgicas, de maior sensibilidade como base para

levantamentos da existéncia de anticorpos reativos a determinados antigenos, encontra-se
comprometida para muitos animais silvestres, uma vez que ndo conhecemos os seus perfis
de anticorpos, ndo dispomos de conjugados comerciais, nem, tdo pouco, sabemos sobre
seus padroes de resposta celular; outrossim, estes e outros problemas inviabilizam a
certificacdo de forma segura, da reatividade de um soro a um antigeno especifico
(HIETALA & GARDNER, 1999; KENNEDY-STOSKOPF, 1999).
A designacdo de anticorpo natural é dada aqueles que circulam em individuos normais, sem
que haja uma prévia estimulacdo antigénica especifica externa. Os auto-anticorpos naturais
sao normalmente considerados como pertencendo a vdrios isotipos de imunoglobulinas,
mostrando na maioria das vezes, mas nem sempre, uma multireatividade, porém baixa
afinidade a uma ampla variedade de antigenos préprios do organismo (COUTINHO et al,
1995).

Dois artigos de revisdo da década de 60 (BOYDEN, 1965 e MICHAEL, 1969 apud
AVRAMEAS & TERNYNCK, 1995) faziam menc¢do ao fato de que apesar de varios
trabalhos externarem a importincia dos anticorpos naturais, estes continuavam a ser
entendidos mais como uma curiosidade, do que como um tépico da imunologia. Acusamos

com interesse a cena proposta, porque, por algum motivo esta acaba por nao mudar de
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forma importante nos dias de hoje, sendo que o assunto ndo consta ou mesmo ¢é citado
rapidamente, nos livros didaticos de imunologia. Quando fazemos um levantamento
bibliogréfico sobre o tema, encontramos solucdes de continuidade temporais de trabalhos e
normalmente ligados a poucos pesquisadores, instituicdes de pesquisa e paises. Sabemos
ainda que ndo representa um assunto novo, pois Metalnikoff (1900 apud AVRAMEAS &
TERNYNK, 1995) e Besredka (1901 apud AVRAMEAS & TERNYNK, 1995) ji
relatavam a existéncia de anticorpos naturais “t6xicos” a espermatozoéides, ou mesmo que
anticorpos, que inibiam a a¢do hemolitica de outros destinados a este fim, eram encontrados
de forma natural em vérias espécies animais. Apesar de técnicas soroldgicas mais sensiveis
(ex: ELISA), da tecnologia de hibridomas e da producdo de modelos experimentais
transgé€nicos terem sido agregadas aos estudos imunoldgicos; revelando uma série de
particularidades intrigantes, temos a impressao de que o assunto em tela, em detrimento de
sua importancia, insiste em permanecer enquanto curiosidade.

De acordo com a visdo cldssica, a teoria imunoldgica se baseia na assertiva de que o
sistema imune € composto por clones de linfécitos independentes que sdo gerados ao acaso;
a atividade imunoldgica consiste na expansdo destes clones especificos em resposta ao
contato com antigenos estranhos e externos; a memoria imunoldgica seria, portanto, gerada
pelo mesmo processo e, também, que a resposta aos componentes do proprio organismo
seria inibida (VAZ et al, 2003). Porém este modelo ndo € suficiente para explicar como
ratos germ-free apresentam um numero de linfécitos ativos no baco e um nivel de IgM no
soro similares ao dos animais SPF (Specific Pathogen Free) e normais (HOOIJKAAS et al,
1984; PEREIRA et al, 1986). Virios trabalhos demonstraram que os anticorpos naturais
apresentam uma dindmica complexa de atividade entre si € com os antigenos do proprio
individuo, mesmo na auséncia de estimulacdo antigénica externa (LUNDKVIST et al,
1989; ADIB et al, 1990; VARELA et al, 1991; BERNEMAN et al, 1992; WOLF-LEVIN et
al, 1993; CARLAN et al, 1997; MIESCHER et al, 2001; CUKROWSKA &
TLASKALOVA, 2001; KOSTRIKIN et al, 2002; OPPEZZO & DIGHIERO, 2003;
SHAW, 2004; BOFFEY et al, 2004; QUINTANA et al, 2004). Observacdes feitas em
roedores, que expressam anticorpos transgénicos na maioria dos linfocitos B que, portanto,
ndo selecionam os repertdrios de auto-anticorpos e apresentam estes muito similares ao de

animais normais, tem demonstrado que a produgdo de auto-anticorpos nao se trata de um
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acontecimento nao especifico independente da participagdo de um antigeno, mas sim
representa um processo de selecdo dependente da regido varidvel da imunoglobulina. O fato
de compararmos os repertorios destes auto-anticorpos com aqueles de linfécitos B em
descanso e encontrarmos diferencas significativas entre eles, de certa forma, ratifica a idéia
de que o modelo cldssico merece algumas consideragdes (AVRAMEAS & TERNYNCK,
1993; GRANDIEN et al, 1994; COUTINHO, 1995).

A literatura mais recente mostra que no soro normal de humanos e de outros
animais observamos anticorpos naturais dos isotipos IgM, IgG e IgA, reativos com uma
imensa variedade de antigenos préprios (self) e estranhos (non self), tais como: proteinas
circulantes, intra e extracelulares; carboidratos, lipideos, 4cidos nucleicos e haptenos
(ADIB et al, 1990; AVRAMEAS & TERNYNCK, 1993; BERNEMAN et al, 1993;
GRANDIEN et al, 1994; COUTINHO, 1995; HORN et al, 1999; TUNG et al, 2001;
MIESCHER et al, 2001; KOSTRIKIN et al, 2002; OPPEZZO & DIGHIERO, 2003;
FERNVIK et al, 2004; BOFFEY et al, 2004; SHAW, 2004; TSOKOS & FLEMING, 2004;
QUINTANA et al, 2004; FUST et al, 2005).

Basicamente dois tipos de anticorpos naturais podem ser isolados de um soro
normal; aqueles que reagem com mais de um tipo de antigeno, aparentemente nao
relacionados, e 0s que apresentam reatividade a um unico tipo. Muitos estudos
demonstraram que um numero importante de linfécitos B produzem estes tipos de
anticorpos, € que na dependéncia do tecido linféide estudado 5 a 100% dos anticorpos
monoclonais preparados reconhecem antigenos préoprios do organismo e entre 2,5 a 55%
destes reagem com dois ou mais antigenos préprios (self) ou estranhos (non self). Trabalhos
envolvendo a utilizacdo de uma grande quantidade de clones de linfécitos B obtidos a partir
de tecidos linfoides de vérios ratos, mostraram que na dependéncia do estdgio de
desenvolvimento e do 6rgdo linféide, existe uma variacdo de 2 a 50% de linfécitos que
produzem auto-anticorpos (quando considerados todos os clones), dentre estes 20 a 100%
reagem com mais de dois antigenos. Estudos envolvendo estes anticorpos mostram que o
conjunto das IgM e IgG circulantes em camundongos normais representam o resultado final
de um enorme processo seletivo, direcionado a proteinas proprias e resultando na formagao
de uma importante rede de interacdes (NOBREGA et al, 1993; HAURY et al, 1994,
CARLAN et al, 1997).
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A teoria da rede idiotipica postula que a diversidade de paratopos e ididtipos, num
sistema imune normal, esta envolvida em uma série de interagdes e considera, também, a
existéncia de uma relevante afinidade funcional entre estes; o que conseqiientemente aponta
na dire¢do de que esta rede tenha um papel central na organizacio e regulacdo do sistema
imune (ARAUJO et al, 1987).

Anticorpos naturais, reagentes com bactérias e virus, sdo amplamente encontrados e
descritos na literatura, em vdrias espécies animais e possuindo uma agao bactericida direta
(alguns reagindo tanto com bactérias Gram * como Gram ), provocando uma neutraliza¢do
de particulas virais, ou mesmo, ligando-se a estes patégenos de forma a facilitar a
fagocitose por macréfagos e polimorfonucleares. Anticorpos naturais contra eritrocitos
promovem a sua opsonizacdo e participam de forma importante na renovacdo destas
células, enquanto aqueles reativos a antigenos de tecidos apresentam importancia na
limpeza por ocasido de danos teciduais, outros que reagem com citocinas sao importantes
na regulacio da resposta imune a este nivel. Anti-IgGs naturais se ligam a
imunoclomplexos facilitando a sua remocao pelas células fagociticas; ja anticorpos contra a
regido Fab , além de importantes na regulacao da resposta imune e formacdo de uma rede
idiotipica podem restabelecer a capacidade de um determinado anticorpo de fixar
complemento. Além do acima exposto estes anticorpos sdo capazes de realizar outras
funcdes bioldgicas tais como: transportadores de constituintes proprios do organismo
(envolvidos nos processos metabdlicos), participam no feed back de alguns hormonios, no
controle da pressdo sangiiinea, controle de proteinas do choque térmico, dentre outras
(AVRAMEAS & TERNYNCK, 1995; QUAN et al, 1997; RITTER et al, 1997; WARD et
al, 1997; CHENG & SUNDRAM, 1998; HORM et al, 1999; RONDA et al, 1999;
DEPRAETERE et al, 2000; GILLES et al, 2000; VAZ et al, 2003; BOFFEY et al, 2004;
SHAW, 2004; QUINTANA et al, 2004).

Podemos observar na literatura vdrios trabalhos envolvendo vérias das fungdes
acima descritas, tais como: imunoregulagdo, através de interagdes idiotipicas (SUNDBLAD
et al, 1989; ADIB et al, 1990; BENERMAN et al, 1993; GILLES et al, 2000), pela
modulagdo da agdo de citocinas (HANSEN et al, 1995, MEAGER, 1997; DEPRAETERE
et al, 2000), pela interacdo com linfécitos B e T (ARA(JJ O, et al, 1987; COUTINHO et al,
1987; BERNEMAN et al, 1992; WOLF-LEVIN et al, 1993; KISS et al, 1994); modulacdo e
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tratamento de tumores (CHOW & BENNET, 1989; FOON, et al, 1995); apresentacdo de
antigenos (KANOST & McCLUSKEY, 1994; THORNTON et al, 1994); eliminacdo de
constituintes proprios (self) alterados (LUTZ et al, 1993; SATA & WALSH, 1998);
atividades cataliticas (PAUL et al, 1990; GOLOLOBOV et al, 1995; LI et al, 1995);
atividades reguladoras de outros sistemas (CASTEDO et al, 1993; CHENG & SUNDRAM,
1998; WU et al, 1999; PASHOV et al, 2002), dentre varias outras.

