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RESUMO 
 
 
A dengue é a mais importante arbovirose que afeta o homem, constituindo um sério 

problema de saúde pública. O vírus causador pertence à família Flaviviridae, e são 

conhecidos quatro sorotipos (DENV 1-4), não oferecendo proteção cruzada entre si. As 

manifestações clínicas decorrentes da infecção por qualquer um dos sorotipos virais vão 

desde um quadro assintomático a um quadro mais grave da doença, denominado febre 

hemorrágica da dengue (FHD). Atualmente, quase metade da população mundial vive 

em áreas de risco da doença e, apesar de sua extensão e gravidade, vacinas ou 

tratamentos específicos ainda não estão disponíveis. A neutralização do vírus da dengue 

por um anticorpo específico consiste em uma importante ferramenta terapêutica. No 

presente trabalho, descrevemos, pela primeira vez, a produção de uma solução de 

imunoglobulina específica para o vírus da dengue (IgG anti-DENV), produzida a partir 

do plasma de doadores brasileiros. Esta preparação foi bioquimicamente caracterizada e 

os sorotipos de DENV quantificados por testes de neutralização. Também foram 

realizados ensaios pré-clínico, frente a animais infectados com o sorotipo DENV-3. Os 

resultados iniciais revelaram exacerbação da resposta à infecção, aumento da letalidade 

e aumento da carga viral, nos animais tratados com IGIV específica. Entretanto estes 

são resultados preliminares os quais serão investigados a hipótese de sua ocorrência, e a 

realização de novos testes com outros parâmetros terapêuticos, utilizando IgG anti-

DENV em outras concentrações.   

 

Palavras-chaves: Dengue, Hemoderivados, Imunoglobulinas Específicas, Infecção 

Viral, Fracionamento de Plasma.  
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ABSTRACT 
 
 
Dengue is the most importante arbovirus que infects human beings, and represents an 

important health problem. Dengue belongs to the Flaviviridae family, having four virus 

serotypes are known (DENV 1-4), which there is no crossed protection to each other 

virus serotype. Clinical signs of Dengue infection due to any of these virus serotypes 

can result to asymptomatic disease until the most severe infection, which is Dengue 

hemorrhagic fever (DHF). Despite the importance of Dengue infection to the health 

care, nowadays there no vaccines or specific nowadays. Virus neutralization by specific 

human antibody constitutes a reliable therapy. In light of this, we described here, for the 

first time, the production of human immunoglobulins specifics in neutralizing Dengue 

virus (IgG anti-DENV), purified from Brazilian blood-donations. These IgG were 

biochemically and biophysically characterized and the overall ratio of IgG serotypes 

(DENV) were estimated using a neutralizing virus screening in vitro. Once these IgG 

were characterized, we tested this material in mice infected by DENV-3 serotype. 

Although preliminary, the administration of IgG anti-DENV impaired mouse immune 

response, resulting in high virus titles and decreasing animal survive. However these are 

preliminary results which will investigate the possibility of its occurrence, and further 

testing with other therapeutic parameters, using anti-DENV IgG in other concentrations. 

 

Keywords: Dengue, blood derivatives, specific Immunoglobulins, viral infection; 
plasma fractionating. 
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1.0 INTRODUÇÃO 

 

O vírus dengue pertence à família Flaviviridae, gênero Flavivirus, com transmissão 

através da picada do mosquito do gênero Aedes, principalmente o Aedes aegypti, que é 

predominantemente urbano e encontrado em todo o território nacional (MIAGOSTOVICH  

et. al., 2006). São conhecidos quatro sorotipos do vírus dengue, DENV-1, DENV-2, DENV-3 

e DENV-4; estes não oferecem proteção cruzada entre si. As manifestações clínicas 

decorrentes da infecção por qualquer um dos sorotipos virais pode ser assintomática, ou levar 

ao estado conhecido como dengue clássica ou até mesmo ocasionar a forma mais grave da 

doença, denominado febre hemorrágica da dengue (FHD) (HALSTEAD, 2007). 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), a dengue é classificada como uma 

doença classe I, ou seja, doença emergente ou descontrolada sem nenhum tratamento eficaz 

aprovado e para os quais o foco deve ser a aquisição de novos conhecimentos e novas 

ferramentas, com o objetivo de controle dessa enfermidade. 

 A OMS estima que entre 50 a 100 milhões de pessoas se infectem anualmente, em 

mais de 100 países, de todos os continentes, exceto a Europa. Cerca de 550 mil doentes 

necessitam de hospitalização e 20 mil morrem em consequência da doença. Estima-se também 

que, ocorrem atualmente cerca de 3 bilhões de pessoas vivem em áreas de risco de 

transmissão (GUZMAN et. al., 2010; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2009) 

Atualmente, não há vacina disponível ou tratamento eficaz e novas terapias são, 

portanto, uma necessidade urgente. Apesar de esforços significativos realizados na área de 

química medicinal, nenhum composto orgânico promissor, dotado de atividade inibitória 

sobre o vírus foi desenvolvido (YIN et. al., 2009).  

Por outro lado, infecções por dengue e vírus do Nilo Ocidental (WNV) são 

imunologicamente e com sintomas similares. WNV, assim como o vírus dengue, pertence à 

família dos Flavivirus e imunoglobulina G intravenosa (IGIV) tem ajudado na recuperação de 

pacientes. IGIV hoje é rotineiramente usada para tratar infecção por WNV (WADEI et. al., 

2004; HALEY et. al., 2003).  

      De fato, “pool” extremamente purificado de IgGs policlonais, IGIV e anticorpos 

específicos (IGIV específica) são terapias padrões para um grande número de doenças. Por 

exemplo, preparações de IGIV específicas combatem uma série de doenças infecciosas e 
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patológicas, como o citomegalovírus, tétano e hepatite B (LORIES et. al. 2000; DALAKAS 

et. al. 1993; OHLSSON et. al. 2001). IGIV também diminui as complicações durante os 

transplantes de medula óssea e órgãos sólidos, polineuropatia desmielinizante inflamatória 

crônica (PDIC), asma grave, HIV pediátrico, dermatomiosite e esclerose múltipla 

(WERDAN, 2001; BRENNAN, 2001; ACHIRON et. al., 2000). 

Baseado nessas premissas, a utilização de IGIV com altos títulos de anticorpos anti-

dengue poderia reduzir as complicações associadas à infecção da dengue, assim como seu 

grau de mortalidade.  

Este trabalho apresenta-se inicialmente com a Revisão da literatura, sendo esta 

dividida em Dengue, aspectos clínicos e epidemiológicos e Hemoderivados e 

Imunoglobulinas-conceito e utilização; Objetivos; Artigo submetido: Production of human 

dengue intravenous immunoglobulin from Brazilian donors; Metodologia dos ensaios pré-

clínicos; Resultados e discussões dos ensaios pré-clínicos; Perspectivas e Referências. 
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2.0 REVISÃO DA LITERATURA 
 

2.1 Dengue 
 

A dengue é uma doença febril, exantemática aguda e considerada a mais importante 

arbovirose que afeta o homem, principalmente em regiões tropicais e subtropicais. Constitui-

se de uma doença de grande relevância em termos de morbidade e mortalidade em todo o 

mundo e tem demandando grandes esforços e investimentos por parte dos países endêmicos 

(GUZMÁN et. al., 2010). 

 

2.1.1 Histórico 

 

A palavra dengue foi adotada mundialmente, tanto para designar a doença, como os 

vírus que a causam. Entretanto, a doença recebeu no passado diferentes denominações nos 

países onde foi identificada. A expressão dengue é de origem hispano-caribenha e tem sido 

usada, desde 1827, para identificar síndromes febris epidêmicas (GUBLER, 1997).  

 A problemática da dengue não é recente, existindo descrição de epidemias e relatos 

clínicos, semelhantes ao da dengue, em enciclopédias chinesas datadas do século 610 D.C. 

Existem outros relatos de uma doença também com sintomatologia semelhante à da Dengue 

datando de 1779-1780, quando ocorreu uma epidemia no Cairo, na Indonésia e na 

Philadelphia (GUBLER, 1997). 

O isolamento do vírus dengue foi realizado originalmente por Albert Sabin, no ano de 

1945, o qual identificou os dois primeiros sorotipos, DENV tipo 1 e 2. Os outros dois 

sorotipos DENV tipo 3 e 4, foram isolados por Hammon em 1960, em pacientes com febre 

hemorrágica da dengue (ROSEN; GUBLER, 1974; HALSTEAD, 1992). 

Nos últimos séculos, há registro de ocorrência de casos da doença, tanto epidemias e 

pandemias, em diversos continentes como Américas, África, Ásia, Europa e Austrália, sendo 

um problema de saúde pública (TEIXEIRA et. al., 1999). Nas Américas, as epidemias de 

dengue foram relatadas desde o século XIX, coincidindo com a intensificação do transporte 

comercial entre os portos da região do Caribe e do sul dos Estados Unidos com outras partes 

do mundo (MONATH, 1994). No Brasil, as primeiras referências sobre a dengue datam de 
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1846, em São Paulo, Rio de Janeiro, Salvador e outras cidades, sendo conhecida como 

“polca” e “patuléia” (BRASIL, 1996a). 

Entre os anos de 1981 e 1982 foi registrada a primeira epidemia de dengue no Brasil, 

que ocorreu na cidade da Boa Vista-RR, onde os sorotipos DENV-1 e DENV-4 foram 

isolados (SIQUEIRA et. al., 2004; NOGUEIRA et. al., 2007). Devido aos esforços para a 

eliminação da febre amarela urbana durante a primeira metade do século 20, as áreas urbanas 

do Brasil se mantiveram livres do Aedes aegypti até o ano de 1976. Porém, com o crescimento 

desorganizado e rápido das cidades, e a falta de manutenção do programa de combate à febre 

amarela, ocorreu a reintrodução e o estabelecimento do Aedes aegypti (também transmissor da 

febre amarela urbana), em áreas urbanas de vários estados brasileiros, facilitando também 

assim a disseminação do vírus da dengue (SIQUEIRA Jr. et. al., 2005). 

 Porém a propagação viral para o resto do país ocorreu em 1986, a partir do município 

de Nova Iguaçu, no estado do Rio de Janeiro (NOGUEIRA et. al., 2000; SIQUEIRA et. al., 

2004). No ano de 1990, com a introdução do DENV-2 no Rio de Janeiro, ocorreu a 

notificação dos primeiros casos de Febre hemorrágica da dengue (FHD) (NOGUEIRA et. al., 

2002). Já em 1998, ocorreu, no estado de São Paulo, a notificação e isolamento do DENV tipo 

3, sendo este o mesmo sorotipo responsável pela maior e mais grave epidemia ocorrida no 

Brasil no ano de 2002 (NOGUEIRA et. al., 2001; ROCCO et. al., 2001; DA SILVA et. al., 

2002; PAHO, 2003). 

Em 2008, existia o risco da reintrodução do sorotipo 4 no Brasil, devido ao aumento 

de casos da doença provocados por este sorotipo, em países da América do Sul, como 

Venezuela e Colômbia (GUZMÁN; KOURI, 2002). No ano de 2010, foi identificada a 

recirculação do sorotipo do DENV-4 em alguns pacientes no estado de Roraima. Atualmente 

o Brasil possui circulantes os quatro sorotipos do vírus dengue (BRASIL, 2011e). 

 

2.1.2 Epidemiologia 

 

A incidência global da dengue tem aumentado dramaticamente nas últimas décadas. 

Cerca de 2,5 bilhões de pessoas, ou seja, 2/5 da população mundial está correndo risco de 

contrair a doença, em diversos continentes como nas Américas, Sudeste Asiático e Pacífico 

Ocidental, sendo estes dois últimos os mais afetados. Estima-se que a cada ano, podem 



Produção de imunoglobulina humana: nova aplicação terapêutica para o tratamento da dengue 

Renata Mendes Batista de Oliveira 
   19 

 

 

 

ocorrer 50 milhões de novos casos de dengue no mundo (GUZMAN et. al. 2010, OMS, 

2009). 

O Brasil concentra mais de 70% dos casos de dengue registrados no seu continente e 

60% dos casos registrados mundialmente (TEIXEIRA et. al., 2009). Segundo o Ministério da 

Saúde, até julho de 2011, foram registrados um total de 715.666 casos notificados da dengue. 

A Região Sudeste tem o maior número de casos notificados (338.307 casos; 47%), seguida da 

Região Nordeste (157.297 casos; 22%), Norte (110.711 casos; 15%), Sul (56.930 casos; 8%) 

e Centro-Oeste (52.421 casos; 7%) (BRASIL, 2011 e). O mapa de risco da doença no ano de 

2011 pode ser verificado na figura 1. 

No mesmo ano de 2011, aproximadamente 75% (537.431) dos casos do país 

concentram-se em oito estados, no ano de 2011: Rio de Janeiro (19%), São Paulo (15%), 

Amazonas (8%), Ceará (8%), Paraná (8%), Minas Gerais (7%), Espírito Santo (6%) e Bahia 

(4%). Na Região Norte os Estados de Rondônia, Acre e Roraima apresentaram redução de 

casos em relação ao mesmo período de 2010; ocorrendo o mesmo na Região Nordeste com os 

Estados de Pernambuco, Alagoas e Bahia. Também na região Sudeste e Sul houve uma 

redução do número de casos relacionados nos Estados de Minas Gerais, São Paulo e Rio 

Grande do Sul. Apesar desta redução do número de casos em quase todas as regiões do país, a 

região Sul teve aumento nestes números no Paraná e Santa Catarina (BRASIL, 2011 e). 

Até o final de novembro de 2011, foram notificados 742.364 casos suspeitos de 

dengue em todo o país. Em comparação com o mesmo período do ano passado, houve uma 

redução de 25%. De janeiro a novembro de 2010, foram registrados 985.720 casos suspeitos 

da doença. As Regiões Sul, Sudeste e Centro-Oeste também registraram diminuição nos casos 

de dengue. A maior redução (77%) foi registrada na Região Centro-Oeste, com o número de 

211.695 casos, em 2010, contra 48.524, em 2011 (BRASIL, 2011 f). 
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Em relação ao número de óbitos notificados em 2011, estes somaram um total de 

1.102 como suspeitos da doença. As Regiões Sudeste e Nordeste são detentoras de 70% do 

total dos óbitos confirmados, destacando-se os Estados do Ceará, Amazonas, Bahia, Rio de 

Janeiro e São Paulo (BRASIL, 2011e). Estudos confirmam que o Aedes aegypti já foi 

erradicado duas vezes do território urbano brasileiro: em 1957, sendo reintroduzido em 1967 e 

novamente eliminado em 1973 e finalmente reintroduzido em 1976, vindo a reocupar o seu 

antigo habitat (TAUIL, 2002; PENNA, 2003). 

Quanto ao sorotipo viral, houve o isolamento dos quatro sorotipos em todas as 

Regiões, merecendo destaque a recirculação do DENV tipo 4, que há mais de 20 anos não 

tinha casos notificados. Segundo os dados da vigilância virológica, pode se inferir que houve 

o segundo ano de recirculação do sorotipo DENV-1, como tendência principal no país, porém 

com importante circulação do DENV-2 e DENV-4, alertando as autoridades e a população 

para a possibilidade de persistência de transmissão em níveis mais elevados no verão de 2012 

(BRASIL, 2011e). 

 

Figura 1- Mapa de Risco da dengue- 2011 

Fonte: Ministério da Saúde/ Brasil. 
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2.1.3 Aspectos Clínicos 

 

A dengue é considerada a mais importante arbovirose, em termos de morbidade e 

mortalidade, em todo o mundo e tem demandado progressivos esforços e investimentos por 

parte dos países endêmicos (GUZMÁN et. al., 2010). O termo arbovírus, deriva da expressão 

“arthropod-borne viruses”, e significa vírus transmitidos por artrópodes (FORATTINI, 1965). 

A perpetuação desse grupo na natureza se dá graças à capacidade de se replicarem, tanto em 

células de artrópodes quanto em células de vertebrados (CAUSEY; MAROJA, 1957; 

BROOKS et. al., 2000). 

 A maior incidência da doença ocorre nas regiões tropicais e subtropicais, 

principalmente em períodos quentes e chuvosos (OMS, 1999; BLAIR et. al., 2000). 

Especificamente, o vírus da dengue pertence ao gênero Flavivirus, do latim “flavus” = 

amarelo e é tradicionalmente classificado em 4 sorotipos, distinguíveis por suas características 

antigênicas (LEITMEYER et. al., 1999; NOGUEIRA et. al., 2000; MIAGOSTOVICH et. al., 

2000). Os quatro sorotipos virais são antigenicamente similares, mas imunologicamente 

diferentes, não apresentando, portanto, proteção cruzada entre si (GUBLER, 2002).  

Após sua inoculação através da picada do mosquito, o vírus dengue realiza sua 

primeira replicação nas células musculares estriadas, lisas e fibroblastos, assim como em 

linfonodos locais (FIGUEIREDO, 1998; GUZMAN; KOURI, 2003). Depois da 

multiplicação, inicia-se a fase de viremia, a qual o vírus se dissemina por todo o organismo, 

podendo circular livremente no plasma ou no interior de macrófagos/monócitos (HALSTEAD 

et. al., 2005). Os sintomas gerais da dengue coincidem com a fase de viremia e está 

relacionada aos elevados níveis séricos de citocinas liberadas pela interação dos macrófagos 

com os linfócitos T auxiliares CD4+ ativados (HOMBACH et. al., 2005). Observam-se altos 

níveis séricos de interleucina-2 (IL-2) e de seu receptor solúvel, de CD4 solúvel, interferon-γ 

(IFN-γ), interferon-α (IFN-α), que se mantêm elevado até a convalescença, fator de necrose 

tumoral-α (TNF-α), interleucina 1 β (IL-1β) e o fator de ativação de plaquetas (PAF). A 

leucopenia e a discreta e transitória depressão medular que se apresentam nesses casos, 

também, relacionam-se aos altos teores de citocinas macrofágicas (KURANE et. al., 2001; 

MONATH; HEINZ, 1996). 
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Os pacientes com dengue produzem uma resposta humoral muito vigorosa, 

produzindo anticorpos, oriundos da ativação de linfócitos B. A partir do quarto dia após o 

início da sintomatologia, os anticorpos IgM específicos são detectáveis, atingindo níveis mais 

elevados por volta do oitavo dia de infecção, e passando a ser indetectável após alguns meses 

depois da cura da doença. As imunoglobulinas G (IgG) específicas, a partir do quarto dia após 

o início dos sintomas, elevam-se gradualmente, tendo altos valores em duas semanas. Estas 

IgGs são detectáveis por diversos anos e conferem, ao indivíduo, imunidade permanente 

contra o sorotipo infectante (KURANE; ENNIS, 1992; FIGUEIREDO; FONSECA, 1996). 

A infecção pelo vírus da dengue causa uma doença cujo espectro inclui desde formas 

clinicamente inaparentes (Dengue Clássica) até quadros graves de manifestações 

hemorrágicas e choque (FHD), podendo evoluir para o óbito (LIGON, 2004). As primeiras 

manifestações da dengue clássica são febre alta, geralmente em torno de 39°C-40°C, de início 

repentino, sendo esta associada à cefaleia, prostração, mialgia, artralgia, dor retro orbitária, 

podendo ser observados episódios de náusea, vômitos e diarreia. Ao final do período febril, 

podem ocorrer manifestações hemorrágicas como petéquias, gengivorragias, metrorragia 

dentre outros (BRASIL, 2005c). A figura 2 mostra a diferenciação dos sintomas da dengue 

clássica e hemorrágica, demonstrando também o tratamento adequado para ambos os casos. 

 A dengue hemorrágica inicia-se com os mesmos sintomas descritos na fase clássica, 

até que ocorra febre alta entre o terceiro e sétimo dia, fenômenos hemorrágicos mais intensos, 

inclusive extravasamento plasmático, plaquetopenia (menor que 70.000/mm
3
), elevação do 

hematócrito e algumas vezes falência do sistema circulatório (OMS, 2011). Dano hepático é 

uma complicação frequente na infecção pelos vírus dengue, e a determinação dos níveis das 

aminotransferases constitui um importante marcador de avaliação da gravidade de casos. 

(LING; WILDER-SMITH; LEO, 2007, SOUZA et. al., 2007). 
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Os mecanismos que podem levar ao desenvolvimento da febre hemorrágica de dengue 

(FHD) e síndrome do choque da dengue (SCD) ainda não foram completamente elucidados. 

Observa-se que, nos casos de infecção sequencial por dengue apresentando FHD ou SCD, os 

anticorpos preexistentes, obtidos quando da infecção prévia por outro tipo viral, não 

neutralizam o segundo vírus infectante de tipo diferente e amplificam a infecção, facilitando 

ao novo tipo infectante a penetração em macrófagos. Os vírus utilizam a porção Fc dos 

anticorpos ligados ao envelope viral para a ligação com os receptores de membrana Fcγ, 

presentes na membrana celular macrofágica. Trata-se do fenômeno de imunoamplificação da 

infecção dependente de anticorpos pré-existentes (antibody dependent enhancement- ADE), 

resultando em uma maior liberação de citocinas na circulação, ocasionando dano vascular, 

choque e hemorragia, especialmente no trato gastrointestinal e na pele (HALSTEAD, 1970; 

ROTHMAN; ENNIS, 1999; MONGKOLSAPAYA et. al., 2003). 

É importante distinguir as formas benignas da dengue daquelas de maior gravidade, 

que requerem tratamento diferenciado. O diagnóstico precoce e o pronto atendimento são 

essenciais para a redução do índice de mortalidade por febre hemorrágica da dengue e 

síndrome do choque da dengue (LIGON, 2004; ROTHMAN, 2004). Casos fatais de pacientes 

Figura 2: Aspectos clínicos da dengue clássica e hemorrágica 

Fonte: Ministério da saúde 
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com síndrome do choque de dengue podem ocorrer em mais de 10% dos casos (RIGAU-

PÉREZ et. al., 2002). 

Para a diferenciação das formas da dengue, faz-se necessário a realização de um 

diagnóstico laboratorial preciso e eficiente da infecção pelo DENV, sendo este realizado 

através de dados clínicos do paciente e testes sorológicos e moleculares para detecção do 

vírus, de antígeno ou RNA viral e anticorpos específicos (GUZMÁN; KOURÍ, 2004).  

Atualmente, não há vacina ou tratamento eficaz disponível para combater a infecção 

por dengue. Apesar de esforços significativos realizados na área de química medicinal, 

nenhum composto orgânico promissor, dotado de atividade inibitória sobre o vírus, foi 

desenvolvido. Portanto, novas terapias para o combate da doença são uma necessidade 

urgente (THOMAS et. al., 2003; GUZMÁN; KOURI, 2003).  

 

2.2 Hemoderivados 

 

O sangue é um tecido extraordinariamente complexo, composto essencialmente por 

células e proteínas, os quais constituem elementos de extrema importância na terapia 

transfusional, sendo também instrumento auxiliar no tratamento de pacientes de diversas 

patologias (CAIRUTAS, 2001). 

O fracionamento do sangue total traz como vantagens o uso otimizado em relação ao 

aproveitamento e eficácia, aumento do tempo de validade de todos os componentes 

sanguíneos, além de diminuir, consideravelmente, o risco de reação transfusional (BRASIL, 

2002b).  

Os concentrados de hemácias, plaquetas e leucócitos e a parte líquida do sangue 

(plasma) são chamados de hemocomponentes. Já as proteínas extraídas do plasma são os 

hemoderivados. Assim podemos definir hemoderivados como medicamentos biológicos 

obtidos a partir do plasma sanguíneo, submetidos a processos industriais e normatizações, a 

fim de garantir qualidade, estabilidade, especificidade e atividade do produto (CAIRUTAS, 

2001; BRASIL, 2011 d).  

Os hemoderivados mais conhecidos são os fatores de coagulação (VIII e IX), 

albumina, complexo protrombínico, crioprecipitado e imunoglobulinas, sendo a preparação, 

indicação e aplicação desses produtos utilizados na área conhecida como Hemoterapia 
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(CAIRUTAS, 2001). Dentre estes se destacam as imunoglobulinas, especialmente os 

concentrados de imunoglobulina G para uso endovenoso, as quais na última década obtiveram 

uma enorme demanda mundial, ocasionada principalmente por novas utilizações terapêuticas 

(BERGER, 2008). Podemos observar na figura 3 a demanda mundial de consumo da IGIV 

polivalente, entre os anos 1986 e 2012.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.1 Imunoglobulinas 

 

O sistema imunológico consiste de moléculas bem diversificadas que possuem a 

função de reconhecer e responder de uma maneira complexa à invasão de agentes infecciosos, 

evitando a penetração e disseminação destes. Esta resposta é realizada pela atividade dos 

linfócitos e imunoglobulinas (HUGHES et. al., 1997).  

Os linfócitos consistem de células tipo T e B, as quais têm como papel principal a 

regulação da resposta imunológica. Os linfócitos T desenvolvem-se em células efetoras com o 

papel de eliminar as células infectadas, ativar os macrófagos como também os plasmócitos 

(célula de diferenciação dos linfócitos B). Por sua vez, estes secretam anticorpos, também 

chamados de imunoglobulinas, que são glicoproteínas que conferem atividade humoral ao 

Figura 3: Demanda mundial de Imunoglobulina G polivalente intravenosa, em toneladas (1986-2012). 

Fonte: Robert, 2006. 
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indivíduo, tendo a capacidade de fixação nas células ou às proteínas especializadas do sistema 

imunológico (JEFFERI, 1986). 

Denomina-se IGIV polivalente ou normal, as preparações as quais o plasma utilizado é 

obtido a partir de doadores com níveis elevados de anticorpos não identificados para 

determinada doença; quando se fala de IGIV específica ou hiperimune, refere-se àquelas 

produzidas com plasma de doadores com altos níveis de anticorpos clinicamente importantes 

para uma doença específica, como por exemplo, doações de plasma contendo anti-HBs, anti-

tétano, anti-citomegalovírus, ou anti-rábica (OMS, 2005). 