Forsdyke (2005) discute sobre complexidade que poderia ser conferida a discussao
da selecdo negativa dos linfécitos T e B ao proprio, uma vez que, assim sendo, seria dada
uma significativa vantagem evolutiva para aqueles microrganismos que tivessem a
capacidade de mimetizar ou mesmo apresentar estruturas moleculares muito préximas as do
hospedeiro, o que provocaria uma conversao adaptativa neste sentido. Podemos observar,
no entanto, que isto ndo ocorreu de forma tdo intensa, assim sendo, este autor destaca a
importancia da existéncia de uma selecdo positiva dos linfécitos aos antigenos proprios

(self) ou mesmo préximos a estes, o que chama de near-self ou altered-self.

As IgMs, enquanto anticorpos naturais comumente citados na literatura, apresentam
caracteristicas que as permitem reagirem com microrganismos invasores € ativarem o
sistema complemento, apresentando uma polireatividade com muita avidez (COUTINHO et
al, 1995; FEARON & LOCKSLEY, 1996). Modelos experimentais envolvendo ratos
transgénicos (ndo produzem IgM) e a producdo artificial de uma bacteremia, mostraram
uma mortalidade de 70% destes animais nas primeiras 32 horas contra 20% dos normais no
mesmo periodo. Este aumento na susceptibilidade esteve associado a niveis reduzidos de
TNFo, queda no recrutamento de neutréfilos e a um aumento da quantidade de bactérias no
peritonio. Outro aspecto a ser considerado € o da agdo destas IgMs naturais frente a
infeccdo viral, evitando que estas particulas atinjam seus 6rgdos alvo e promovendo a
limpeza da infec¢do por basicamente dois mecanismos: confinamento do complexo IgM-
particula viral nos linfonodos e bago, facilitando a acdo de macréfagos e através da fixacao
do complexo IgM-virus — C3 (sistema complemento) as células dendriticas (receptores
CD21/CD35 camundongos) promovendo, desta forma, um incremento da resposta imune

(BOES, 2000).

Os linfécitos B CDS (linfécitos B1) sdo conhecidos como produtores de anticorpos

naturais e sdo comumente encontrados habitando o tecido linféide associado as mucosas
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(CARLAN et al, 1997). Vaz et al (2003) mostraram que animais mantidos através de dietas
desprovidas de proteinas (apenas com aminodcidos) apresentaram diferencas importantes
no sistema imune, como a contracdo celular no tecido linféide associado a mucosas e dos
linfonodos relacionados e nao, além de modificagdes importantes no timo. A producdo de
IgA e IgG, mas ndo a da IgM, é severamente comprometida, nestes casos, de forma similar
ao observado nos ratos antigen-free (HASHIMOTO et al, 1978); assim sendo, os teores de
proteina da dieta assim como a flora microbiana seriam responsaveis pela manutencdo de
um “tonus” imunoldgico. Sumarizando ndo existiria uma falta de reatividade do sistema
imune aos componentes proprios do organismo, as proteinas da dieta ou mesmo a
microbiota da flora intestinal, mas sim a auséncia de uma resposta progressiva (VAZ et al,

2003).

De acordo com Maturana & Varela (1980, apud VAZ et al, 2003) “um sistema &
uma colecdo de elementos que através de suas interagOes preferenciais (entre eles) criam
uma barreira que os separa de outros elementos com os quais ele pode também interagir, o
que configura o meio no qual esta colecdo de elementos opera na sua totalidade, assim
sendo um sistema existe na sua totalidade no meio com o qual interage, e existe também em
outro dominio: o estrutural, o espaco gerado pelas interagcdes entre os componentes. Um
sistema ndo existe por si s6, € sim em um meio em interagdo que estimula mudancgas
estruturais neste”. Por esta razdo um sistema dinadmico sé pode existir em um meio que o
estimula nestas mudancgas estruturais através das quais podemos identifici-lo como um
sistema conservado. Desta forma o sistema imune ndo poderia somente ser definido ou
mesmo Vvisto como a existéncia de linfécitos atuando de forma independente, mas também
pelas mudancas provocadas pelas interagdes entre eles e entre estes € 0 organismo; forma

pela qual um sistema opera (VAZ et al, 2003).

Podemos observar no Brasil uma grande quantidade de zooldgicos, criadouros
cientificos e comerciais, dentre outras cole¢des de animais selvagens espalhadas pelos
principais municipios, em praticamente todos os estados da federagcdo, onde percebemos o
macaco prego (Cebus apella) como sendo uma das principais espécies, em termos
numéricos, dentre os animais expostos. Saber se estes animais possuem em seu SOro

anticorpos reativos aos antigenos virais da dengue e da febre amarela poderia identificar um
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importante hospedeiro secundério urbano, ou mesmo mostrar a existéncia de anticorpos

naturais que poderiam conferir a espécie alguma resisténcia a estas enfermidades.

A amostragem destas criacdes urbanas de primatas silvestres se mostra interessante,
uma vez que nelas podemos encontrar animais das mais diversas procedéncias; desde
aqueles que nasceram nestes cativeiros, até animais oriundos de matas préximas ou niao do
logradouro, vitimas do trafico de animais; ou mesmo de cativeiros particulares. A dimensao
continental do pafs aliado a uma situagdo epidemiolédgica, na qual os estados do sul nao
teriam, na época da coleta, a transmissao autdctone dos virus em epigrafe, adicionaria mais

uma qualidade a interven¢do amostral sugerida.
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2- OBJETIVOS

- Verificar se a populacdo de macacos prego (Cebus apella) cativos no Brasil apresenta
anticorpos reativos com os antigenos associados aos virus causadores da dengue e da febre
amarela, avaliando-se sua compatibilidade com a epidemiologia destes agravos e valendo-
se de duas técnicas soroldgicas: a inibicio da hemaglutinagdo (HI) e o teste

imunoenzimatico (ELISA).

- Avaliar a viabilidade de utilizacdo, para a revelagao de reacdo imunoenzimatica, de dois
conjugados comerciais o anti-monkey (Sigma) e um anti-IgG humana (Sigma), assim como

padronizar um teste imunoenzimatico para soros de Cebus apella.
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3- MATERIAIS E METODOS

2.1- Levantamento populacional e autorizagdes:

Realizamos um levantamento das populacdes cativas do primata, alvo do estudo,
através de censos fornecidos pela Sociedade de Zooldgicos do Brasil, Sociedade Paulista de
Zoologicos e IBAMA. Os pedidos de autoriza¢do foram enviados para todos os Zooldgicos
envolvidos, assim como para o IBAMA. Todas as institui¢cdes contatadas concordaram com
o estudo e disponibilizaram seus técnicos no sentido de auxiliarem nas atividades de

contengao e sangria dos animais.

2.2- Primata — Cebus apella:
2.2.1- Area de estudo:

Foram coletadas 256 amostras de tecido sangiiineo de 227 animais em 17 cidades
(concentradas nas regides sul e sudeste do Brasil) e em 4 estados da federagdo, no periodo
compreendido entre o final do ano de 2000 (a partir de outubro) e inicio de 2001 (Tabela 1).

Destes animais 132 individuos eram do sexo masculino e 95 do feminino; 40 jovens
(entre 0 e 2 anos de idade), 114 adultos (entre 2 ¢ 10 anos de idade) e 41 senis (acima de 10

anos de idade), nao obtivemos informagdes sobre a idade de 32 dos animais estudados.



18

Tabela 1 - Quadro qualitativo dos primatas utilizados neste estudo, contendo 0os municipios,
quantidade de animais, tipo de institui¢cdo, regido do pais e tipo de recinto.

MUNICIPIO

Campinas-SP
Sumaré-SP
Itatiba-SP

Jundiai-SP
Paulinea-SP

Piracicaba-SP
Santa
Barbara-SP
Leme-SP

Sao Vicente-
SP
Sao Paulo-SP

Sao José do
Rio Preto-SP
TOTAL
SUDESTE
Brusque-SC
Camburii-SC
Pomerode-SC

Cachoeira do
Sul-RS
Sapucaia do
Sul-RS
TOTAL SUL
Joao Pessoa-
PB

TOTAL
NORDESTE
TOTAL
GERAL

NUMERO

DE
ANIMAIS
16
9
5

B~ B

63

11

145

22
19

INSTITUICAO

Bosque dos Jequitibds
Zoolégico de Sumaré
Zooparque Paraiso das
aves

Fundacgdo Mata Ciliar
Parque Ecolégico de
Paulinea

Zoolégico de Piracicaba
Zoolégico de Santa-
Bérbara

Parque Ecoldgico
Mourao

Parque Ecoldgico de
Sao Vicente

Fundacgdo Zoolégico de
Sao Paulo

Zoolégico de Sao José
do Rio Preto

Zoolégico de Brusque
Zoolégico de Camburit
Zoolégico de Pomerode

Zoolégico de Cachoeira
do Sul
Parque Ecoldgico

Zooldgico de Joao
Pessoa

sudeste
sudeste
sudeste

sudeste
sudeste

sudeste
sudeste

sudeste

sudeste

sudeste

sudeste

sul
sul
sul

sul

sul

nordeste

REGIAO TIPO DE RECINTO
DO BRASIL

Fora de visitacao
Recinto de visitagao
Fora de visitacao

Sem visitagdo publica
Fora de visitacao

Fora de visitacao
Fora de visitacao -
Zoo fechado
Recinto de visitagdo

Recinto de visitagdo
Fora de visitacao

Recinto de visitagdo

Recinto de visitagdao
Recinto de visitagao
Recinto de visitagdo —
ilha

Recinto de visitagdo

Recinto de visitagdo e
Setor Extra

Recinto de visitagdo —
ilha
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2.2.2 — Conteng¢do quimica dos animais:

Inicialmente o grupo de primatas era avaliado com o objetivo de se localizar o lider,
(normalmente este toma a iniciativa de defender os outros membros do grupo) que era
inicialmente anestesiado por intermédio de dardo (confeccionado através de seringas de 5
ml) propulsionado por ar via zarabatana (DINIZ, 1997; KINDLOVTIS, 1999; FOWLER &
CUBAS, 2001) (cano de aluminio). Os demais membros do grupo passaram por uma
contencgdo fisica, inicial, por intermédio de pugd (aro com cabo de material metélico) com
rede de nylon-seda (Figura 1), visando preservar a integridade fisica dos animais;
posteriormente recebiam uma injecao intra-muscular de cloridrato de cetamina (Frangotar®)
na dosagem de 20 mg/Kg (MASSONE, 1994; DINIZ, 1997; KINDLOVTIS, 1999; CROW,
2000; FOWLER & CUBAS, 2001). O periodo de efeito deste anestésico dissociativo foi
de, em média 35 minutos, tempo este suficiente para a tatuagem, implantacdo de microchip,
exame clinico, limpeza de tdrtaro, dentre outros procedimentos que se fizeram necessarios
(Figura 2). Todos os animais foram acompanhados até a sua plena recuperacdo e
pardmetros, como freqiiéncia cardiaca, respiratria, temperatura corporal e tempo de
preenchimento capilar foram avaliados. Os macacos depois de recuperados eram

novamente recolocados no recinto e observados quanto a possiveis surtos de agressividade.