Imunoglobulinas Polivalentes Intravenosas (IGIV) já substituem a albumina e fatores 

de coagulação como os principais produtos da indústria de fracionamento do plasma humano 

e representam uma classe importante de anticorpos terapêuticos (BURNOUF, 2007). Elas são 

moléculas formadas por quatro cadeias polipeptídicas, classificadas fisicamente com base em 

sua solubilidade nas soluções de sais fortes, carga eletrostática, peso molecular e estruturas 

antigênicas. Assim estão subdivididas em cinco classes: IgM, IgA, IgE, IgD e IgG, tendo suas 

características citadas na tabela 1 e sendo a IgG o nosso instrumento de estudo 

(BERZOFSKY 1984, ABBAS et. al., 2010). 

 

Classe Estrutura Propriedades 

 

IgA 

Dimérica Encontrada em mucosas do trato gastrointestinal, respiratório e 

urogenital. 

Monomérica Previne colonização por patógenos.  

Presente também na saliva, lágrimas e leite. 

IgD Monomérica Presente nas membranas.  

Faz parte do receptor de membrana de linfócitos B virgens. 

IgE Monomérica Envolvida em processos alérgicos e parasitários. Sua interação 

com basófilos e mastócitos causa liberação de histamina. 

IgG Monomérica Principal imunoglobulina da imunidade adquirida.  

Tem capacidade de atravessar a barreira placentária. 

 

IgM 

Monomérica Faz parte do receptor de membrana de linfócitos B virgens. 

Pentamérica Forma encontrada no soro, secretada precocemente na resposta 

imune adquirida.  

 

Tabela 1: Características das Imunoglobulinas 
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As Imunoglobulinas G humanas são constituídas por glicoproteínas com peso 

molecular de aproximadamente 150kDa; estão presentes no plasma em uma concentração 

média de 7 a 12 g / L, dependendo de variações individuais e nível da exposição ambiental 

aos antígenos. São compostas por duas cadeias pesadas idênticas e duas cadeias leves também 

idênticas, ligadas por pontes dissulfeto intercadeia e por interações não covalentes. Tanto as 

cadeias leves como as pesadas possuem regiões, são elas VL e CL (cadeias leves) e VH e CH 

(cadeias pesadas) (ABBAS et. al., 2010). As regiões variáveis amino-terminais VH e VL são 

responsáveis pela ligação do anticorpo ao antígeno, formando o domínio Fab, em contraste 

com as regiões constantes, CL e CH, que formam a porção Fc da molécula responsável pela 

ativação do complemento e  interação com o receptor Fcγ em macrófagos e neutrófilos. Outro 

constituinte da molécula de IgG é a região da dobradiça, responsável pela forma em Y do 

anticorpo, como mostra a figura 4 (PUMPHREY, 1986; BURNOUF, 2009) .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: adaptada pelo autor 

Fonte: http://www. antivirussoperativohumano.blogspot.com/2010_05_01_archive.html, acessado em 21 de 

abril de 2012  

Figura 4: Estrutura da Imunoglobulina G 
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A IGIV polivalente é produzida a partir de “pools” de plasmas coletados a partir de 

múltiplos doadores (tipicamente 10.000-40.000) e contém milhões de diferentes moléculas de 

imunoglobulina G, o que reflete a exposição cumulativa da população de doadores com o 

meio ambiente (OMS, 2005). 

As IGIVs estão entre os produtos do plasma mais complexos em seus mecanismos de 

ação. Seu uso clínico engloba terapia de reposição de deficiências imunológicas primárias ou 

genéticas, por exemplo, agamaglobulinemia ligada ao X, hipogamaglobulinemia e em 

imunodeficiências secundárias ou adquiridas, como por exemplo AIDS pediátrica, Leucemia 

Linfóide Crônica (LLC), Púrpura Trobocitopênica Idiopática (PTI) (LEMIEUX et. al., 2005). 

Nos últimos 15 anos houve uma expansão gradual da utilização de IGIVs em tratamentos de 

diversas doenças inflamatórias e doenças auto-imunes (BURNOUF, 2009). 

A indústria de hemoderivados teve início na década de 1940 com a metodologia 

desenvolvida pelo pesquisador americano E. J. Cohn para a purificação de albumina na II 

Guerra Mundial. Esta técnica, com discretas modificações, ainda é empregada por um grande 

número de empresas. Consiste no isolamento, em larga escala, de IgG usando etanol a frio 

(COHN et. al. 1946; ONCLEY et. al., 1949).  

O design de métodos de produção, envolvendo purificação, reduções dos organismos 

patogênicos e de controle de qualidade devem ser consideradas padrões de qualidade da IGIV. 

Também é importante assegurar a famacocinética e farmacodinâmica normais, bem como a 

eficácia funcional da IGIV, preservando a estrutura nativa molecular dos domínios Fab e Fc. 

Para isso, novas metodologias estão evoluindo ao longo dos anos, a fim de garantir boa 

tolerância, eficácia, minimizar os efeitos colaterais e em especial, evitar a transmissão de 

agentes infecciosos através da formulação (BURNOUF, 2009). 
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OBJETIVOS 
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3.0 OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivos Gerais 
 

 Produzir um concentrado de imunoglobulina humana com altos títulos de anticorpos anti-

dengue, a partir do pool de plasma de doadores voluntários do Estado de Pernambuco, 

utilizando o método de Cohn-Oncley; 

 Avaliar a eficácia pré-clínica do uso das IGIV para o tratamento da dengue. 

 

3.2 Objetivos Específicos 
 

 Produção, através de metodologia clássica de Cohn-Oncley, de lote piloto de IGIV anti-

dengue; 

 Caracterização do produto acabado, segundo o que preconiza a Farmacopéia Européia, última 

edição; 

 Identificação da ação neutralizante da IGIV produzida frente à diferentes sorotipos de DENV;  

 Investigação da eficácia e segurança pré-clínica do uso de IGIV específicos para tratamento 

da infecção por dengue. 
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4.0 ARTIGO 

 

Production of human dengue intravenous immunoglobulin from Brazilian donors 

(Submetido ao periódico Memórias do Instituto Oswaldo Cruz) 
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Carta de submissão: 
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Summary: Dengue is an important health problem in Brazil, and therefore the identification 

of vaccine or therapeutic is highly needed. The neutralization of dengue virus by specific 

antibody has a potential application on therapy. We describe here, for the first time, the 

preparation of immunoglobulin specific for dengue virus (anti-DENV IgG), collected from 

Brazilian blood-donations. These IgGs were biochemically and biophysically characterized 

and neutralize different virus serotypes (DENV-1, DENV-2, and DENV-3). Overall, this anti-

DENV IgG is an important step to study the therapeutic potential of specific antibody 

neutralizing dengue virus. 
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INTRODUCTION 

 

 Blood products are medicines produced by fractionation of human plasma. Because of 

the therapeutic importance, intravenous immunoglobulins (IVIG) have received special 

attention. It can be seen through the worldwide demand of 100 tons which is expected for 

2012 (Robert 2006). 

For a polyvalent (i.e., normal) IVIG, we have broadly and wild-type immunoglobulins 

G (IgG) involving approximately 1,000 to 10,000 of blood-donations that are collected from 

healthy volunteers. The first usage of polyvalent IgG was in antibody replacement therapy 

(Orange et al. 2006). However, a large number of other clinical benefits have been 

recommended for IGIV. We can cite its use during bone marrow and organ transplantation, to 

treat chronic inflammatory demyelinating polyneuropathy, to ameliorate severe asthma, 

pediatric HIV, dermatomyositis, idiopathic thrombocytopenic purpura and multiple sclerosis 

(Achiron et al. 1998, Achiron et al. 2000, Brennan 2001, Dalakas et al. 1993, Hann et al. 

1996, Lories et al. 2000, Ohlsson & Lacy 2001).  

For a specific IVIG (i.e., hyper-immune), intact IgG are collected from the plasma of 

blood-donors previously identified to have high levels of a specific antibody or at least a 

population of similar antibodies. The plasma for specific IVIG comes from patients clinically 

diagnosed with an infection or from immunized patients for hepatitis B (HB), tetanus, 

cytomegalovirus, or rabies (Atkins et al. 2000, Gelfand 2001). Classical examples of specific 

IVIG are the anti-D IgG (Rho) and anti-hepatitis B IgG.  

The knowledge gathered over the years suggests that specific IVIG are useful for viral 

neutralization. This is the case in hepatitis B and in the arbovirus West Nile virus (WNV). It 

was reported that specific IgG reduces virus titles in severely-infected patients (Saquib et al. 

2008, Wadei et al. 2004, Haley et al. 2003). More specifically, anti-WNV IgG neutralizes 

WNV in cell culture and substantially reduces the mortality in WNV-infected mice. However, 

these benefits are not observed when a polyvalent IgG is administrated (Ben-Nathan et al. 

2003). Comparing WNV and dengue, we have the facts that both infections are 

immunologically and pathogenically similar to each other. In view of these evidences, the 

benefit of a specific human anti-dengue IgG for treating the infection sounds reasonable. 
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To date, a human anti-dengue IgG have never been produced, and thus its efficacy for 

dengue infection is unknown. Here, we described in details the plasma screening, 

fractionation and biochemical validation of anti-dengue IgG. The production of this anti-

dengue IgG was performed in HEMOPE GPH branch, using the classic Cohn–Oncley process 

with minor modifications (Cohn et al. 1946, Oncley et al. 1949, Peters 1996). 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Plasma selection - A pool plasma from blood-donations in Brazil (Northwest region), 

which is monthly received by HEMOPE (PE, Brazil), was collected and the plasma bags 

considered free of contaminations were further selected. Once the plasma bags free of 

contaminations were selected, the plasma rich of anti-dengue IgG were separated off. To this 

end, a commercial ELISA kit (E-DEN01G panbio diagnostics, Cheshire, UK) was used for 

the indirect measurement of anti-dengue antibodies. This ELISA kit has dengue antigens 

adsorbed in the plate and the ELISA is revealed with a horse peroxidase conjugated with anti-

human IgG. This ELISA kit was also used in plasma free of anti-dengue IgG (negative 

control). From the pool plasma supplied by HEMOPE, we identified 200 plasma bags 

containing specific anti-dengue IgG. 

Immunoglobulin fractionation - The IgG was precipitated out from the crude plasma 

using the Cohn–Oncley process (cold ethanol precipitation) with minor modifications. The 

general process is depicted in Fig. 1. The process of cold ethanol precipitation is based on 

tuning the protein solubility by adjusting pH, temperature, salt concentration, and ethanol 

(Cohn et al. 1946). Briefly, the frozen plasma was thawed until reach 4 °C, where at this 

temperature fibrinogen and clotting factor VIII are insoluble and precipitates. The cryo-

precipitate is then removed by centrifugation and the cryo-free plasma is treated following 

method 6 of Cohn et al. (1946). Fibrinogen was precipitated in fraction I and immunoglobulin 

was separated off from albumin by II + III precipitation. The precipitates were separated from 

supernatants by centrifugation. 

In accordance Oncley et al. method 9 (1949), fraction II + III was suspended and 

fraction III was separated off. The supernatant was clarified by depth filtration with the aid of 

a filter. From this filtrate, a IgG paste is obtained and collected by centrifugation. IgG paste 
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was then dissolved in sterile water for injection and clarified by depth filtration with the aid of 

a filter.  

To reduce the ionic force, the solution was filtered in ultrafiltration membranes 

(diafiltration) with sterile water for injection, followed by protein concentration adjustment to 

5% (w/v). We used a 30 kD Millipore Pellicon Systen to performed diafiltration and protein 

level adjustment. Virus inactivation was performed by solvent (tri-n-butyl phosphate; TNBP) 

and detergent (Tween 80) treatment (Horowitz et al. 1985). To remove solvent and detergent, 

a cation-exchange chromatography in CM Sepharose FF stationary phase was performed. To 

remove IgA and other components, an anion-exchanged chromatography in DEAE Sepharose 

FF was also done. The flow-through was concentrated by ultrafiltration (10 KD Millipore 

Pellicon System) and diafiltered for 0.25 mol/L glycine using the same system. The protein 

level was adjusted to 5% (w/v) and pH to 4.25. Sterilizing filtration was performed and the 

final solution is packaged aseptically. To inactive virus particle, the final product is incubated 

at 23-27°C for 21 days before storage at 2-8°C. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1: Purification process of anti-dengue specific immunoglobulin. 
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Biochemical validation - To check the functional property of the product in process 

and final preparation, we performed the protocols established by European Pharmacopoeia. 

ELISA test was used to check the absence of antibodies screened for blood donation, such as 

HIV1, HIV2, hepatitis B surface antigens, Hepatitis C, HTLV, Chagas disease and syphilis. 