Figura 1: Macaco prego sendo contido antes do procedimento anestésico, para a coleta do
tecido sangiiineo e tatuagem.
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Figura 2: Macaco prego (Cebus apella) anestesiado e tatuado.

2.2.3- Coleta de Sangue e Obtencao do Soro:

A coleta do sangue foi feita através da venopuncdo poplitea, apds garroteamento
(DINIZ, 1997; KINDLOVTIS, 1999; CROW, 2000), coletando-se em média um volume de
Sml (na dependéncia do porte do animal). As amostras foram acondicionadas em tubos de
ensaio, identificadas e deixados em repouso, sob baixa temperatura. Apds a coagulacdo do
sangue, o material foi centrifugado a 1.500 rpm, e a seguir o soro foi removido e

acondicionado em tubos préprios identificados e congelados a - 80° C.
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2.3- Exames prévios dos soros de Cebus apella:
2.3.1- Prova de Inibi¢ao da Hemaglutinacao:

O teste foi realizado no laboratério do Instituto Adolfo Lutz (SP) mediante
protocolo, adaptado por este, que constitui a principal prova de referéncia para o
diagnoéstico da dengue humana no estado. Fundamenta-se inicialmente na capacidade de
determinados virus aglutinarem de maneira especifica e seletiva as hemdacias de espécies
animais diferentes: a propriedade hemaglutinante (CLARK & CASALS, 1958).

Foram utilizadas para o teste placas multitestes de 96 orificios com fundo conico
(em V), solugdo tampdo de hemaglutinacdo (PBS), suspensdo de glébulos vermelhos de
galinha com 8 unidades hemaglutinantes (HA), antigenos: dengue tipo 1 (A-2121), dengue
tipo 2 (A-2106) e o virus controle (AN 14723-A-2086 - encefalite eqiiina do leste- EEE).
A prova foi realizada a temperatura ambiente onde uma série de dilui¢des, na base dois, do
virus (25 pL) em tampao fosfato (PH 7,2), foi misturada com uma suspensdo de hemécias
de galinha a 0,5%. Os titulos de hemaglutinacdo foram verificados ap6s um periodo de 1
hora. Consideramos como hemaglutinacdo total (reacio NEGATIVA) quando se formou
uma fina camada de hemdcias aglutinadas na superficie do fundo do orificio (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ - SP)

As sobras dos soros tratados, com extracdo pela acetona, foram identificadas e
armazenadas a -80°C, para posterior comparacdo com 0s soros nao tratados quando da

utilizacdo do teste imunoenzimatico.

2.4- Padronizacdo do teste de ELISA para Cebus apella:
2.4.1- Imunizagao dos Macacos prego — Produ¢do de um soro para controle positivo:
Quatro individuos da espécie, previamente identificados por intermédio de
tatuagens, foram anestesiados seguindo os procedimentos descritos (obten¢do das amostras
de tecido sangiiineo), e inoculados na face externa de ambas as coxas, por via intra-
dérmica, com 1 ml de uma emulsdo contendo 0,5 ml de adjuvante completo de Freud e 0,5
ml de solucao contendo 1mg de soroalbumina bovina diluida em tampao fosfato (PH 7,2).
Antes da imunizacdo inicial realizou-se a sangria destes animais e as amostras colhidas
foram identificadas individualmente e citadas, entdo, como “soro de primeira coleta”

(coleta 1).
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O processo de imunizacao teve conseqiiéncia por uma nova exposi¢do dos animais
ao in6culo (seguindo os procedimentos e padrdes descritos acima), precedida por uma
sangria, entdo designada como “soro de segunda coleta” (coleta 2). Apds um periodo de 20
dias os animais foram novamente anestesiados (segundo o mesmo protocolo) quando o
tecido sangiiineo foi novamente obtido e denominado como ‘“amostra de terceira coleta”
(coleta 3).

Em todos os procedimentos anestésicos utilizados para as imuniza¢des e obtencao
de amostras, os animais foram monitorados (monitorizacdo cardiaca, pulso-oximetria,
temperatura, etc), obteve-se ainda registro eletrocardiografico, para avaliacdo da atividade
elétrica cardiaca durante o procedimento. Procedeu-se exame clinico e os dados obtidos
foram apontados em planilhas préprias, assim como registro fotografico, das alteracoes

externas (aumento em volume de linfonodos periféricos).

2.4.2 — Teste dos antisoros obtidos na imunizagao:

Realizamos a imunodifusao dupla em agar a 1% sob lamina de microscopia,
segundo técnica de Ouchterlony (1958). Concentra¢des de antigeno (soroalbumina bovina)
de 125, 250 e 500 pg/ml foram colocadas contra os anti-soros (Coleta 2 e Coleta 3) dos
primatas imunizados em vdrias dilui¢des (1/1; 1/2; 1/4; 1/8; 1/16 e 1/32). Os soros de
primeira coleta (onde os animais ainda nao haviam recebido o antigeno) foram utilizados
enquanto controle no sentido de sabermos se o processo de imunizagdo havia gerado a

producdo de anticorpos reativos a soroalbumina bovina (BSA).

2.4.3- Determinacdes das concentracdes protéicas:
As determinacdes das concentracdes protéicas foram realizadas através do método
de Lowry, modificado segundo Hartree (1972). Utilizamos a soroalbumina bovina enquanto

proteina padrdo.

2.4.4- Teste e padronizacao do teste imunoenzimético (ELISA) para o conjugado comercial
“anti-monkey”’(Sigma):
Para que fosse possivel avaliar a viabilidade da utilizacdo dos conjugados

comerciais anti-monkey e anti-IgG hiumana, para a espécie em tela, realizamos séries de
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testes de ELISA, com os soros dos animais controle positivos e dos de animais ndo
imunizados (previamente testados na imunodifusdo), variando-se as concentra¢des de
soroalbumina bovina (utilizadas na sensibilizagdo das placas), as dos conjugados, os
tampdes, o tempo de cada etapa, assim como os periodos de incubagdo para cada fase do
teste. Conseguiu-se adaptar o protocolo e os conjugados para utilizacdo em soros de Cebus

apella.

2.5- Teste imunoenzimatico (ELISA):
2.5.1 - Roteiro técnico:

Para realizacdo do teste utilizamos placas para microtitulacio, marca CORNING®,
antigenos dengue I, II e III e febre amarela (fornecidos pela Funda¢do Evandro Chagas),
tampao carbonato bicarbonato PH 9,6; gelatina (2%), solucao de PBS, pH 7,2; micropipetas
multicanal, tampao citrato PH 5,6; OPD, anticorpo anti IgG de macaco (Anti-monkey —
Sigma) , H,0,, H,SO4. Soros de macaco prego, controle positivo e negativo € soros
humanos positivos para dengue, obtidos do banco de soros do Instituto Adolfo Lutz e
previamente testados para a revelacdo com o conjugado anti-monkey (etapa de
padronizacdo).

Realizamos o teste imunenzimatico (ELISA) através de técnica descrita por Voller
et al (1986), onde sensibilizamos a placa com 100 ul dos antigenos (5 pg/ml). As placas
foram incubadas over night sob temperatura de 4 °Ce posteriormente lavadas por trés vezes
com solucdo de PBS. Os wells foram entdo bloqueados com 200 ul de uma solucdo de
gelatina; apés um periodo de incubacdo de 1 hora a temperatura de 37 °C, as placas foram
novamente lavadas por trés vezes com PBS e posteriormente colocamos 0s soros a serem
pesquisados. Ap6s um periodo se incubacdo de 1 hora a temperatura de 37 °C, as placas
foram novamente lavadas com PBS quando a reacdo foi revelada por intermédio do
conjugado anti monkey e da solucdo reveladora composta por OPD (10 mg) e H,O, (10ul)
em tampao citrato. Apés o periodo de 30 minutos, ao abrigo da luz, a reag¢do foi bloqueada

pela adi¢do de 50 ul de H,SO4. Procedemos a leitura do teste por intermédio de um leitor

de ELISA com filtro de 492 nm.
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2.5.2- Protocolo de teste das amostras:

Todas as 256 amostras foram testadas frente aos quatro antigenos acima descritos;
aquelas consideradas reativas foram novamente avaliadas de forma pareada com aquelas
tratadas com extracdo pela acetona (Instituto Adolfo Lutz). Os soros que apresentaram alta
reatividade com os quatro antigenos foram adsorvidos nos mesmos e novamente testados
(prova de inibi¢ao do ELISA).

Considerou-se o soro como reativo quando este apresentou leitura superior a trés
desvios padroes adidos da média dos controles negativos como em Figueiredo et al, (1987;
1989), que trabalharam com o teste imunoenzimatico diretamente em cultura de células
C6/36 de Aedes aegypti (apresentando o corte mais restritivo encontrado na literatura) e
altamente reagentes quando este esteve a pelo menos um desvio padrao dos controles
positivos (soros de macaco imunizados e soros positivos humanos). Os testes de
significancia estatistica foram realizados através do teste t de student considerando-se a
diferenca significativa quando p<0,01. Os testes de significincia de reatividade foram feitos
pelo método do Qui-quadrado por intermédio de tabelas de contingéncia de 2xn (n=3), e

sendo considerado enquanto significativo o p<0,01.
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4- RESULTADOS

3.1- Teste de Inibicao da Hemaglutinagdo:

As provas de inibicdo da hemaglutinacdo com as 256 amostras de macacos prego
(Cebus apella) frente aos antigenos da dengue tipos 1 e 2 foram negativas. Os resultados
controle frente aos antigenos de outro virus do mesmo grupo, o da encefalite eqiiina do

leste, também foram negativos.

3.2- Controle da imunizacdo dos macacos prego (controle positivo):

Os soros de terceira coleta, obtidos dos 4 animais, apresentaram precipitacao frente
ao antigeno imunizante (soroalbumina bovina) até a diluicao de 1/8, mostrando que no soro
destes animais, apds o processo de imunizacdo, existiam anticorpos contra o inéculo em
quantidades suficientes para precipitarem em gel de agar. Assim sendo estes soros foram

utilizados enquanto controles positivos na padronizacio do teste imunoenzimatico.

3.3- Viabilidade de utilizacdo do conjugado comercial anti-monkey e anti IgG humana :

Os testes de ELISA, a partir da sensibiliza¢do da placa com soroalbumina bovina e
utilizacdo dos soros dos animais imunizados, apresentaram densidades Opticas
significativamente superiores a dos controles negativos (p<0,01) para todas as diferentes
diluicdes de antigenos e de soro (Figura 3), mostrando que os conjugados em epigrafe
seriam suficientes para a realizacdo do teste em soros de macacos prego. O melhor
protocolo encontrado foi aquele utilizado no teste contra os antigenos virais da dengue

(DEN I, DEN II, DEN III) e de febre amarela (FA), descritos em “materiais € métodos”.
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Figura 3: Densidades Opticas obtidas com os controles positivos (soros de macacos
imunizados) contra a soroalbumina bovina, revelados com o conjugado Anti-
monkey e dos controles negativos.
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3.4- Teste Imunoenzimético das 256 amostras contra os antigenos virais da dengue e da
febre amarela:

Das 256 amostras 250 (96,53%) obedeceram aos padrdes necessdrios para serem
consideradas enquanto reativas ao antigeno DEN I; ao DEN II, 173 (67,58%); ao DEN III,
190 (74,22%) e finalmente 207 (80,86%) ao antigeno viral da febre amarela (Figuras 4, 5,
6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14 e 15). Dentre as amostras reagentes classificamos enquanto
altamente reagentes 76 (29,68% do total e 30,4% das classificadas enquanto reagentes) para
DEN I; 45 (17,58% do total e 26,01% das classificadas enquanto reagentes) para DEN II;
74 (28,91% do total e 38,95% das reagentes) para DEN Il e 11 (4,3% do total de amostras
e 5,31% dentre as reagentes). Aquelas amostras que se apresentaram altamente reativas
para pelo menos dois dos quatro antigenos utilizados neste estudo, representaram 8,98% do

total das testadas (23 amostras); sumarizadas na tabela 2.
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Figura 4: Comparacdo das densidades Opticas obtidas entre os soros de macaco prego e os
respectivos controles negativos, para DEN I no teste de ELISA.
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Figura 5: Dispersdo logaritimica das densidades Opticas encontradas para os soros de

macaco prego € seus respectivos controles negativos, para DEN I, no teste de
ELISA.
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Figura 6: Distribuicdo de freqiiéncia das densidades Opticas observadas no teste
imunoenzimatico, dos soros de macacos prego testados e dos controles
negativos para DEN I.
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Figura 7: Comparagdo das densidades 6pticas obtidas entre os soros de macacos prego e 0s
respectivos controles negativos, para DEN II no teste de ELISA.
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Figura 8: Dispersdo logaritimica das densidades Opticas encontradas para os soros de
macacos prego € seus respectivos controles negativos, para DEN II, no teste de

ELISA.
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Figura 9: Distribuicdo de freqiiéncia das densidades Opticas observadas no teste
imunoenzimatico, dos soros de macacos prego testados e dos controles
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Figura 10: Comparacdo das densidades Opticas obtidas entre os soros de macaco prego e os
respectivos controles negativos, para DEN III no teste de ELISA.
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Figura 11: Dispersao logaritimica das densidades Opticas encontradas para os soros de
macacos prego e seus respectivos controles negativos, para DEN III, no teste de
ELISA.
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Figura 12: Distribuicdo de freqiiéncia das densidades Opticas observadas no teste
imunoenzimatico, dos soros de macacos prego testados e dos controles
negativos para DEN III.

Dengue Il - Teste Dengue Il - Controles negativos

80 r 120 —

D
o
T

80 [

60 [

Frequéncias
'S
o
Frequiéncias

n
o
T

20|

0 — . NENEE _ .

0 0,1 02 03 04 05 06 07 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Densidades 6pticas Densidades 6pticas

Figura 13: Comparagdo das densidades Opticas obtidas entre os soros de macacos prego e
0s respectivos controles negativos, para FA no teste de ELISA.
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Figura 14: Dispersao logaritimica das densidades Opticas encontradas para os soros de
macacos prego € seus respectivos controles negativos, para FA, no teste de
ELISA.
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Figura 15: Distribuicdo de freqiiéncia das densidades Opticas observadas no teste
imunoenzimatico, dos soros de macacos prego testados e dos controles
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Tabela 2: Origem dos soros que compdem as amostras consideradas como altamente
reagentes aos quatro antigenos estudados.

NUMERO CIDADE DE PROCEDENCIA ORIGEM DO ANIMAL
AM(I))STRA
6 Sumaré — SP Externa — origem desconhecida
10 Sumaré — SP Sem informacdes
11 Sumaré — SP Externa — origem desconhecida
36 Sao José do Rio Preto - SP Nascido no zooldgico
38 Sao José do Rio Preto - SP Externa — origem desconhecida
61 Sao Paulo - SP Externa — origem desconhecida
66 Sao Paulo — SP Externa — origem desconhecida
72 Sao Paulo — SP Sem informacdes
79 Sao Paulo — SP Externa — origem desconhecida
83 Sao Paulo — SP Sem informacdes
98 Sao Paulo — SP Sem informacdes
110 Sao Paulo — SP Externa — origem desconhecida
135 Campinas — SP Nascido no zooldgico
138 Jodo Pessoa — PB Nascido no zooldgico
150 Sao Vicente — SP Sem informagdes
168 Camburiu — SC Externa — praca de Florian6polis
170 Camburid — SC Externa — praca de Floriandpolis
177 Brusque — SC Sem informacdes
182 Brusque — SC Sem informagdes
204 Sapucaia do Sul — RS Externa — Alvorada — RS
221 Cachoeira do Sul — RS Sem informacdes
227 Cachoeira do Sul — RS Externa — Candeldria - RS
249 Pool de soros Sio Paulo
23 soros 10 cidades diferentes

Nao observamos diferenca, estatisticamente significativa, quando comparamos as

densidades Opticas obtidas (para os antigenos pesquisados) entre machos e fémeas, assim

como, para animais jovens, adultos e senis (p>0,01). A freqiiéncia de reatividade

encontrada para as fémeas foi de 95,75 e de 97,71% para os machos quando utilizado o

antigeno DEN [; para DEN II foi de 64,89% e 71,28%; para DEN 111, 43,51% e 43,62% e

finalmente de 60,31% e 60,64% respectivamente para o da febre amarela. J4 as freqiiéncias

de reatividade encontradas, respectivamente para DEN I, DEN II, DEN III e FA foram de
47,5%, 52,5%, 42,5% e 65% para os animais jovens, de 96,49%, 64,91%, 40,35% e
60,53% para os animais adultos e de 97,56%, 78,05%, 48,78% e 95,12% para os animais
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senis As diferencas foram significativas para DEN I e FA (p<0,01), onde os animais senis

apresentaram uma maior freqiiéncia de reatividade (Figura 16).

Figura 16: Freqiiéncias de reatividade frente aos antigenos pesquisados dentre os soros de
macacos prego jovens, adultos e senis, frente ao teste imunoenzimaético.
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Os testes imunoenzimdticos de soros de animais, mantidos em cativeiros em regides
onde ndo existia a transmissdo da dengue e da febre amarela por ocasido da coleta,
apresentaram densidades Opticas maiores do que os daqueles de 4reas com transmissao,
sendo estas diferencas significativas para os antigenos DEN I e DEN II (P<0,01) e no limite

para DEN III (Figura 17).
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Figura 17: Média das densidades Opticas obtidas no teste imunoenzimdtico dos soros
reativos de macacos prego oriundos de dreas com transmissdo e sem de dengue
e febre amarela.
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Daqueles testes imunoenziméticos envolvendo soros pareados, normais € 0s que
passaram pela extracdo com acetona (preparacdo para prova de inibicao da hemaglutinacao)
observamos uma concordancia quanto a reatividade (soros tratados e nao) de 45,45% (25
em 55 soros reavaliados) sendo que os soros tratados perderam a reatividade em uma
freqiiéncia de 49,09% (27 soros) para o antigeno da dengue 1. Para o DEN II e DEN III
estes valores foram respectivamente de 69,57% (concordancia) e 30,44% (perda da
reatividade). No que tange a prova envolvendo o antigeno da Febre Amarela, a
concordancia foi de 73,91% (17 soros em 23 reavaliados) e a perda da reatividade ocorreu
na freqiiéncia de 21,74% (5 soros). Observamos, ainda uma diminui¢do nos valores de
densidade Optica dos soros tratados frente aos normais que foram estatisticamente
significativa (p<0,01) para DEN I, DEN II e Febre Amarela (p<0,01), ndo atingindo
significancia para DEN III (Figuras 18, 19, 20 e 21).
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no ensaio

18: Dispersdo logaritimica das densidades Opticas obtidas
imunoenzimatico dos soros normais comparados aos tratados com a extracio
pela acetona para DEN 1.
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19: Dispersdo logaritimica das densidades Opticas obtidas

no ensaio

imunoenzimdtico dos soros normais comparados aos tratados com a extracio

pela acetona para DEN II.
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obtidas no ensaio

imunoenzimatico dos soros normais comparados aos tratados com a extragao
pela acetona para DEN III.
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Figura 21: Dispersdo logaritimica das densidades Opticas obtidas

no ensaio

imunoenzimatico dos soros normais comparados aos tratados com a extracao

pela acetona para FA.
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Dos 11 soros que foram adsorvidos com DEN [, II, III e FA, 1 apresentou inibicdo
da reacdo imunoenzimdtica mediante 3 antigenos distintos (DEN I, DEN Il e FA), 2 para 2
antigenos DEN I e DEN II e restante para pelo menos um dos pesquisados. O DEN II inibiu
7 (63,64%) dos soros; DEN 1, 4 (36,36%) e FA 3 (27,28%%). A adsor¢ao com DIII, nao
inibiu a reacdo imunoenzimdtica para nenhum dos soros testados (Figuras 22, 23, 24 e 25).