Identification of anti-dengue serotypes - To ascertain the broad neutralizing property 

of the anti-dengue IgG described here, we measure the neutralizing action of IgG for different 

isolated serotypes. Isolated serotypes DENV-1 (PE/97-42735), DENV-2 (PE/95-3808), and 

DENV-3 (PE/02-95016) were supplied by LACEN (PE, Brazil). In this experiment, we used a 

commercial polyvalent IVIG (Kiovig/ Baxter International Inc, Deerfield, IL, USA) as a 

negative control. The measure of anti-dengue antibody serotypes was determined by Plaque-

Reduction Neutralization Test (PRNT) (Morens et al. 1985).  

First, a two-fold serial dilution of IgG (1/20 to 1/2.560) in MEM medium was placed 

onto 96-well microtiter plates to a final volume of 100 µL. Then, 100 µL of a viral suspension 

(30 plaque forming units/mL) of DENV-1 (PE/97-42735), DENV-2 (PE/95-3808), and 

DENV-3 (PE/02-95016) was aliquoted into the respective wells. The plate was incubated for 

1h at 37 
o
C in 5% CO2. Then, 50 µL of the mix IgG/virus was collected from each dilution 

and transferred into a 24 well-plate containing Vero cells previously seeded at the density of 

3x10
6
 cells/mL, in Minimum Essential Medium (MEM) (Invitrogen) supplemented with 10% 

Fetal Calf Serum (FCS, GIBCO).  

After virus attachment (incubation for 1h at 37 
o
C in 5% CO2), each well was covered 

with 500 µL of MEM 10X medium, supplemented with 10% FBS, 1% penicillin/streptomycin 

and 3% carboxymethylcellulose. The plate was then incubated during 7 days at 37°C in 5% 

CO2. To inactivate the viral particles, the medium was removed out and the monolayer cells 

were covered with formalin (solution at 3.5 M, 2mL per well) and incubated for 1h. The 

formalin solution was washed out and the cells were stained with crystal violet (1:50 v/v, 0.5 

mL per well). The number of infected cells (plaques) was counted and compared to the virus 

particle received only polyvalent IVIG or non-treated virus particle.  
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RESULTS 

 

During the plasma screening, we were able to identify an adequate number of plasma 

bags positive to anti-dengue IgG, which is expected because Brazil is an endemic area for 

dengue. Once the plasma was selected, the IgG were separated out from other protein contents 

using the Cohn–Oncley process of cold ethanol precipitation. Anion-exchanged 

chromatography in DEAE Sepharose FF was then used to divide IgG from other 

immunoglobulin classes. In Table I, we summarize the biochemical and biophysical 

properties of the purified anti-dengue IgG. The reference values (standard conditions 

according to the European Pharmacopoeia) are also given there.  

 

TABLE I 

Biochemical and biophysical functional activity for the anti-dengue IgG 

Test Reference values Results 

pH 4,0 – 7,4 4,27 

Total protein 45 – 55 mg/mL 51 mg/ mL 

Protein composition Minimum of 95% gammaglobulin 98% 

Distribution of molecular 

size 

Minimum of 90% monomer and dimer 

Maximum of 3% polymers and aggregates 

98,1% 

1,1% 

IgA                 - 0,16 mg/mL 

IgM                 - 0,10 mg/mL 

Anticomplementary  

activity (%) 

≤ 50 39 

Thermo stability  

(57 °C/4h) 

No 

gelification 

No 

gelification 

Antibody to hepatitis B 

surface antigen 

Minimum 0,5 IU/g  1,74 IU/g 

Pyrogens Absence Absence 

 

Gel electrophoreses was ran to ascertain the composition of IgG and we found 

consistent ratio of IgG. Inactivation of virus particle, which was based on solvent/detergent 
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treatment and incubation at 23-27°C for 21 days, worked satisfactorily in all the benches that 

were prepared. The functional property of this anti-dengue IgG was confirmed in the basis of 

virus neutralizing property for dengue virus (Table II).  

We also investigated the purity of this material. The product is non-reactive for 

hepatitis B surface antigens, and free for hepatitis C virus antibodies, human 

immunodeficiency virus, Chagas disease, and syphilis. This is an important biochemical 

characterization to ensure that this IgG is suitable for intravenous administration.  

Regarding the biophysical properties, this IgG solution has adequate isotonicity (0,25 

mol/L glycine) and the total amount of aggregates falls in the acceptable range. The solution 

was maintained in low pH, which minimizes aggregate and fragment formation, while is well 

known that pH higher than 4.7 enhances dimerization (Kroez et al. 2003). We analyzed the 

overall stability of this IgG preparation in different times by thermo-stability and biophysical 

solution assays and we compared these data with a trademark IgG (polyvalent). Finally, we 

measure the amount of glycoproteins (complement system activation), and the value we found 

is in agreement with the total amount accepted for a standard formulation. 

Once the anti-dengue IgG was characterized biophysically and biochemically, we 

quantified the ability of anti-dengue IgG in neutralizing different virus serotypes: DENV-1, 

DENV-2, and DENV-3. In Table II, we depict these data. We first validated the neutralizing 

test using a commercial IgG (prepared from American blood donations, brand Kiovig/ 

Baxter). In this case, only non-specific neutralization was observed to DENV-1 and DENV-2, 

while no neutralization was observed for serotype DENV-3. We tested samples containing 

entire plasma (same plasma used during the IgG production). On this time, we observed 

broadly neutralizing property over virus serotypes. This effect was similar to observed when 

we used the human dengue IgG. Neutralizing reaction towards DENV-2 seems more prone. 

This may be because the prevalence of this serotype in Northeast of Brazil. 
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TABLE II 

Dengue antibody titers on the specific immunoglobulin preparation by plaque reduction 

Sample* DENV-1 DENV-2 DENV-3 

plasma 1:160 1:640 1:40 

anti-dengue IgG 1:160 1:1280 1:160 

polyvalenty IgG 

(trademark, Kiovig) 

1:40 1:40 < 1:20 (negative) 

* Experiments were repeated at least three times in independent times. Data here are the mean of one 

single experiment.  

 

DISCUSSION 

 

Specific human IgG are useful for neutralizing virus infection. Hepatitis B and WNV 

are the cases where the therapeutic benefits of IVIG treatment are more understood. Although 

dengue is an important health problem in Brazil, we still do not know whether the treatment 

of dengue infection with specific IgG have benefits or not. The potential of treating dengue 

infection with specific IgG relies on the excellent clinical outcomes reported for WNV 

infection.  

In light of these finding, we described here a detailed protocol of plasma screening, 

purification and biophysical / biochemical validation of a human anti-dengue IVIG. This is 

the first time that a specific IgG purified from Brazilian plasma donations is performed. The 

functional activity of this IgG as specific human anti-dengue was confirmed using a simple 

and reliable virus neutralizing test (Plaque-Reduction Neutralization Test, PRNT), which is 

same used for serological determinations. As expected for an endemic area, this anti-dengue 

IgG showed broadly neutralizing property for the three tested virus serotypes. This material is 

important for investigate the effect of anti-dengue IVIG during infection. 
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5.0 ATIVIDADE BIOLÓGICA 

 

5.1 Metodologia  

  

Foi realizado um ensaio preliminar com o objetivo de observar o efeito da IGIV com 

altos títulos de anticorpos anti-dengue frente a infecção do vírus dengue, mais 

especificamente o DENV-3.  

 Os ensaios foram realizados através de colaboração com o laboratório de Interação 

Microrganismo/Hospedeiro do Departamento de Microbiologia da UFMG, que também é 

integrante do Instituto Nacional de Pesquisa em Dengue. 

Neste trabalho foi utilizado o sorotipo 3 do vírus dengue (DENV-3), gentilmente 

cedida pela professora Erna Geissen Kroon do Laboratório de Vírus do Departamento de 

Microbiologia da UFMG. O vírus foi adaptado ao hospedeiro murino pelo Dr. George 

Ignatyev, pesquisador colaborador do Vector Institute (Rússia).  

 

5.1.1 Adaptação da amostra clínica do DENV-3 humano ao hospedeiro murino 

 

            Para a adaptação do vírus e aumento da virulência do isolado no hospedeiro murino, o 

mesmo foi inicialmente injetado por via intracerebral (i.c) em camundongos neonatos (com no 

máximo 2 dias de vida - linhagem BALB/c). No quinto dia após a infecção, os cérebros destes 

animais foram retirados e um homogenato dos cérebros, realizado em uma solução de 10% 

p/v em PBS, centrifugado a 6.000 rpm, 4 ºC por 1 minuto. O sobrenadante coletado foi 

novamente injetada (i.c) em novos animais. Várias passagens (em média 8) foram realizadas 

como descrito anteriormente por Atrasheuskaya et al. (2003). 

Após a última passagem (i.c), animais com 2 semanas de vida foram infectados por via 

intraperitoneal (i.p). O aparecimento dos sinais clínicos da doença foi verificado (ex: redução 

da exploração do ambiente, arqueamento do dorso, paralisia dos membros posteriores). Ao 

aparecimento desses sinais, os animais moribundos foram sacrificados e os cérebros retirados 

para a realização de novo homogenato (a 10%) e este utilizado para nova passagem em novos 

animais. O mesmo procedimento foi realizado com animais de 3 e 4 semanas de vida para 

infecções intraperitonial com o DENV-3. A última passagem do DENV-3 obtida dos animais 

BALB/c com 4 semanas foi utilizada para novas 5 passagens sequenciais no cérebro de 
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animais neonatos e posteriormente coletadas para produção dos estoques. Esses estoques 

foram armazenados em freezer -70ºC. Para a confirmação da adaptação do vírus em 

camundongos, animais BALB/c machos com 4 semanas de idade  (n = 8 animais por grupo) 

foram infectados com diluições seriadas de suspensão do cérebro, provenientes do estoque 

viral por via i.p. e a taxa de letalidade dos animais avaliada.  Além disso, células LLC-MK2, 

da linhagem kidney, Rhesus monkey (Macaca mulatta) e células da linhagem C636 de 

mosquito Aedes albopictus, também foram infectadas e os efeitos citopáticos do vírus 

avaliados.  

 

5.1.2 Animais e protocolo experimental 

 

Para a avaliação do papel das IVIG humana no modelo experimental de infecção pelo 

DENV-3 foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6j.  

Os animais utilizados foram machos ou fêmeas com 8 semanas de idade (n= 5 animais 

por grupo), infectados com 100 PFU de vírus DENV-3 por via intraperitoneal (i.p) , adaptado 

ao hospedeiro murino. Estes animais foram mantidos em micro-isoladores com livre acesso à 

água e ração. Os animais tratados ou não com as IGIV foram monitorados em intervalos de 

tempo indicados para a obtenção das curvas de letalidade ou então, sacrificados no 7
º
 dia após 

a infecção para a análise dos parâmetros inflamatórios, histológicos e da carga viral. Um 

experimento piloto (Letalidade) foi realizado a fim de se determinar a melhor cinética (dias e 

freqüência de tratamento), utilizando IGIV/HEMOPE na dose de 10mg/Kg, por via 

intraperitonial (i.p.), segundo Bem-Nathan (2003), e posteriormente as doses de tratamento 

com um novo experimento. Os melhores achados foram utilizados posteriormente nos 

experimentos da resposta inflamatória e carga viral. 
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Legenda: 

  

WT: wild type; TTO: tratamento; IGIV: Imunoglobulina G intravenosa; MPO: mieloperoxidade; 

TGO: aminotransferase glutâmico-oxalacética; TGP: aminotransferase glutâmico-pirúvica. 

 

 
Experimento de letalidade/IGIV 

 30 animais (n=5 cada grupo). Total de 6 grupos: 

 Grupo A: WT (n=5); 

 Grupo B: IGIV TTO dia 0 (apenas 4hs antes da infecção) (n=5); 

 Grupo C: IGIV TTO dia 0 (4hs antes da infecção), dia 1 (24hs após a infecção) e dia 3 

(72hs após a infecção) (n=5); 

 Grupo D: IGIV TTO dia 1( 4 horas após a infecção) (n=5); 

 Grupo E: IGIV TTO dia 1 (24 horas após a infecção) (n=5); 

 Grupo F: IGIV TTO dia 1 (24 horas após a infecção), dia 2, dia 3, dia 4 e dia 5 após a 

infecção (n=5). 

Figura 5: Estratégia experimental 

Fonte: arquivo- ICB/UFMG. 

Dose: 10mg/Kg do animal. 
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5.1.3 Titulação do vírus dengue 

 

Células LLC-MK2 foram crescidas em meio DMEM com 5 a 6% de soro fetal bovino 

(SFB) na presença dos antibióticos: fungizona (2ug/mL), penicilina (100 U/mL) e 

gentamicina (50ug/mL). Em seguida foram tripsinizadas, homogeneizadas e incubadas em 

placa de seis poços a uma densidade de 1x10
6
 células/poço. As placas foram incubadas em 

uma estufa a 37 ºC por cerca de 24 horas, até a formação de uma monocamada de células com 

uma confluência de 70% a 80%. As amostras de fígado e baço foram pesadas, maceradas com 

“cadinho” e pistilo de porcelana estéreis e diluídas serialmente em meio DMEM com 

antibióticos na ausência de SFB. As amostras de sangue foram inicialmente  diluídas em PBS 

e posteriormente diluídas serialmente em DMEM. A cada poço de uma placa foi adicionado 

400 µL de cada uma das diluições (10
-2

 a 10
-7

) de uma dada amostra. O controle de células 

correspondeu a um poço não-inoculado, ao qual foi acrescentado apenas o meio DMEM com 

antibióticos na ausência de SFB. 