A tabela 3 mostra a procedéncia das amostras em epigrafe.

Figura 22: Dispersao logaritimica das densidades Opticas obtidas no teste imunoenzimatico
dos soros de macacos prego, normais e adsorvidos frente ao antigeno da DEN 1.
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Figura 23: Dispersdo logaritimica das densidades dpticas obtidas no teste imunoenzimatico
dos soros de macacos prego, normais e adsorvidos frente ao antigeno da DEN II.
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Figura 24: Dispersao logaritimica das densidades Opticas obtidas no teste imunoenzimatico
dos soros de macacos prego, normais e adsorvidos frente ao antigeno da DEN III.
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Figura 25: Dispersao logaritimica das densidades Opticas obtidas no teste imunoenzimatico
dos soros de macacos prego, normais e adsorvidos frente ao antigeno da FA.
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Tabela 3: Procedéncia das amostras utilizadas na prova de inibicdo do ELISA para os

quatro antigenos pesquisados.

NUMEROS CIDADE DE PROCEDENCIA ORIGEM DO ANIMAL ANTIGENOS
DAS INIBIDORES
AMOSTRAS
6 Sumaré — SP Externa — origem desconhecida DEN I
9 Sumaré - SP Externa — origem desconhecida DEN I e II
11 Sumaré — SP Externa — origem desconhecida DEN II
36 Sao José do Rio Preto - Nascido no zoolégico DEN I
Sp
38 Sao José do Rio Preto - Externa — origem desconhecida DEN LII e FA
SP
41 Sdo José do Rio Preto - Nascido no zooldgico DEN II
SP
42 Piracicaba - SP Externa — origem desconhecida DEN I, 11
55 Santa Barbara — SP Sem informagdes FA
98 Sao Paulo — SP Sem informacdes DIl
110 Sao Paulo — SP Externa — origem desconhecida FA
138 Jodo Pessoa — PB Nascido no zooldgico DEN I
11 soros 6 cidades diferentes
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5- DISCUSSAO

Humanos e camundongos sauddveis apresentam em seu soro anticorpos naturais, ou
seja, imunoglonulinas reativas com moléculas estranhas (non self) ou nao (self), que sdo
detectadas na auséncia de contato com antigenos externos. Como visto anteriormente estes
apresentam vadrias funcdes incluindo o controle da autoreatividade e a homeostase do
sistema imune em individuos sadios; podem ainda ser encontrados no sangue do cordao
umbilical de recém nascidos sugerindo que sua sintese independe de antigenos exdgenos,
entretanto, os mecanismos pelos quais sdo regulados os seus repertdrios ainda ndo sao

totalmente compreendidos (QUINTANA et al, 2004).

7z

A sorologia € importante no diagndstico das infeccdes por Flavivirus e na
diferenciagdo entre infec¢des primdria e secundéria. Tradicionalmente a IH tem sido usada
para classificar as respostas imunoldgicas em primérias (aumento gradual de anticorpos a
um titulo moderado) ou secunddrias (aumento répido a titulos elevados), visto que detecta
imunoglobulinas totais, principalmente 1gG (que perduram por um longo periodo de
tempo), constituindo um teste util para estudos soros-epidemioldgicos. Por outro lado, o
teste de ELISA-IgM (MaC-ELISA) € muito importante no diagndstico rapido das infecgdes
correntes e/ou recentes, pois usualmente a IgM surge na primeira semana apds o inicio dos
sintomas, alcanca um pico na segunda semana e perdura por 2 a 3 meses (MANCINI et al,
1965; WHO, 1986, 1998 a,b, 1999, 2001; ARAUJO et al, 2002; VASCONCELOS, 2002,
2003). Existe uma reacdo cruzada substancial entre os Flavivirus, como os virus da febre
amarela e da dengue, devido a presenca de determinantes antigénicos comuns, assim como
entre os quatro sorotipos da dengue; apesar de existir apenas um unico determinante para
cada sorotipo (BEASLEY, 1994; LAM & DEVINE, 1996; DEOPE, 1996), este padrdo de
reacdo também foi observado neste trabalho, uma vez que varios dos soros estudados

reagiram com todos os antigenos pesquisados.

A imunizacio dos primatas com soroalbumina bovina se mostrou eficiente, uma vez
que os soros hiperimunes, de todos os animais desafiados com este antigeno, apresentaram
linhas de precipitacdo, a imunodifusdo em gel, visiveis até mesmo antes da coloragdo das

laminas. A utilizacdo de soros sabidamente positivos a um antigeno conhecido foi de
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grande valia na padronizacdo do teste imunoenzimdtico para imunoglobulinas de Cebus
apella, assim como na certificacdo da viabilidade do uso de distintos tipos de conjugado.
Seria ainda interessante darmos foco a importancia do método no sentido da viabilidade de
sua utilizacdo em outros animais silvestres, uma vez que ndo causa danos a saide e produz
um controle positivo, normalmente, inexistente para estes tipos de animais, pois como
destaca Hietala & Gardner (1999), uma das grandes dificuldades no diagndstico de
reatividade de anticorpos de animais selvagens a antigenos especificos, por testes de grande
sensibilidade, residiria na inexisténcia de conjugados espécie especificos e de padronizagdo
destes.

O conjugado comercial anti IgG de macacos genérico (anti-monkey) e o anti IgG
humana (Sigma) foram suficientes para revelacao da reacao dos soros de Cebus apella aos
antigenos da dengue e da febre amarela no teste imunoenzimdtico, corroborando com
informagdes da literatura sobre a existéncia de importantes similaridades (inclusive a
existéncia de reacdo cruzada) entre as imunoglobulinas de macaco prego e as humanas
(MACHADO, 1980; PALMERO et al, 1988). O fato de o conjugado ser destinado a IgG
ndo impede a sua ligacdo as cadeias leves do pentdmero da IgM, (ndo o torna

monoespecifico) permitindo, também, a detecc¢ao deste isotipo de anticorpo.

Em detrimento de existirem na literatura uma infinidade de testes visando dirimir
alguns problemas préticos das técnicas tradicionalmente empregadas (KUNO & WEIL,
1985; RAMUDO et al, 1986; FIGUEIREDO et al, 1987, 1989; KUNO et al, 1991) e de
haverem testes comerciais de facil utilizacdo (GROEN et al, 2000; SATISH et al, 2003), no
Brasil os laboratérios oficiais utilizam os testes de IH e o MaC-ELISA para o diagndstico
sorolégico da dengue e febre amarela (WHO, 1998, VASCONCELOS, 2002, 2003). O
teste de inibi¢do da hemaglutinacdo, apesar de ser uma das provas indicadas para o
diagnéstico destes agravos pela Organizacdo Mundial de Saude, apresenta problemas que
foram observados neste estudo, uma vez que a extracdo pela acetona (necessdria para a
retirada de outros hemaglutinantes do soro) estaria desnaturando de forma definitiva uma
grande quantidade de anticorpos passiveis de serem detectados em outros testes

imunoldgicos como o ELISA.

O teste imunoenzimdtico com amostras pareadas (tratadas e ndo pela acetona)

apresentou perda na reatividade dos soros tratados, aos antingenos virais pesquisados, da
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ordem de 49,09% (DEN 1); 69,57% (DEN 1I e III) e 21,74% (FA). Quando levamos em
conta as diferencas de densidades Opticas entre os soros normais e tratados, observamos
diferenca significativa (p<0,01) para os antigenos DEN I, II e FA, indicando que além da
perda da reatividade (segundo os critérios estabelecidos) de alguns soros, existe uma
diminui¢@o nos valores das densidades Opticas daqueles tratados (excecdo feita ao DEN 111,
onde a diferenca nao foi significativa — p=0,08). Havemos de considerar ainda a
possibilidade de uma maior instabilidade espécie especifica, ao tratamento pela extragao
com acetona, das imunoglobulinas de Cebus apella. Certamente esta etapa do procedimento
laboratorial ndo estaria indicada para soros oriundos de primatas desta espécie, € no que
tange a sua utilizacdo em soros humanos, talvez merecesse uma maior investigacao. Outros
inconvenientes deste teste, tais como o tempo e a complexidade de elaboracdo, dificuldade
na padronizagdo dos resultados entre diferentes laboratorios, alto indice de reacdes cruzadas
e necessidade da utilizagdo de amostras pareadas (no caso do diagndstico da doenca em
curso) tem influenciado seu abandono enquanto teste de rotina para o diagndstico de
dengue e de febre amarela. A prova de fixacdo do complemento ndo tem sido utilizada
devido a necessidade de um pessoal treinado (quando consideramos a sua utilizagdo fora de
laboratérios de referéncia) para sua consecucdo e também pelo alto indice de reacodes
cruzadas observadas, que muitas vezes sdo iguais ou até mesmo maiores do que as para o

flavivirus realmente infectante (SATISH et al, 2003).

Devido as dificuldades encontradas podemos observar na literatura um esfor¢o no
sentido de buscar um método rapido, sensivel e suficiente para detectar a infec¢do primaria
através da revelacdo de [gMs reativas aos antigenos virais, o que tem sido solucionado pela
padronizacdo de um teste de ELISA de captura de IgM (Mac-ELISA). Existe, hoje no
mercado uma grande quantidade de testes comerciais direcionados a detec¢do de antigenos
virais de flavivirus destinados a soros humanos e baseados no ELISA (WHO, 1998 a, b;
GROEN et al, 2000; SATISH et al, 2003).