As placas foram incubadas por um período de uma hora e meia a 37ºC (período de 

adsorção), sendo gentilmente movimentadas de quinze em quinze minutos para garantir uma 

distribuição homogênea das partículas virais sobre a monocamada de células. Terminado o 

período de adsorção, o meio foi retirado dos poços e desprezado, e as células lavadas com 

uma solução tampão de fosfato (“phosphate-buffered saline – PBS”) (0.4 M NaCl e 10 mM 

de NaPO4). Em seguida, adicionou-se meio 199 contendo 1.5% de carboximetilcelulose, 

antibióticos e 3% de SFB. As placas foram incubadas a 37 ºC por 7 dias ou até que 

aparecessem os efeitos citopáticos observados ao microscópio invertido. As mesmas foram 

fixadas com formol tamponado a 10% por no mínimo 30 minutos e, posteriormente, coradas 

com solução 1% p/v de cristal violeta em PBS para a determinação do título das amostras, os 

quais sendo expressos em PFU/mL (unidades formadoras de placas por mililitro).  
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5.1.4 Quantificações dos níveis de plaquetas circulantes 

 

No momento do sacrifício, 10 μL do sangue de animais não infectados e infectados 

nos dias 3, 5 e 7 foi retirado pela veia cava inferior, coletado e colocado em tubos 

heparinizados. Diluiu-se este volume na proporção de 1:100 em solução de oxalato de amônio 

1%,sendo o volume incubado por 20 minutos à temperatura ambiente e posteriormente 10 μL 

colocados na câmara de Neubauer Bright-Line. Após nova incubação de 15 minutos, o 

número de plaquetas foi quantificado no microscópio óptico invertido utilizando a objetiva de 

40X.  

 

5.1.5 Análises do índice de hematócrito 

 

Uma pequena amostra de sangue de cada animal foi coletada por meio de um tubo 

capilar de vidro heparinizado, para determinação de micro-hematócrito, e centrifugado em 

centrífuga de micro-hematócrito por 10 minutos. Em seguida, foi realizada uma proporção 

entre o comprimento das porções vermelha (concentração de elementos do sangue) e branca 

(concentração de plasma), através de uma regra de três simples:  

 

 

 

 

 

           

        Estes resultados foram expressos em percentagem e quanto maior o valor obtido, maior a 

concentração de hemácias no sangue, indicativo de aumento do extravasamento plasmático. 

 

5.1.6 Análise Histopatológica 

 

Em dias pré-determinados após a infecção, os animais foram sacrificados e os órgãos 

(fígado e pulmões) coletados. Estes foram imersos em formol tamponado a 10% em PBS por 

18 horas e em seguida, colocados em solução de álcool 70% até o processamento das 

amostras. Para o processamento, submeteu-se os tecidos a subseqüentes passagens em etanol 

Branco + Vermelho 100% 

Vermelho X 
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em diferentes concentrações (80%, 90%, absoluto 1 e 2 – 30 minutos cada), xilol (1 e 2 – 20 

minutos cada) e em parafina líquida. 

Esses tecidos foram incluídos em blocos de parafina tendo os cortes de 5 micrômetros 

(µm) de espessura dispostos em lâminas de microscopia. Após essa fase, foram 

desparafinizados (xilol 20 minutos; álcool absoluto, 90%, 80% e 70% - 5 imersões; água). As 

lâminas foram coradas segundo a técnica de coloração de Hematoxilina de Harris (20 

segundos) e Eosina (8 segundos) (HE). Em seguida, desidratadas (álcool 70, 80, 90% e 

absoluto 1 e 2 – 5imersões; xilol 1 e 2 – 5 imersões) e montadas com Bálsamo do Canadá 

sintético. 

 

6.0 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

            O primeiro experimento teve por objetivo determinar o melhor esquema de tratamento 

através da realização de transferência passiva de imunoglobulina na dose de 10 mg/Kg. Os 

resultados estão dispostos na figura 6. 

        Os resultados demonstram o aumento da letalidade dos animais infectados pelo DENV-

3, após a transferência passiva de imunoglobulina. 

 

       Figura 6. Taxa de letalidade induzida pela infecção com DENV-3 adaptado ao hospedeiro murino, após 

transferência passiva de IGIV com altos títulos de anticorpos anti-dengue. 

 

 

 

 

 

 

 

 

               

 

              Fonte: arquivo ICB/UFMG. 
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           O passo seguinte consistiu na avaliação do efeito da administração passiva de 

imunoglobulina, na resposta inflamatória e na carga viral dos animais infectados com DENV-

3, no sétimo dia após a infecção (pico da doença). Além da IGIV produzida no HEMOPE (a 

partir do plasma de pacientes proveniente de área endêmica para Dengue), também utilizamos 

uma preparação comercial de imunoglobulina (Kiovig/ Baxter International Inc, Deerfield, IL, 

USA). Os dados preliminares abaixo demonstram que ambos os tratamentos (IGIV/HEMOPE 

e IGIV/USA) foram capazes de gerar uma doença mais grave nos animais infectados pelo 

DENV-3, demonstrado pela ocorrência de maior hemoconcentração e trombocitopenia (figura 

7). 

Figura 7. Alterações hematológicas e hepáticas após a infecção com o DENV-3 e tratamento com 

IGIV/HEMOPE e IGIV/USA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Legenda: 1 = Não Infectado, 2 = Veículo, 3 = IGIV/HEMOPE, 4 = Kiovig. 

 
Fonte: arquivo ICB/UFMG. 
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Esses achados sugerem que o tratamento com as IGIVs em baixa terapia (dose de 

10mg/kg) resultou em agravamento da doença. A administração de imunoglobulinas induziu a 

exacerbação da resposta à infecção, aumento da letalidade e aumento da carga viral.  

Por um lado, a dose de IGIV pode não ter sido eficaz para a neutralização do vírus. Por 

outro lado, é bem descrito que sorotipos do vírus dengue 1-4 (DENV 1, 2, 3, 4) estão 

intimamente relacionados, mas não antigenicamente, sendo assim, o Fenômeno de 

imunoamplificação da infecção dependente de anticorpos pré-existentes (ADE) pode ter 

ocorrido, resultando na morte dos animais infectados, após o tratamento com imunoglobulinas 

específicas.  

Apesar destes resultdos demonstrarem aumento da letalidade e agravamento da doença 

nos animais infectados, este experimento está na fase inicial de testes. A partir de estudos 

posteriores, novos esquemas terapêuticos poderão ser testados, assim como diferentes doses e 

vias de administração da IGIV.  
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PERSPECTIVAS 
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7.0 PERSPECTIVAS 

 

 Avaliar a eficácia pré-clínica do uso de IGIV específica, em doses mais elevadas, a fim de 

obter neutralização do vírus da dengue;  

 Produção de IGIV ausente de anticorpos anti-dengue, a partir da triagem e seleção de plasmas 

negativos para estes anticorpos; 

 Preparação de um concentrado de imunoglobulina anti-dengue fragmentada da porção Fc, 

visando eliminar a possibilidade de ocorrência do fenômeno ADE. 
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1.0 INTRODUÇÃO 

 

O vírus dengue pertence à família Flaviviridae, gênero Flavivirus, com transmissão 

através da picada do mosquito do gênero Aedes, principalmente o Aedes aegypti, que é 

predominantemente urbano e encontrado em todo o território nacional (MIAGOSTOVICH  

et. al., 2006). São conhecidos quatro sorotipos do vírus dengue, DENV-1, DENV-2, DENV-3 

e DENV-4; estes não oferecem proteção cruzada entre si. As manifestações clínicas 

decorrentes da infecção por qualquer um dos sorotipos virais pode ser assintomática, ou levar 

ao estado conhecido como dengue clássica ou até mesmo ocasionar a forma mais grave da 

doença, denominado febre hemorrágica da dengue (FHD) (HALSTEAD, 2007). 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), a dengue é classificada como uma 

doença classe I, ou seja, doença emergente ou descontrolada sem nenhum tratamento eficaz 

aprovado e para os quais o foco deve ser a aquisição de novos conhecimentos e novas 

ferramentas, com o objetivo de controle dessa enfermidade. 

 A OMS estima que entre 50 a 100 milhões de pessoas se infectem anualmente, em 

mais de 100 países, de todos os continentes, exceto a Europa. Cerca de 550 mil doentes 

necessitam de hospitalização e 20 mil morrem em consequência da doença. Estima-se também 

que, ocorrem atualmente cerca de 3 bilhões de pessoas vivem em áreas de risco de 

transmissão (GUZMAN et. al., 2010; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2009) 

Atualmente, não há vacina disponível ou tratamento eficaz e novas terapias são, 

portanto, uma necessidade urgente. Apesar de esforços significativos realizados na área de 

química medicinal, nenhum composto orgânico promissor, dotado de atividade inibitória 

sobre o vírus foi desenvolvido (YIN et. al., 2009).  

Por outro lado, infecções por dengue e vírus do Nilo Ocidental (WNV) são 

imunologicamente e com sintomas similares. WNV, assim como o vírus dengue, pertence à 

família dos Flavivirus e imunoglobulina G intravenosa (IGIV) tem ajudado na recuperação de 

pacientes. IGIV hoje é rotineiramente usada para tratar infecção por WNV (WADEI et. al., 

2004; HALEY et. al., 2003).  

      De fato, “pool” extremamente purificado de IgGs policlonais, IGIV e anticorpos 

específicos (IGIV específica) são terapias padrões para um grande número de doenças. Por 

exemplo, preparações de IGIV específicas combatem uma série de doenças infecciosas e 
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patológicas, como o citomegalovírus, tétano e hepatite B (LORIES et. al. 2000; DALAKAS 

et. al. 1993; OHLSSON et. al. 2001). IGIV também diminui as complicações durante os 

transplantes de medula óssea e órgãos sólidos, polineuropatia desmielinizante inflamatória 

crônica (PDIC), asma grave, HIV pediátrico, dermatomiosite e esclerose múltipla 

(WERDAN, 2001; BRENNAN, 2001; ACHIRON et. al., 2000). 

Baseado nessas premissas, a utilização de IGIV com altos títulos de anticorpos anti-

dengue poderia reduzir as complicações associadas à infecção da dengue, assim como seu 

grau de mortalidade.  

Este trabalho apresenta-se inicialmente com a Revisão da literatura, sendo esta 

dividida em Dengue, aspectos clínicos e epidemiológicos e Hemoderivados e 

Imunoglobulinas-conceito e utilização; Objetivos; Artigo submetido: Production of human 

dengue intravenous immunoglobulin from Brazilian donors; Metodologia dos ensaios pré-

clínicos; Resultados e discussões dos ensaios pré-clínicos; Perspectivas e Referências. 
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2.0 REVISÃO DA LITERATURA 
 

2.1 Dengue 
 

A dengue é uma doença febril, exantemática aguda e considerada a mais importante 

arbovirose que afeta o homem, principalmente em regiões tropicais e subtropicais. Constitui-

se de uma doença de grande relevância em termos de morbidade e mortalidade em todo o 

mundo e tem demandando grandes esforços e investimentos por parte dos países endêmicos 

(GUZMÁN et. al., 2010). 

 

2.1.1 Histórico 

 

A palavra dengue foi adotada mundialmente, tanto para designar a doença, como os 

vírus que a causam. Entretanto, a doença recebeu no passado diferentes denominações nos 

países onde foi identificada. A expressão dengue é de origem hispano-caribenha e tem sido 

usada, desde 1827, para identificar síndromes febris epidêmicas (GUBLER, 1997).  

 A problemática da dengue não é recente, existindo descrição de epidemias e relatos 

clínicos, semelhantes ao da dengue, em enciclopédias chinesas datadas do século 610 D.C. 

Existem outros relatos de uma doença também com sintomatologia semelhante à da Dengue 

datando de 1779-1780, quando ocorreu uma epidemia no Cairo, na Indonésia e na 

Philadelphia (GUBLER, 1997). 

O isolamento do vírus dengue foi realizado originalmente por Albert Sabin, no ano de 

1945, o qual identificou os dois primeiros sorotipos, DENV tipo 1 e 2. Os outros dois 

sorotipos DENV tipo 3 e 4, foram isolados por Hammon em 1960, em pacientes com febre 

hemorrágica da dengue (ROSEN; GUBLER, 1974; HALSTEAD, 1992). 