Como o objetivo deste trabalho ndo era o de oferecer um diagndstico da infeccdo
primaria, e sim o de revelar a existéncia de anticorpos reativos aos antigenos virais da
dengue e da febre amarela, optamos pelo teste de ELISA indireto, anteriormente descrito,
uma vez que poderiamos detectar outros isotipos de imunoglobulinas (VOLLER &

BIDWELL, 1986).
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Observamos uma alta freqiiéncia de reatividade, dos soros testados frente aos
antigenos da dengue e da febre amarela, atingindo uma freqiiéncia de 97% para DEN I, por
exemplo. Certamente seria muito dificil tentar explicar estes niveis de anticorpos do ponto
de vista da epidemiologia das enfermidades em epigrafe, uma vez que dentre os animais
estudados muitos ndo se encontravam em dreas endémicas para estes agravos por ocasiao
da coleta de sangue, como é o caso dos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul
(SCHATZMAYR, 2000; FIGUEIREDO et al, 2004). Caso consideremos que muitos
animais vieram de fora do cativeiro (poderiam ter vindo de dreas endémicas), haveriamos
de levar em conta que, outros tantos apresentando soros reativos, nasceram nestes.

Quando compiladas, as médias de densidades Opticas (obtidas no teste
imunoenzimatico) dos soros de animais oriundos de regides com transmissdo e sem, das
doencas estudadas, observamos uma maior leitura para esta ultima, significativa para os
antigenos DEN I e DEN II (no limite para DEN III p=0,019), contrariando o que seria
epidemiologicamente esperado no caso de uma infec¢do natural. Outra particularidade
interessante € a do tragado, proximo a distribui¢do gaussiana, do compilado de freqiiéncias
de densidades Opticas dos soros estudados frente aos quatro antigenos, mostrando ndo
haverem grandes desvios na curva de normalidade.

Diante do exposto acima a idéia de se discutir a existéncia de anticorpos naturais na
espécie estudada €, sem duvidas, inevitdvel uma vez que seria capaz de explicar varias das
particularidades da inserc¢do desta espécie na epidemiologia da dengue e da febre amarela.
Poderiamos sugerir que a resisténcia do Cebus apella a febre amarela silvestre
(VASCONCELOQS, 2002, 2003) no Brasil seria em decorréncia da existéncia de anticorpos
naturais que neutralizariam a particula viral, fato apontado, porém em sentido contrario, por
Theiler & Anderson (1975) quando estudavam o Macacus rhesus na Asia e tentavam
explicar a inexisténcia de um ciclo silvestre da febre amarela neste continente.

Trabalhos feitos com outras espécies de primatas (nenhum com macaco prego), que
envolveram a inoculacdo dos virus da dengue, mostraram uma baixa viremia e titulo de
anticorpos, além de auséncia de sintomatologia clinica (SCHERER et al, 1978;
MARCHETTE & HALSTEAD, 1973; KRAISELBURG et al, 1985). Quando
consideramos, a semelhanca filogenética de primatas como os chimpanzés (estudados,

também) com a espécie humana e a falta de sensibilidade destes a dengue havemos de levar
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em conta, a possibilidade da existéncia de alguma particularidade no sistema imune deles
que pudesse ser responsabilizada por este padrao de sensibilidade diferenciada.

Ochsenbein et al (1999) observaram que os soros, de ratos ndo imunizados
apresentavam IgMs naturais, reativas aos virus da coriomeningite linfocitica, vacinia e
estomatite vesicular, que conferiam prote¢do contra estes microrganismos. Outros autores
como Baumgarth et al (2000) que também observaram um efeito de protecdo por parte de
anticorpos naturais ao virus da influenza, engrossam a idéia da acdo destas imunoglobulinas
na infec¢do viral, em detrimento da idéia cldssica centrada no envolvimento do eixo
linfécitos CD4 - CD8 e resposta citotoxica. Hahn et al (2001) conseguiram baixar, de forma
significativa, o nivel de viremia do virus da dengue em primatas mediante a inoculacdo de
anticorpos biespecificos (heterodimeros) para estes virus e para proteina E do complemento
(de simios), conseguindo in vitro, uma limpeza viral da ordem de 90% (em 5 minutos) e
resultados similares in vivo utilizando macacos. Outros autores observaram que estes
anticorpos (naturais) também possuiam uma ag¢do semelhante frente as infec¢des por
Tripanossoma cruzi (ALMEIDA et al, 1991) e Rotavirus (ROTHER et al, 1995 ).

Hayashi et al (2004) pesquisando a resisténcia de primatas do velho mundo
(incluindo a espécie humana) ao virus da pseudoraiva (herpesviridae - que normalmente
infecta culturas de células humanas), verificaram a acdo neutralizante de anticorpos
naturais, existentes nas espécies estudadas, que também eram reativos a Galal-3Galp1-
4GlcNAc-R (epitopo aGal). Gostariamos de ressaltar que estas espécies de primatas, em
detrimento de outros mamiferos, ndo apresentam este epitopo em suas células, sendo os
anticorpos naturais contra estes, existentes no soro normal, atribuidos a um “tdnus”,
mantido pela microflora intestinal, através de reagdes cruzadas com epitopos semelhantes
ao a-galactosil (GALILI et al, 1988).

Os dados da literatura embasam, de certa forma a hipétese de que os anticorpos
naturais detectados neste estudo apresentariam algum papel na infeccdo viral da dengue e
da febre amarela e que poderiam reagir com outros tipos de antigenos, ou mesmo serem
mantidos mediante uma estimulacdo permanente da microflora bacteriana. Curiosamente a
unica diferenca, estatisticamente significativa, em reatividade frente aos antigenos DEN [ e
FA, que encontramos foi aquela dos macacos prego velhos (maior reatividade que jovens e

adultos). Embora a dieta destes animais, nos diversos zooldgicos visitados, seja muito
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semelhante, existe uma priorizagdo social para a alimentacdo (os animais dominantes se
alimentam antes e dos alimentos mais palatdveis, mais energéticos e protéicos) que, de
certa forma, distancia os animais velhos dos itens com maior teor nutricional, devido a
perda do status social (observacdo pessoal). Esta particularidade poderia alterar
qualitativamente as floras intestinais destes animais, mudando o tipo de estimulacdo dos
linfécitos B CD5. Podemos, no entanto, visualizar uma série de outras tentativas
especulativas de explicagdao, porém havemos de nos concentrar no fato de que o assunto
convida a realizacio de novos estudos.

Seria ainda interessante darmos nota a possibilidade da geracdo de auto-anticorpos
naturais envolvendo estimulos constantes dados pelos autoantigenos, o que poderia também
ser uma parte da explicacdo desta alta reatividade encontrada aos antigenos pesquisados,
uma vez que o envelope viral dos flavivirus € formado por partes da unidade de membrana
das células hospedeiras (CHAMBERS et al, 1990; LINDENBACH & RICE, 2001;
VASCONCELQOS, 2002, 2003).

A perda parcial da reatividade dos soros, pelo tratamento com acetona, sugere que,
em sua grande maioria, estes anticorpos pertenceriam a isotipos de estrutura molecular mais
complexa, como € o caso da IgM, o que corrobora com os dados da literatura que apontam
esta classe de imunoglobulina como a principal constituinte dos anticorpos naturais. Por
outro lado a manuten¢do de niveis de reatividade para alguns soros (mesmo apds do
tratamento pela extragdo com acetona) indicaria a presenga de IgGs, destacando também a
importancia deste isotipo enquanto anticorpo natural (AVRAMEAS & TERNYNCK, 1995;
COUTINHO et al, 1995; DEPRAETERE et al, 2000; BOES, 2000).

O teste de inibicdo realizado através da adsorcdo dos soros com os antigenos
estudados mostrou uma inibi¢do cruzada, normalmente a mais de um sorotipo, ratificando
de certa forma as reacdes positivas encontradas (ARAUJO et al, 1987). Uma variacio da
inibicao encontrada poderia ser explicada pelo fato dos soros empregados serem policlonais
e também conterem uma quantidade de anticorpos muito varidvel.

A alta reatividade obtida neste estudo, associada ao ‘“estado da arte” do
conhecimento dos autoanticorpos e anticorpos naturais, provoca a consecu¢do de novas
investigacoes, direcionadas a entender aspectos deste perfil de imunoglobiulinas detectadas

pelo teste de ELISA, a que isotipos pertencem, sua autoreatividade, seu poder de
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neutralizacdo ou mesmo acdo de protecdo direcionada as particulas virais, dentre outras
tantas perguntas que insistem em se fazerem presentes.

Entendemos que as investigacdes envolvendo o estudo da imunofisiologia
comparada em animais silvestres, apesar de muitas vezes negligenciada, poderia expor
aspectos muito importantes para o entendimento de particularidades nesta drea do
conhecimento, para as quais os modelos de estudo tradicionais nao tenham suficiéncia.
Solugdes evolutivas encontradas para a homeostase e mesmo diferentes formas que
representaram uma vantagem evolutiva para este relacionamento, com o mundo microbiano
poderiam apresentar-nos alternativas interessantes ao modelo cldssico de funcionamento do
sistema imune. Entendemos que seria pouco provdavel que uma grande diversidade de
animais adaptados aos mais diversos ambientes, com importantes diferencas anatomicas e
fisioldgicas, fizessem uso de um sistema imune exatamente igual ao das poucas espécies

animais estudadas.
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6- CONCLUSOES

- Os conjugados comerciais anti-monkey e anti-humano sao suficientes para revelacdo das

reacOes dos anticorpos de Cebus apella ao teste de ELISA indireto.

- Existe reatividade dos soros de macacos prego (Cebus apella) estudados a trés dos

antigenos virais da dengue e ao da febre amarela.

- A reatividade encontrada dos soros de Cebus apella frente aos antigenos virais da dengue
e da febre amarela nio pode ser explicada com base na epidemiologia destas doencas, por

ocasido da obten¢do dos soros.