Nos últimos séculos, há registro de ocorrência de casos da doença, tanto epidemias e 

pandemias, em diversos continentes como Américas, África, Ásia, Europa e Austrália, sendo 

um problema de saúde pública (TEIXEIRA et. al., 1999). Nas Américas, as epidemias de 

dengue foram relatadas desde o século XIX, coincidindo com a intensificação do transporte 

comercial entre os portos da região do Caribe e do sul dos Estados Unidos com outras partes 

do mundo (MONATH, 1994). No Brasil, as primeiras referências sobre a dengue datam de 
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1846, em São Paulo, Rio de Janeiro, Salvador e outras cidades, sendo conhecida como 

“polca” e “patuléia” (BRASIL, 1996a). 

Entre os anos de 1981 e 1982 foi registrada a primeira epidemia de dengue no Brasil, 

que ocorreu na cidade da Boa Vista-RR, onde os sorotipos DENV-1 e DENV-4 foram 

isolados (SIQUEIRA et. al., 2004; NOGUEIRA et. al., 2007). Devido aos esforços para a 

eliminação da febre amarela urbana durante a primeira metade do século 20, as áreas urbanas 

do Brasil se mantiveram livres do Aedes aegypti até o ano de 1976. Porém, com o crescimento 

desorganizado e rápido das cidades, e a falta de manutenção do programa de combate à febre 

amarela, ocorreu a reintrodução e o estabelecimento do Aedes aegypti (também transmissor da 

febre amarela urbana), em áreas urbanas de vários estados brasileiros, facilitando também 

assim a disseminação do vírus da dengue (SIQUEIRA Jr. et. al., 2005). 

 Porém a propagação viral para o resto do país ocorreu em 1986, a partir do município 

de Nova Iguaçu, no estado do Rio de Janeiro (NOGUEIRA et. al., 2000; SIQUEIRA et. al., 

2004). No ano de 1990, com a introdução do DENV-2 no Rio de Janeiro, ocorreu a 

notificação dos primeiros casos de Febre hemorrágica da dengue (FHD) (NOGUEIRA et. al., 

2002). Já em 1998, ocorreu, no estado de São Paulo, a notificação e isolamento do DENV tipo 

3, sendo este o mesmo sorotipo responsável pela maior e mais grave epidemia ocorrida no 

Brasil no ano de 2002 (NOGUEIRA et. al., 2001; ROCCO et. al., 2001; DA SILVA et. al., 

2002; PAHO, 2003). 

Em 2008, existia o risco da reintrodução do sorotipo 4 no Brasil, devido ao aumento 

de casos da doença provocados por este sorotipo, em países da América do Sul, como 

Venezuela e Colômbia (GUZMÁN; KOURI, 2002). No ano de 2010, foi identificada a 

recirculação do sorotipo do DENV-4 em alguns pacientes no estado de Roraima. Atualmente 

o Brasil possui circulantes os quatro sorotipos do vírus dengue (BRASIL, 2011e). 

 

2.1.2 Epidemiologia 

 

A incidência global da dengue tem aumentado dramaticamente nas últimas décadas. 

Cerca de 2,5 bilhões de pessoas, ou seja, 2/5 da população mundial está correndo risco de 

contrair a doença, em diversos continentes como nas Américas, Sudeste Asiático e Pacífico 

Ocidental, sendo estes dois últimos os mais afetados. Estima-se que a cada ano, podem 
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ocorrer 50 milhões de novos casos de dengue no mundo (GUZMAN et. al. 2010, OMS, 

2009). 

O Brasil concentra mais de 70% dos casos de dengue registrados no seu continente e 

60% dos casos registrados mundialmente (TEIXEIRA et. al., 2009). Segundo o Ministério da 

Saúde, até julho de 2011, foram registrados um total de 715.666 casos notificados da dengue. 

A Região Sudeste tem o maior número de casos notificados (338.307 casos; 47%), seguida da 

Região Nordeste (157.297 casos; 22%), Norte (110.711 casos; 15%), Sul (56.930 casos; 8%) 

e Centro-Oeste (52.421 casos; 7%) (BRASIL, 2011 e). O mapa de risco da doença no ano de 

2011 pode ser verificado na figura 1. 

No mesmo ano de 2011, aproximadamente 75% (537.431) dos casos do país 

concentram-se em oito estados, no ano de 2011: Rio de Janeiro (19%), São Paulo (15%), 

Amazonas (8%), Ceará (8%), Paraná (8%), Minas Gerais (7%), Espírito Santo (6%) e Bahia 

(4%). Na Região Norte os Estados de Rondônia, Acre e Roraima apresentaram redução de 

casos em relação ao mesmo período de 2010; ocorrendo o mesmo na Região Nordeste com os 

Estados de Pernambuco, Alagoas e Bahia. Também na região Sudeste e Sul houve uma 

redução do número de casos relacionados nos Estados de Minas Gerais, São Paulo e Rio 

Grande do Sul. Apesar desta redução do número de casos em quase todas as regiões do país, a 

região Sul teve aumento nestes números no Paraná e Santa Catarina (BRASIL, 2011 e). 

Até o final de novembro de 2011, foram notificados 742.364 casos suspeitos de 

dengue em todo o país. Em comparação com o mesmo período do ano passado, houve uma 

redução de 25%. De janeiro a novembro de 2010, foram registrados 985.720 casos suspeitos 

da doença. As Regiões Sul, Sudeste e Centro-Oeste também registraram diminuição nos casos 

de dengue. A maior redução (77%) foi registrada na Região Centro-Oeste, com o número de 

211.695 casos, em 2010, contra 48.524, em 2011 (BRASIL, 2011 f). 
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Em relação ao número de óbitos notificados em 2011, estes somaram um total de 

1.102 como suspeitos da doença. As Regiões Sudeste e Nordeste são detentoras de 70% do 

total dos óbitos confirmados, destacando-se os Estados do Ceará, Amazonas, Bahia, Rio de 

Janeiro e São Paulo (BRASIL, 2011e). Estudos confirmam que o Aedes aegypti já foi 

erradicado duas vezes do território urbano brasileiro: em 1957, sendo reintroduzido em 1967 e 

novamente eliminado em 1973 e finalmente reintroduzido em 1976, vindo a reocupar o seu 

antigo habitat (TAUIL, 2002; PENNA, 2003). 

Quanto ao sorotipo viral, houve o isolamento dos quatro sorotipos em todas as 

Regiões, merecendo destaque a recirculação do DENV tipo 4, que há mais de 20 anos não 

tinha casos notificados. Segundo os dados da vigilância virológica, pode se inferir que houve 

o segundo ano de recirculação do sorotipo DENV-1, como tendência principal no país, porém 

com importante circulação do DENV-2 e DENV-4, alertando as autoridades e a população 

para a possibilidade de persistência de transmissão em níveis mais elevados no verão de 2012 

(BRASIL, 2011e). 

 

Figura 1- Mapa de Risco da dengue- 2011 

Fonte: Ministério da Saúde/ Brasil. 
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2.1.3 Aspectos Clínicos 

 

A dengue é considerada a mais importante arbovirose, em termos de morbidade e 

mortalidade, em todo o mundo e tem demandado progressivos esforços e investimentos por 

parte dos países endêmicos (GUZMÁN et. al., 2010). O termo arbovírus, deriva da expressão 

“arthropod-borne viruses”, e significa vírus transmitidos por artrópodes (FORATTINI, 1965). 

A perpetuação desse grupo na natureza se dá graças à capacidade de se replicarem, tanto em 

células de artrópodes quanto em células de vertebrados (CAUSEY; MAROJA, 1957; 

BROOKS et. al., 2000). 

 A maior incidência da doença ocorre nas regiões tropicais e subtropicais, 

principalmente em períodos quentes e chuvosos (OMS, 1999; BLAIR et. al., 2000). 

Especificamente, o vírus da dengue pertence ao gênero Flavivirus, do latim “flavus” = 

amarelo e é tradicionalmente classificado em 4 sorotipos, distinguíveis por suas características 

antigênicas (LEITMEYER et. al., 1999; NOGUEIRA et. al., 2000; MIAGOSTOVICH et. al., 

2000). Os quatro sorotipos virais são antigenicamente similares, mas imunologicamente 

diferentes, não apresentando, portanto, proteção cruzada entre si (GUBLER, 2002).  

Após sua inoculação através da picada do mosquito, o vírus dengue realiza sua 

primeira replicação nas células musculares estriadas, lisas e fibroblastos, assim como em 

linfonodos locais (FIGUEIREDO, 1998; GUZMAN; KOURI, 2003). Depois da 

multiplicação, inicia-se a fase de viremia, a qual o vírus se dissemina por todo o organismo, 

podendo circular livremente no plasma ou no interior de macrófagos/monócitos (HALSTEAD 

et. al., 2005). Os sintomas gerais da dengue coincidem com a fase de viremia e está 

relacionada aos elevados níveis séricos de citocinas liberadas pela interação dos macrófagos 

com os linfócitos T auxiliares CD4+ ativados (HOMBACH et. al., 2005). Observam-se altos 

níveis séricos de interleucina-2 (IL-2) e de seu receptor solúvel, de CD4 solúvel, interferon-γ 

(IFN-γ), interferon-α (IFN-α), que se mantêm elevado até a convalescença, fator de necrose 

tumoral-α (TNF-α), interleucina 1 β (IL-1β) e o fator de ativação de plaquetas (PAF). A 

leucopenia e a discreta e transitória depressão medular que se apresentam nesses casos, 

também, relacionam-se aos altos teores de citocinas macrofágicas (KURANE et. al., 2001; 

MONATH; HEINZ, 1996). 
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Os pacientes com dengue produzem uma resposta humoral muito vigorosa, 

produzindo anticorpos, oriundos da ativação de linfócitos B. A partir do quarto dia após o 

início da sintomatologia, os anticorpos IgM específicos são detectáveis, atingindo níveis mais 

elevados por volta do oitavo dia de infecção, e passando a ser indetectável após alguns meses 

depois da cura da doença. As imunoglobulinas G (IgG) específicas, a partir do quarto dia após 

o início dos sintomas, elevam-se gradualmente, tendo altos valores em duas semanas. Estas 

IgGs são detectáveis por diversos anos e conferem, ao indivíduo, imunidade permanente 

contra o sorotipo infectante (KURANE; ENNIS, 1992; FIGUEIREDO; FONSECA, 1996). 

A infecção pelo vírus da dengue causa uma doença cujo espectro inclui desde formas 

clinicamente inaparentes (Dengue Clássica) até quadros graves de manifestações 

hemorrágicas e choque (FHD), podendo evoluir para o óbito (LIGON, 2004). As primeiras 

manifestações da dengue clássica são febre alta, geralmente em torno de 39°C-40°C, de início 

repentino, sendo esta associada à cefaleia, prostração, mialgia, artralgia, dor retro orbitária, 

podendo ser observados episódios de náusea, vômitos e diarreia. Ao final do período febril, 

podem ocorrer manifestações hemorrágicas como petéquias, gengivorragias, metrorragia 

dentre outros (BRASIL, 2005c). A figura 2 mostra a diferenciação dos sintomas da dengue 

clássica e hemorrágica, demonstrando também o tratamento adequado para ambos os casos. 

 A dengue hemorrágica inicia-se com os mesmos sintomas descritos na fase clássica, 

até que ocorra febre alta entre o terceiro e sétimo dia, fenômenos hemorrágicos mais intensos, 

inclusive extravasamento plasmático, plaquetopenia (menor que 70.000/mm
3
), elevação do 

hematócrito e algumas vezes falência do sistema circulatório (OMS, 2011). Dano hepático é 

uma complicação frequente na infecção pelos vírus dengue, e a determinação dos níveis das 

aminotransferases constitui um importante marcador de avaliação da gravidade de casos. 

(LING; WILDER-SMITH; LEO, 2007, SOUZA et. al., 2007). 
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Os mecanismos que podem levar ao desenvolvimento da febre hemorrágica de dengue 

(FHD) e síndrome do choque da dengue (SCD) ainda não foram completamente elucidados. 

Observa-se que, nos casos de infecção sequencial por dengue apresentando FHD ou SCD, os 

anticorpos preexistentes, obtidos quando da infecção prévia por outro tipo viral, não 

neutralizam o segundo vírus infectante de tipo diferente e amplificam a infecção, facilitando 

ao novo tipo infectante a penetração em macrófagos. Os vírus utilizam a porção Fc dos 

anticorpos ligados ao envelope viral para a ligação com os receptores de membrana Fcγ, 

presentes na membrana celular macrofágica. Trata-se do fenômeno de imunoamplificação da 

infecção dependente de anticorpos pré-existentes (antibody dependent enhancement- ADE), 

resultando em uma maior liberação de citocinas na circulação, ocasionando dano vascular, 

choque e hemorragia, especialmente no trato gastrointestinal e na pele (HALSTEAD, 1970; 

ROTHMAN; ENNIS, 1999; MONGKOLSAPAYA et. al., 2003). 

É importante distinguir as formas benignas da dengue daquelas de maior gravidade, 

que requerem tratamento diferenciado. O diagnóstico precoce e o pronto atendimento são 

essenciais para a redução do índice de mortalidade por febre hemorrágica da dengue e 

síndrome do choque da dengue (LIGON, 2004; ROTHMAN, 2004). Casos fatais de pacientes 

Figura 2: Aspectos clínicos da dengue clássica e hemorrágica 

Fonte: Ministério da saúde 
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com síndrome do choque de dengue podem ocorrer em mais de 10% dos casos (RIGAU-

PÉREZ et. al., 2002). 

Para a diferenciação das formas da dengue, faz-se necessário a realização de um 

diagnóstico laboratorial preciso e eficiente da infecção pelo DENV, sendo este realizado 

através de dados clínicos do paciente e testes sorológicos e moleculares para detecção do 

vírus, de antígeno ou RNA viral e anticorpos específicos (GUZMÁN; KOURÍ, 2004).  

Atualmente, não há vacina ou tratamento eficaz disponível para combater a infecção 

por dengue. Apesar de esforços significativos realizados na área de química medicinal, 

nenhum composto orgânico promissor, dotado de atividade inibitória sobre o vírus, foi 

desenvolvido. Portanto, novas terapias para o combate da doença são uma necessidade 

urgente (THOMAS et. al., 2003; GUZMÁN; KOURI, 2003).  

 

2.2 Hemoderivados 

 

O sangue é um tecido extraordinariamente complexo, composto essencialmente por 

células e proteínas, os quais constituem elementos de extrema importância na terapia 

transfusional, sendo também instrumento auxiliar no tratamento de pacientes de diversas 

patologias (CAIRUTAS, 2001). 

O fracionamento do sangue total traz como vantagens o uso otimizado em relação ao 

aproveitamento e eficácia, aumento do tempo de validade de todos os componentes 

sanguíneos, além de diminuir, consideravelmente, o risco de reação transfusional (BRASIL, 

2002b).  

Os concentrados de hemácias, plaquetas e leucócitos e a parte líquida do sangue 

(plasma) são chamados de hemocomponentes. Já as proteínas extraídas do plasma são os 

hemoderivados. Assim podemos definir hemoderivados como medicamentos biológicos 

obtidos a partir do plasma sanguíneo, submetidos a processos industriais e normatizações, a 

fim de garantir qualidade, estabilidade, especificidade e atividade do produto (CAIRUTAS, 

2001; BRASIL, 2011 d).  

Os hemoderivados mais conhecidos são os fatores de coagulação (VIII e IX), 

albumina, complexo protrombínico, crioprecipitado e imunoglobulinas, sendo a preparação, 

indicação e aplicação desses produtos utilizados na área conhecida como Hemoterapia 
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(CAIRUTAS, 2001). Dentre estes se destacam as imunoglobulinas, especialmente os 

concentrados de imunoglobulina G para uso endovenoso, as quais na última década obtiveram 

uma enorme demanda mundial, ocasionada principalmente por novas utilizações terapêuticas 

(BERGER, 2008). Podemos observar na figura 3 a demanda mundial de consumo da IGIV 

polivalente, entre os anos 1986 e 2012.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.1 Imunoglobulinas 

 

O sistema imunológico consiste de moléculas bem diversificadas que possuem a 

função de reconhecer e responder de uma maneira complexa à invasão de agentes infecciosos, 

evitando a penetração e disseminação destes. Esta resposta é realizada pela atividade dos 

linfócitos e imunoglobulinas (HUGHES et. al., 1997).  

Os linfócitos consistem de células tipo T e B, as quais têm como papel principal a 

regulação da resposta imunológica. Os linfócitos T desenvolvem-se em células efetoras com o 

papel de eliminar as células infectadas, ativar os macrófagos como também os plasmócitos 

(célula de diferenciação dos linfócitos B). Por sua vez, estes secretam anticorpos, também 

chamados de imunoglobulinas, que são glicoproteínas que conferem atividade humoral ao 

Figura 3: Demanda mundial de Imunoglobulina G polivalente intravenosa, em toneladas (1986-2012). 

Fonte: Robert, 2006. 
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indivíduo, tendo a capacidade de fixação nas células ou às proteínas especializadas do sistema 

imunológico (JEFFERI, 1986). 

Denomina-se IGIV polivalente ou normal, as preparações as quais o plasma utilizado é 

obtido a partir de doadores com níveis elevados de anticorpos não identificados para 

determinada doença; quando se fala de IGIV específica ou hiperimune, refere-se àquelas 

produzidas com plasma de doadores com altos níveis de anticorpos clinicamente importantes 

para uma doença específica, como por exemplo, doações de plasma contendo anti-HBs, anti-

tétano, anti-citomegalovírus, ou anti-rábica (OMS, 2005). 

Imunoglobulinas Polivalentes Intravenosas (IGIV) já substituem a albumina e fatores 

de coagulação como os principais produtos da indústria de fracionamento do plasma humano 

e representam uma classe importante de anticorpos terapêuticos (BURNOUF, 2007). Elas são 

moléculas formadas por quatro cadeias polipeptídicas, classificadas fisicamente com base em 

sua solubilidade nas soluções de sais fortes, carga eletrostática, peso molecular e estruturas 

antigênicas. Assim estão subdivididas em cinco classes: IgM, IgA, IgE, IgD e IgG, tendo suas 

características citadas na tabela 1 e sendo a IgG o nosso instrumento de estudo 

(BERZOFSKY 1984, ABBAS et. al., 2010). 

 

Classe Estrutura Propriedades 

 

IgA 

Dimérica Encontrada em mucosas do trato gastrointestinal, respiratório e 

urogenital. 

Monomérica Previne colonização por patógenos.  

Presente também na saliva, lágrimas e leite. 

IgD Monomérica Presente nas membranas.  

Faz parte do receptor de membrana de linfócitos B virgens. 

IgE Monomérica Envolvida em processos alérgicos e parasitários. Sua interação 

com basófilos e mastócitos causa liberação de histamina. 

IgG Monomérica Principal imunoglobulina da imunidade adquirida.  

Tem capacidade de atravessar a barreira placentária. 

 

IgM 

Monomérica Faz parte do receptor de membrana de linfócitos B virgens. 

Pentamérica Forma encontrada no soro, secretada precocemente na resposta 

imune adquirida.  

 

Tabela 1: Características das Imunoglobulinas 
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As Imunoglobulinas G humanas são constituídas por glicoproteínas com peso 

molecular de aproximadamente 150kDa; estão presentes no plasma em uma concentração 

média de 7 a 12 g / L, dependendo de variações individuais e nível da exposição ambiental 

aos antígenos. São compostas por duas cadeias pesadas idênticas e duas cadeias leves também 

idênticas, ligadas por pontes dissulfeto intercadeia e por interações não covalentes. Tanto as 

cadeias leves como as pesadas possuem regiões, são elas VL e CL (cadeias leves) e VH e CH 

(cadeias pesadas) (ABBAS et. al., 2010). As regiões variáveis amino-terminais VH e VL são 

responsáveis pela ligação do anticorpo ao antígeno, formando o domínio Fab, em contraste 

com as regiões constantes, CL e CH, que formam a porção Fc da molécula responsável pela 

ativação do complemento e  interação com o receptor Fcγ em macrófagos e neutrófilos. Outro 

constituinte da molécula de IgG é a região da dobradiça, responsável pela forma em Y do 

anticorpo, como mostra a figura 4 (PUMPHREY, 1986; BURNOUF, 2009) .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: adaptada pelo autor 

Fonte: http://www. antivirussoperativohumano.blogspot.com/2010_05_01_archive.html, acessado em 21 de 

abril de 2012  

Figura 4: Estrutura da Imunoglobulina G 
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A IGIV polivalente é produzida a partir de “pools” de plasmas coletados a partir de 

múltiplos doadores (tipicamente 10.000-40.000) e contém milhões de diferentes moléculas de 

imunoglobulina G, o que reflete a exposição cumulativa da população de doadores com o 

meio ambiente (OMS, 2005). 

As IGIVs estão entre os produtos do plasma mais complexos em seus mecanismos de 

ação. Seu uso clínico engloba terapia de reposição de deficiências imunológicas primárias ou 

genéticas, por exemplo, agamaglobulinemia ligada ao X, hipogamaglobulinemia e em 

imunodeficiências secundárias ou adquiridas, como por exemplo AIDS pediátrica, Leucemia 

Linfóide Crônica (LLC), Púrpura Trobocitopênica Idiopática (PTI) (LEMIEUX et. al., 2005). 

Nos últimos 15 anos houve uma expansão gradual da utilização de IGIVs em tratamentos de 

diversas doenças inflamatórias e doenças auto-imunes (BURNOUF, 2009). 

A indústria de hemoderivados teve início na década de 1940 com a metodologia 

desenvolvida pelo pesquisador americano E. J. Cohn para a purificação de albumina na II 

Guerra Mundial. Esta técnica, com discretas modificações, ainda é empregada por um grande 

número de empresas. Consiste no isolamento, em larga escala, de IgG usando etanol a frio 

(COHN et. al. 1946; ONCLEY et. al., 1949).  

O design de métodos de produção, envolvendo purificação, reduções dos organismos 

patogênicos e de controle de qualidade devem ser consideradas padrões de qualidade da IGIV. 

Também é importante assegurar a famacocinética e farmacodinâmica normais, bem como a 

eficácia funcional da IGIV, preservando a estrutura nativa molecular dos domínios Fab e Fc. 

Para isso, novas metodologias estão evoluindo ao longo dos anos, a fim de garantir boa 

tolerância, eficácia, minimizar os efeitos colaterais e em especial, evitar a transmissão de 

agentes infecciosos através da formulação (BURNOUF, 2009). 
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OBJETIVOS 
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3.0 OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivos Gerais 
 

 Produzir um concentrado de imunoglobulina humana com altos títulos de anticorpos anti-

dengue, a partir do pool de plasma de doadores voluntários do Estado de Pernambuco, 

utilizando o método de Cohn-Oncley; 

 Avaliar a eficácia pré-clínica do uso das IGIV para o tratamento da dengue. 

 

3.2 Objetivos Específicos 
 

 Produção, através de metodologia clássica de Cohn-Oncley, de lote piloto de IGIV anti-

dengue; 

 Caracterização do produto acabado, segundo o que preconiza a Farmacopéia Européia, última 

edição; 

 Identificação da ação neutralizante da IGIV produzida frente à diferentes sorotipos de DENV;  

 Investigação da eficácia e segurança pré-clínica do uso de IGIV específicos para tratamento 

da infecção por dengue. 
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4.0 ARTIGO 

 

Production of human dengue intravenous immunoglobulin from Brazilian donors 

(Submetido ao periódico Memórias do Instituto Oswaldo Cruz) 
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Carta de submissão: 
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Summary: Dengue is an important health problem in Brazil, and therefore the identification 

of vaccine or therapeutic is highly needed. The neutralization of dengue virus by specific 

antibody has a potential application on therapy. We describe here, for the first time, the 

preparation of immunoglobulin specific for dengue virus (anti-DENV IgG), collected from 

Brazilian blood-donations. These IgGs were biochemically and biophysically characterized 

and neutralize different virus serotypes (DENV-1, DENV-2, and DENV-3). Overall, this anti-

DENV IgG is an important step to study the therapeutic potential of specific antibody 

neutralizing dengue virus. 

 

Key words:  Immunoglobulins - Viral infections – Dengue - Specific immunoglobulins - 

Plasma fractionation - Ion exchange chromatography 
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INTRODUCTION 

 

 Blood products are medicines produced by fractionation of human plasma. Because of 

the therapeutic importance, intravenous immunoglobulins (IVIG) have received special 

attention. It can be seen through the worldwide demand of 100 tons which is expected for 

2012 (Robert 2006). 

For a polyvalent (i.e., normal) IVIG, we have broadly and wild-type immunoglobulins 

G (IgG) involving approximately 1,000 to 10,000 of blood-donations that are collected from 

healthy volunteers. The first usage of polyvalent IgG was in antibody replacement therapy 

(Orange et al. 2006). However, a large number of other clinical benefits have been 

recommended for IGIV. We can cite its use during bone marrow and organ transplantation, to 

treat chronic inflammatory demyelinating polyneuropathy, to ameliorate severe asthma, 

pediatric HIV, dermatomyositis, idiopathic thrombocytopenic purpura and multiple sclerosis 

(Achiron et al. 1998, Achiron et al. 2000, Brennan 2001, Dalakas et al. 1993, Hann et al. 

1996, Lories et al. 2000, Ohlsson & Lacy 2001).  

For a specific IVIG (i.e., hyper-immune), intact IgG are collected from the plasma of 

blood-donors previously identified to have high levels of a specific antibody or at least a 

population of similar antibodies. The plasma for specific IVIG comes from patients clinically 

diagnosed with an infection or from immunized patients for hepatitis B (HB), tetanus, 

cytomegalovirus, or rabies (Atkins et al. 2000, Gelfand 2001). Classical examples of specific 

IVIG are the anti-D IgG (Rho) and anti-hepatitis B IgG.  

The knowledge gathered over the years suggests that specific IVIG are useful for viral 

neutralization. This is the case in hepatitis B and in the arbovirus West Nile virus (WNV). It 

was reported that specific IgG reduces virus titles in severely-infected patients (Saquib et al. 