- Etapas necessdrias para a elaboracdo do teste de Inibicdo da Hemaglutinacdo, segundo o
protocolo utilizado pelo Instituto Adolfo Lutz, inviabilizam alguns dos anticorpos

detectados pelo teste de ELISA indireto, para os soros de Cebus apella.
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8- Apéndice

Anexo 1: Densidades Opticas obtidas no ensaio imunoenzimatico, dos soros de Cebus
apella, com seus respectivos controles negativos, para os antigenos DEN I, DEN

II, DEN III e FA.
Amostras DEN | DEN II DEN I FA
teste  controle teste controle teste controle teste  controle

1 0,407 0,141 0,414 0,165 0,267 0,106 0,215 0,115

2 0,395 0,137 0,372 0,189 0,279 0,17 0,215 0,102

3 0,622 0,128 0,494 0,158 0,307 0,095 0,258 0,11

4 0,529 0,26 0,334 0,171 0,235 0,113 0,211 0,118

5 0,411 0,136 0,352 0,158 0,296 0,099 0,231 0,123

6 0,788 0,134 0,509 0,179 0,397 0,148 0,287 0,113

7 0,556 0,135 0,496 0,168 0,402 0,091 0,244 0,1

8 0,555 0,211 0,461 0,13 0,311 0,135 0,274 0,098

9 0,652 0,181 0,541 0,178 0,408 0,096 0,274 0,103
10 0,572 0,192 0,475 0,155 0,188 0,115 0,334 0,104
11 0,54 0,215 0,557 0,122 0,331 0,101 0,272 0,108
12 0,56 0,254 0,467 0,114 0,42 0,176 0,262 0,138
13 0,483 0,133 0,493 0,238 0,281 0,102 0,283 0,13
14 0,39 0,143 0,329 0,161 0,233 0,092 0,235 0,114
15 0,421 0,104 0,426 0,138 0,344 0,095 0,266 0,119
16 0,444 0,169 0,327 0,164 0,241 0,098 0,245 0,132
17 0,299 0,157 0,284 0,168 0,248 0,111 0,227 0,133
18 0,307 0,137 0,329 0,197 0,218 0,102 0.2 0,112
19 0,32 0,172 0,302 0,211 0,205 0,125 0,168 0,103
20 0,392 0,176 0,366 0,135 0,229 0,09 0,203 0,103
21 0,378 0,198 0,288 0,151 0,192 0,107 0,163 0,105
22 0,441 0,197 0,263 0,149 0,222 0,107 0,201 0,117
23 0,409 0,23 0,378 0,148 0,203 0,102 0,188 0,16
24 0,463 0,18 0,392 0,155 0,279 0,1 0,233 0,111
25 0,357 0,132 0,396 0,199 0,228 0,1 0,229 0,12
26 0,29 0,145 0,264 0,166 0,255 0,103 0,253 0,111
27 0,354 0,163 0,314 0,159 0,248 0,099 0,228 0,113
28 0,552 0,151 0,386 0,165 0,277 0,094 0,252 0,122
29 0,392 0,191 0,356 0,165 0,245 0,101 0,222 0,112
30 0,437 0,138 0,376 0,179 0,251 0,101 0,22 0,107
31 0,492 0,117 0,358 0,159 0,325 0,105 0,222 0,119
32 0,516 0,14 0,398 0,155 0,322 0,102 0,253 0,098
33 045 0,18 0,358 0,156 0,241 0,121 0,246 0,1
34 0,412 0,157 0,366 0,153 0,335 0,106 0,255 0,113
35 0,458 0,161 0,36 0,16 0,309 0,112 0,238 0,106
36 0,611 0,195 0,433 0,167 0,491 0,104 0,355 0,114
37 0,375 0,161 0,411 0,085 0,283 0,053 0,19 0,152
38 0,612 0,199 0,485 0,117 0,473 0,054 0,283 0,149

w
©

0,557 0,123 0,3 0,192 0,312 0,054 0,299 0,113




Amostras

40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

DEN |
teste  controle
0,562 0,157
0,693 0,175
0,509 0,201
0,468 0,162

0,41 0,199
0,544 0,183
0,519 0,216
0,317 0,152
0,349 0,161
0,277 0,149
0,397 0,15
0,329 0,183
0,376 0,164
0,382 0,163
0,433 0,171
0,583 0,164
0,373 0,14
0,431 0,14
0,538 0,157
0,439 0,171
0,344 0,17
0,498 0,134
0,361 0,205
0,419 0,182
0,361 0,201

0,42 0,19
0,366 0,169

0,35 0,211
0,385 0,214

0,54 0,235
0,437 0,204
0,358 0,235
0,365 0,182
0,481 0,179
0,433 0,135
0,443 0,167
0,383 0,17
0,461 0,14
0,507 0,19
0,476 0,149

0,52 0,176
0,628 0,153
0,618 0,161
0,696 0,364
0,573 0,17
0,514 0,158
0,535 0,146
0,545 0,162

DEN I

teste  controle
0,43 0,191
0,523 0,169
0,441 0,178
0,214 0,22
0,244 0,137
0,263 0,141
0,32 0,178
0,293 0,196
0,253 0,1
0,307 0,174
0,4 0,168
0,273 0,171
0,484 0,159
0,293 0,172
0,402 0,145
0,485 0,149
0,397 0,149
0,352 0,146
0,419 0,183
0,498 0,15
0,332 0,156
0,668 0,14
0,366 0,162
0,518 0,176
0,321 0,175
0,504 0,197
0,353 0,156
0,482 0,156
0,372 0,164
0,46 0,17
0,375 0,146
0,373 0,167
0,368 0,231
0,317 0,188
0,315 0,168
0,41 0,175
0,306 0,301
0,4 0,179
0,459 0,203
0,45 0,17
0,428 0,319
0,517 0,202
0,43 0,264
0,521 0,401
0,396 0,224
0,435 0,307
0,449 0,246
0,529 0,251

DEN I
teste  controle
0,343 0,051
0,431 0,061
0,353 0,054

0,2 0,055
0,179 0,053
0,228 0,06
0,355 0,067
0,295 0,106

0,17 0,108

0,23 0,127
0,334 0,104
0,203 0,103

0,25 0,126

0,19 0,102
0,268 0,109
0,391 0,106
0,248 0,107
0,182 0,111
0,234 0,108
0,277 0,124
0,307 0,161
0,295 0,118
0,221 0,111
0,364 0,112
0,279 0,112

0,26 0,115
0,255 0,106
0,265 0,11
0,226 0,136
0,259 0,11
0,286 0,132
0,268 0,124
0,428 0,126
0,292 0,117
0,259 0,117
0,278 0,123
0,232 0,119
0,261 0,11
0,368 0,122
0,268 0,116
0,245 0,114
0,257 0,103
0,359 0,117
0,523 0,177
0,324 0,18
0,344 0,16
0,252 0,167
0,334 0,126

teste
0,256
0,275
0,257
0,125
0,143
0,195
0,208
0,252
0,203
0,24
0,297
0,22
0,197
0,204
0,197
0,302
0,175
0,191
0,185
0,214
0,235
0,321
0,219
0,247
0,2
0,248
0,325
0,266
0,233
0,245
0,263
0,243
0,314
0,186
0,219
0,23
0,187
0,263
0,298
0,317
0,236
0,247
0,241
0,314
0,3
0,256
0,261
0,313

FA

controle
0,123
0,121
0,105
0,111
0,102
0,104
0,121
0,121
0,118
0,105
0,105
0,111
0,12
0,041
0,107
0,107
0,063
0,043
0,052
0,129
0,119
0,123
0,117
0,113
0,15
0,119
0,108
0,111
0,119
0,123
0,178
0,102
0,108
0,097
0,11
0,101
0,106
0,113
0,11
0,11
0,116
0,111
0,119
0,144
0,149
0,141
0,126
0,128

62



Amostras

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135

DEN |
teste  controle
0,628 0,169
0,564 0,178
0,645 0,162
0,585 0,321
0,633 0,221
0,488 0,268
0,585 0,251
0,395 0,168
0,421 0,138
0,476 0,126
0,487 0,115
0,394 0,109
0,356 0,116
0,435 0,108
0,563 0,109
0,494 0,159
0,545 0,188
0,663 0,205

0,74 0,225
0,648 0,162
0,576 0,173
0,556 0,104
0,715 0,105
0,541 0,174
0,539 0,098
0,403 0,117
0,429 0,102
0,394 0,101
0,392 0,17
0,747 0,179
0,659 0,185
0,661 0,196
0,568 0,124
0,658 0,207
0,678 0,146
0,705 0,178
0,722 0,117
0,527 0,118
0,482 0,11
0,413 0,104
0,466 0,104
0,647 0,227
0,555 0,187

0,58 0,207
0,603 0,201
0,596 0,205
0,616 0,137
0,584 0,159

DEN I
teste  controle
0,559 0,287
0,482 0,255
0,355 0,22
0,424 0,396
0,402 0,244
0,323 0,242

0,36 0,269
0,453 0,257
0,384 0,294
0,409 0,246
0,479 0,245
0,428 0,213
0,328 0,222
0,237 0,209
0,452 0,209

0,45 0,222
0,368 0,215
0,559 0,259
0,399 0,242
0,387 0,251
0,421 0,258

0,42 0,232
0,692 0,232
0,429 0,246
0,471 0,237
0,398 0,223
0,426 0,215

0,45 0,242
0,442 0,225
0,421 0,258
0,459 0,265
0,476 0,245

0,39 0,258
0,463 0,298
0,487 0,276
0,404 0,268
0,426 0,229
0,335 0,231

0,49 0,25
0,387 0,264
0,424 0,245
0,395 0,301
0,512 0,374
0,501 0,541
0,449 0,335
0,507 0,325
0,552 0,35
0,556 0,303

DEN I
teste  controle
0,292 0,128
0,288 0,13
0,259 0,116
0,341 0,36
0,275 0,128
0,377 0,125
0,264 0,114
0,313 0,118
0,321 0,121
0,373 0,121
0,511 0,126
0,259 0,186
0,273 0,121
0,148 0,124
0,282 0,129
0,276 0,136
0,364 0,147
0,535 0,157

0,37 0,135

0,25 0,136
0,267 0,131
0,335 0,147
0,525 0,134
0,409 0,161
0,274 0,14
0,302 0,16
0,298 0,19
0,302 0,154

0,24 0,193
0,318 0,327
0,289 0,278
0,387 0,134
0,207 0,149
0,278 0,126
0,366 0,115
0,268 0,108
0,375 0,106
0,257 0,128
0,277 0,117
0,206 0,123
0,312 0,205
0,236 0,121
0,328 0,137
0,249 0,123
0,243 0,132
0,235 0,119
0,307 0,143
0,382 0,117

teste
0,314
0,3
0,233
0,305
0,279
0,274
0,304
0,24
0,275
0,259
0,338
0,229
0,185
0,139
0,195
0,217
0,204
0,259
0,241
0,208
0,212
0,206
0,26
0,234
0,19
0,22
0,185
0,235
0,171
0,223
0,274
0,302
0,217
0,216
0,263
0,217
0,211
0,228
0,254
0,193
0,278
0,228
0,261
0,235
0,194
0,25
0,295
0,373

FA

controle
0,134
0,167
0,125
0,131
0,14
0,137
0,119
0,142
0,122
0,114
0,142
0,108
0,104
0,101
0,113
0,122
0,119
0,127
0,125
0,147
0,131
0,123
0,127
0,115
0,112
0,117
0,114
0,118
0,118
0,132
0,121
0,131
0,117
0,12
0,124
0,12
0,15
0,117
0,131
0,116
0,133
0,197
0,142
0,14
0,138
0,152
0,13
0,125

63



Amostras

136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
184

DEN |
teste  controle
0,783 0,13
0,626 0,129
0,677 0,121
0,704 0,234
0,649 0,209
0,349 0,226
0,711 0,221
0,766 0,19
0,793 0,228
0,793 0,186
0,687 0,208
0,627 0,196
0,753 0,194
0,611 0,201
0,845 0,202

0,74 0,242
0,715 0,196
0,795 0,171
0,798 0,214

0,8 0,227
0,762 0,226
0,681 0,219
0,747 0,245
0,673 0,212
0,692 0,221

0,74 0,184
0,769 0,207
0,812 0,215
0,804 0,206
0,622 0,206
0,835 0,185

0,79 0,202
0,816 0,209
0,668 0,217
0,783 0,189
0,763 0,178
0,549 0,188

0,54 0,188
0,683 0,197
0,782 0,214
0,702 0,223
0,821 0,231
0,649 0,236
0,643 0,22
0,639 0,216
0,663 0,265
0,644 0,192
0,859 0,26

DEN I
teste  controle
0,563 0,304
0,405 0,237
0,741 0,367
0,459 0,339
0,369 0,195
0,246 0,288
0,424 0,276
0,516 0,287
0,438 0,337
0,473 0,234
0,427 0,258
0,342 0,249
0,467 0,282
0,409 0,321

0,46 0,313
0,469 0,302
0,467 0,33
0,467 0,283
0,524 0,285

0,52 0,281
0,494 0,298
0,476 0,281
0,456 0,25
0,464 0,232
0,481 0,294
0,464 0,325
0,538 0,358
0,521 0,314
0,501 0,305

0,45 0,294
0,516 0,298
0,554 0,342
0,541 0,285
0,402 0,315
0,497 0,273

0,43 0,267
0,487 0,274

0,41 0,299
0,525 0,306

0,51 0,234
0,487 0,342
0,543 0,329
0,422 0,294
0,464 0,288
0,401 0,317
0,496 0,293
0,513 0,281
0,623 0,285

DEN I
teste  controle
0,348 0,103
0,296 0,113

0,61 0,125
0,238 0,125
0,191 0,122
0,138 0,11
0,236 0,113
0,304 0,119
0,349 0,115
0,361 0,116

0,31 0,107
0,231 0,118
0,372 0,143
0,455 0,106
0,393 0,119
0,304 0,165
0,274 0,115
0,364 0,118
0,449 0,115
0,419 0,131
0,369 0,123
0,365 0,115

0,4 0,135
0,283 0,109
0,309 0,109
0,268 0,119
0,355 0,126
0,358 0,178
0,318 0,17
0,276 0,115
0,378 0,115
0,451 0,12
0,511 0,122
0,403 0,112
0,419 0,105
0,328 0,127
0,343 0,113
0,299 0,115
0,456 0,112
0,385 0,231
0,314 0,147
0,547 0,133
0,332 0,13
0,316 0,133
0,246 0,133
0,386 0,12
0,425 0,114
0,486 0,412

teste
0,273
0,226
0,356
0,235
0,217
0,157
0,215
0,24
0,242
0,23
0,226
0,184
0,278
0,284
0,328
0,208
0,222
0,248
0,284
0,252
0,269
0,231
0,218
0,214
0,229
0,225
0,276
0,258
0,272
0,244
0,253
0,299
0,271
0,201
0,334
0,239
0,2
0,25
0,278
0,308
0,259
0,343
0,211
0,219
0,246
0,242
0,318
0,295

FA

controle
0,137
0,121
0,133
0,124
0,165
0,128
0,148
0,164
0,113
0,146
0,121
0,109
0,124
0,117
0,117
0,166
0,143
0,135
0,117
0,123
0,122
0,116
0,198
0,113
0,118
0,124
0,132
0,154
0,15
0,167
0,153
0,144
0,123
0,114
0,12
0,131
0,128
0,117
0,115
0,214
0,201
0,185
0,161
0,144
0,156
0,135
0,12
0,116

64



Amostras

185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232

DEN |
teste  controle
0,336 0,188
0,411 0,197
0,506 0,186
0,394 0,167
0,371 0,171
0,609 0,211
0,538 0,193
0,431 0,216
0,344 0,206
0,301 0,201
0,573 0,271
0,389 0,247
0,764 0,353
0,499 0,263
0,464 0,241
0,634 0,242
0,563 0,212
0,522 0,228
0,584 0,259
0,663 0,239
0,516 0,282
0,491 0,271
0,513 0,351
0,631 0,353
0,495 0,22
0,428 0,205
0,499 0,242
0,573 0,195
0,396 0,211
0,514 0,212
0,538 0,245
0,513 0,283
0,494 0,293
0,534 0,284
0,466 0,27

0,5 0,235
0,692 0,265
0,442 0,181
0,496 0,18
0,626 0,188
0,495 0,196
0,713 0,328
0,655 0,413
0,667 0,296
0,647 0,275
0,558 0,269
0,468 0,21

0,53 0,249

DEN I
teste  controle
0,416 0,184

0,58 0,314
0,441 0,309
0,461 0,349
0,372 0,334
0,447 0,331
0,393 0,296
0,438 0,3
0,427 0,294
0,362 0,291
0,427 0,327
0,454 0,286
0,575 0,224
0,478 0,242
0,451 0,348
0,539 0,264
0,466 0,263
0,567 0,247
0,465 0,254
0,524 0,216
0,442 0,208
0,398 0,219
0,437 0,251
0,531 0,217
0,364 0,216
0,412 0,263
0,416 0,302

0,47 0,234
0,417 0,313
0,413 0,313
0,399 0,266
0,389 0,269
0,379 0,248
0,331 0,244
0,303 0,285
0,341 0,265

0,55 0,563
0,382 0,273
0,385 0,295
0,527 0,247
0,521 0,276
0,613 0,261

0,56 0,27
0,479 0,252
0,454 0,256

0,42 0,284
0,373 0,219
0,323 0,247

DEN I
teste  controle
0,275 0,222
0,295 0,165
0,262 0,126
0,244 0,124

0,25 0,122
0,334 0,162
0,346 0,199
0,275 0,187
0,243 0,172
0,219 0,144
0,305 0,146
0,219 0,129
0,319 0,166
0,254 0,157
0,314 0,182

0,31 0,144
0,347 0,133
0,351 0,278

0,33 0,261
0,393 0,199
0,365 0,185
0,257 0,116
0,286 0,126
0,274 0,118
0,278 0,146
0,362 0,15
0,305 0,149

0,31 0,151
0,269 0,121
0,268 0,162
0,308 0,144
0,229 0,133
0,332 0,155
0,257 0,116
0,286 0,126
0,274 0,118
0,414 0,151
0,275 0,151
0,218 0,151

0,24 0,145
0,265 0,166
0,314 0,174
0,286 0,175
0,259 0,218
0,367 0,162
0,264 0,145
0,323 0,185
0,322 0,126

teste
0,237
0,255
0,251
0,21
0,199
0,295
0,237
0,246
0,179
0,181
0,228
0,105
0,288
0,232
0,207
0,243
0,21
0,266
0,242
0,251
0,23
0,207
0,186
0,281
0,28
0,249
0,234
0,247
0,208
0,232
0,24
0,223
0,24
0,225
0,195
0,213
0,294
0,285
0,231
0,263
0,253
0,267
0,3
0,253
0,263
0,211
0,258
0,179

FA

controle
0,126
0,133
0,119
0,12
0,111
0,11
0,114
0,12
0,106
0,106
0,107
0,136
0,129
0,13
0,125
0,125
0,119
0,117
0,12
0,113
0,107
0,126
0,116
0,123
0,133
0,142
0,125
0,115
0,12
0,114
0,126
0,113
0,111
0,111
0,114
0,115
0,162
0,156
0,153
0,139
0,136
0,136
0,107
0,118
0,12
0,126
0,143
0,159

65



Amostras

233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256

DEN |
teste  controle
0,652 0,224
0,568 0,255
0,504 0,248
0,513 0,222
0,512 0,267
0,533 0,293

0,62 0,255
0,528 0,312
0,416 0,238
0,535 0,251
0,544 0,31
0,448 0,296
0,578 0,254
0,551 0,285

0,49 0,273
0,593 0,292
0,677 0,262

0,56 0,286
0,644 0,258
0,604 0,277

0,5 0,313
0,434 0,267
0,495 0,267
0,563 0,288

DEN I
teste  controle
0,249 0,255

0,35 0,261
0,309 0,245

0,35 0,263
0,333 0,211
0,406 0,252
0,422 0,232
0,463 0,241
0,289 0,246
0,462 0,253
0,383 0,263
0,417 0,303
0,429 0,267
0,406 0,249
0,383 0,257
0,382 0,282

0,47 0,262
0,395 0,289
0,479 0,252
0,393 0,283
0,431 0,264
0,346 0,261

0,37 0,262
0,458 0,248

DEN I
teste  controle
0,285 0,134
0,334 0,132
0,288 0,114
0,268 0,119
0,286 0,114
0,356 0,107
0,412 0,134
0,363 0,112
0,226 0,134

0,33 0,125
0,399 0,133
0,403 0,128
0,378 0,136
0,395 0,132
0,309 0,139
0,329 0,131
0,495 0,122
0,286 0,118
0,419 0,125
0,464 0,139
0,358 0,157
0,234 0,148
0,306 0,14
0,337 0,198

teste
0,201
0,219
0,217
0,196
0,242
0,285
0,274
0,285
0,213
0,25
0,362
0,253
0,262
0,258
0,216
0,225
0,277
0,311
0,26
0,326
0,274
0,218
0,324
0,333

FA

controle
0,135
0,173
0,15
0,136
0,131
0,126
0,132
0,145
0,142
0,153
0,221
0,162
0,163
0,142
0,158
0,142
0,139
0,134
0,135
0,128
0,142
0,14
0,236
0,179
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