2008, Wadei et al. 2004, Haley et al. 2003). More specifically, anti-WNV IgG neutralizes 

WNV in cell culture and substantially reduces the mortality in WNV-infected mice. However, 

these benefits are not observed when a polyvalent IgG is administrated (Ben-Nathan et al. 

2003). Comparing WNV and dengue, we have the facts that both infections are 

immunologically and pathogenically similar to each other. In view of these evidences, the 

benefit of a specific human anti-dengue IgG for treating the infection sounds reasonable. 
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To date, a human anti-dengue IgG have never been produced, and thus its efficacy for 

dengue infection is unknown. Here, we described in details the plasma screening, 

fractionation and biochemical validation of anti-dengue IgG. The production of this anti-

dengue IgG was performed in HEMOPE GPH branch, using the classic Cohn–Oncley process 

with minor modifications (Cohn et al. 1946, Oncley et al. 1949, Peters 1996). 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Plasma selection - A pool plasma from blood-donations in Brazil (Northwest region), 

which is monthly received by HEMOPE (PE, Brazil), was collected and the plasma bags 

considered free of contaminations were further selected. Once the plasma bags free of 

contaminations were selected, the plasma rich of anti-dengue IgG were separated off. To this 

end, a commercial ELISA kit (E-DEN01G panbio diagnostics, Cheshire, UK) was used for 

the indirect measurement of anti-dengue antibodies. This ELISA kit has dengue antigens 

adsorbed in the plate and the ELISA is revealed with a horse peroxidase conjugated with anti-

human IgG. This ELISA kit was also used in plasma free of anti-dengue IgG (negative 

control). From the pool plasma supplied by HEMOPE, we identified 200 plasma bags 

containing specific anti-dengue IgG. 

Immunoglobulin fractionation - The IgG was precipitated out from the crude plasma 

using the Cohn–Oncley process (cold ethanol precipitation) with minor modifications. The 

general process is depicted in Fig. 1. The process of cold ethanol precipitation is based on 

tuning the protein solubility by adjusting pH, temperature, salt concentration, and ethanol 

(Cohn et al. 1946). Briefly, the frozen plasma was thawed until reach 4 °C, where at this 

temperature fibrinogen and clotting factor VIII are insoluble and precipitates. The cryo-

precipitate is then removed by centrifugation and the cryo-free plasma is treated following 

method 6 of Cohn et al. (1946). Fibrinogen was precipitated in fraction I and immunoglobulin 

was separated off from albumin by II + III precipitation. The precipitates were separated from 

supernatants by centrifugation. 

In accordance Oncley et al. method 9 (1949), fraction II + III was suspended and 

fraction III was separated off. The supernatant was clarified by depth filtration with the aid of 

a filter. From this filtrate, a IgG paste is obtained and collected by centrifugation. IgG paste 
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was then dissolved in sterile water for injection and clarified by depth filtration with the aid of 

a filter.  

To reduce the ionic force, the solution was filtered in ultrafiltration membranes 

(diafiltration) with sterile water for injection, followed by protein concentration adjustment to 

5% (w/v). We used a 30 kD Millipore Pellicon Systen to performed diafiltration and protein 

level adjustment. Virus inactivation was performed by solvent (tri-n-butyl phosphate; TNBP) 

and detergent (Tween 80) treatment (Horowitz et al. 1985). To remove solvent and detergent, 

a cation-exchange chromatography in CM Sepharose FF stationary phase was performed. To 

remove IgA and other components, an anion-exchanged chromatography in DEAE Sepharose 

FF was also done. The flow-through was concentrated by ultrafiltration (10 KD Millipore 

Pellicon System) and diafiltered for 0.25 mol/L glycine using the same system. The protein 

level was adjusted to 5% (w/v) and pH to 4.25. Sterilizing filtration was performed and the 

final solution is packaged aseptically. To inactive virus particle, the final product is incubated 

at 23-27°C for 21 days before storage at 2-8°C. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1: Purification process of anti-dengue specific immunoglobulin. 
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Biochemical validation - To check the functional property of the product in process 

and final preparation, we performed the protocols established by European Pharmacopoeia. 

ELISA test was used to check the absence of antibodies screened for blood donation, such as 

HIV1, HIV2, hepatitis B surface antigens, Hepatitis C, HTLV, Chagas disease and syphilis. 

Identification of anti-dengue serotypes - To ascertain the broad neutralizing property 

of the anti-dengue IgG described here, we measure the neutralizing action of IgG for different 

isolated serotypes. Isolated serotypes DENV-1 (PE/97-42735), DENV-2 (PE/95-3808), and 

DENV-3 (PE/02-95016) were supplied by LACEN (PE, Brazil). In this experiment, we used a 

commercial polyvalent IVIG (Kiovig/ Baxter International Inc, Deerfield, IL, USA) as a 

negative control. The measure of anti-dengue antibody serotypes was determined by Plaque-

Reduction Neutralization Test (PRNT) (Morens et al. 1985).  

First, a two-fold serial dilution of IgG (1/20 to 1/2.560) in MEM medium was placed 

onto 96-well microtiter plates to a final volume of 100 µL. Then, 100 µL of a viral suspension 

(30 plaque forming units/mL) of DENV-1 (PE/97-42735), DENV-2 (PE/95-3808), and 

DENV-3 (PE/02-95016) was aliquoted into the respective wells. The plate was incubated for 

1h at 37 
o
C in 5% CO2. Then, 50 µL of the mix IgG/virus was collected from each dilution 

and transferred into a 24 well-plate containing Vero cells previously seeded at the density of 

3x10
6
 cells/mL, in Minimum Essential Medium (MEM) (Invitrogen) supplemented with 10% 

Fetal Calf Serum (FCS, GIBCO).  

After virus attachment (incubation for 1h at 37 
o
C in 5% CO2), each well was covered 

with 500 µL of MEM 10X medium, supplemented with 10% FBS, 1% penicillin/streptomycin 

and 3% carboxymethylcellulose. The plate was then incubated during 7 days at 37°C in 5% 

CO2. To inactivate the viral particles, the medium was removed out and the monolayer cells 

were covered with formalin (solution at 3.5 M, 2mL per well) and incubated for 1h. The 

formalin solution was washed out and the cells were stained with crystal violet (1:50 v/v, 0.5 

mL per well). The number of infected cells (plaques) was counted and compared to the virus 

particle received only polyvalent IVIG or non-treated virus particle.  
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RESULTS 

 

During the plasma screening, we were able to identify an adequate number of plasma 

bags positive to anti-dengue IgG, which is expected because Brazil is an endemic area for 

dengue. Once the plasma was selected, the IgG were separated out from other protein contents 

using the Cohn–Oncley process of cold ethanol precipitation. Anion-exchanged 

chromatography in DEAE Sepharose FF was then used to divide IgG from other 

immunoglobulin classes. In Table I, we summarize the biochemical and biophysical 

properties of the purified anti-dengue IgG. The reference values (standard conditions 

according to the European Pharmacopoeia) are also given there.  

 

TABLE I 

Biochemical and biophysical functional activity for the anti-dengue IgG 

Test Reference values Results 

pH 4,0 – 7,4 4,27 

Total protein 45 – 55 mg/mL 51 mg/ mL 

Protein composition Minimum of 95% gammaglobulin 98% 

Distribution of molecular 

size 

Minimum of 90% monomer and dimer 

Maximum of 3% polymers and aggregates 

98,1% 

1,1% 

IgA                 - 0,16 mg/mL 

IgM                 - 0,10 mg/mL 

Anticomplementary  

activity (%) 

≤ 50 39 

Thermo stability  

(57 °C/4h) 

No 

gelification 

No 

gelification 

Antibody to hepatitis B 

surface antigen 

Minimum 0,5 IU/g  1,74 IU/g 

Pyrogens Absence Absence 

 

Gel electrophoreses was ran to ascertain the composition of IgG and we found 

consistent ratio of IgG. Inactivation of virus particle, which was based on solvent/detergent 
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treatment and incubation at 23-27°C for 21 days, worked satisfactorily in all the benches that 

were prepared. The functional property of this anti-dengue IgG was confirmed in the basis of 

virus neutralizing property for dengue virus (Table II).  

We also investigated the purity of this material. The product is non-reactive for 

hepatitis B surface antigens, and free for hepatitis C virus antibodies, human 

immunodeficiency virus, Chagas disease, and syphilis. This is an important biochemical 

characterization to ensure that this IgG is suitable for intravenous administration.  

Regarding the biophysical properties, this IgG solution has adequate isotonicity (0,25 

mol/L glycine) and the total amount of aggregates falls in the acceptable range. The solution 

was maintained in low pH, which minimizes aggregate and fragment formation, while is well 

known that pH higher than 4.7 enhances dimerization (Kroez et al. 2003). We analyzed the 

overall stability of this IgG preparation in different times by thermo-stability and biophysical 

solution assays and we compared these data with a trademark IgG (polyvalent). Finally, we 

measure the amount of glycoproteins (complement system activation), and the value we found 

is in agreement with the total amount accepted for a standard formulation. 

Once the anti-dengue IgG was characterized biophysically and biochemically, we 

quantified the ability of anti-dengue IgG in neutralizing different virus serotypes: DENV-1, 

DENV-2, and DENV-3. In Table II, we depict these data. We first validated the neutralizing 

test using a commercial IgG (prepared from American blood donations, brand Kiovig/ 

Baxter). In this case, only non-specific neutralization was observed to DENV-1 and DENV-2, 

while no neutralization was observed for serotype DENV-3. We tested samples containing 

entire plasma (same plasma used during the IgG production). On this time, we observed 

broadly neutralizing property over virus serotypes. This effect was similar to observed when 

we used the human dengue IgG. Neutralizing reaction towards DENV-2 seems more prone. 

This may be because the prevalence of this serotype in Northeast of Brazil. 
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TABLE II 

Dengue antibody titers on the specific immunoglobulin preparation by plaque reduction 

Sample* DENV-1 DENV-2 DENV-3 

plasma 1:160 1:640 1:40 

anti-dengue IgG 1:160 1:1280 1:160 

polyvalenty IgG 

(trademark, Kiovig) 

1:40 1:40 < 1:20 (negative) 

* Experiments were repeated at least three times in independent times. Data here are the mean of one 

single experiment.  

 

DISCUSSION 

 

Specific human IgG are useful for neutralizing virus infection. Hepatitis B and WNV 

are the cases where the therapeutic benefits of IVIG treatment are more understood. Although 

dengue is an important health problem in Brazil, we still do not know whether the treatment 

of dengue infection with specific IgG have benefits or not. The potential of treating dengue 

infection with specific IgG relies on the excellent clinical outcomes reported for WNV 

infection.  

In light of these finding, we described here a detailed protocol of plasma screening, 

purification and biophysical / biochemical validation of a human anti-dengue IVIG. This is 

the first time that a specific IgG purified from Brazilian plasma donations is performed. The 

functional activity of this IgG as specific human anti-dengue was confirmed using a simple 

and reliable virus neutralizing test (Plaque-Reduction Neutralization Test, PRNT), which is 

same used for serological determinations. As expected for an endemic area, this anti-dengue 

IgG showed broadly neutralizing property for the three tested virus serotypes. This material is 

important for investigate the effect of anti-dengue IVIG during infection. 
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5.0 ATIVIDADE BIOLÓGICA 

 

5.1 Metodologia  

  

Foi realizado um ensaio preliminar com o objetivo de observar o efeito da IGIV com 

altos títulos de anticorpos anti-dengue frente a infecção do vírus dengue, mais 

especificamente o DENV-3.  

 Os ensaios foram realizados através de colaboração com o laboratório de Interação 

Microrganismo/Hospedeiro do Departamento de Microbiologia da UFMG, que também é 

integrante do Instituto Nacional de Pesquisa em Dengue. 

Neste trabalho foi utilizado o sorotipo 3 do vírus dengue (DENV-3), gentilmente 

cedida pela professora Erna Geissen Kroon do Laboratório de Vírus do Departamento de 

Microbiologia da UFMG. O vírus foi adaptado ao hospedeiro murino pelo Dr. George 

Ignatyev, pesquisador colaborador do Vector Institute (Rússia).  

 

5.1.1 Adaptação da amostra clínica do DENV-3 humano ao hospedeiro murino 

 

            Para a adaptação do vírus e aumento da virulência do isolado no hospedeiro murino, o 

mesmo foi inicialmente injetado por via intracerebral (i.c) em camundongos neonatos (com no 

máximo 2 dias de vida - linhagem BALB/c). No quinto dia após a infecção, os cérebros destes 

animais foram retirados e um homogenato dos cérebros, realizado em uma solução de 10% 

p/v em PBS, centrifugado a 6.000 rpm, 4 ºC por 1 minuto. O sobrenadante coletado foi 

novamente injetada (i.c) em novos animais. Várias passagens (em média 8) foram realizadas 

como descrito anteriormente por Atrasheuskaya et al. (2003). 

Após a última passagem (i.c), animais com 2 semanas de vida foram infectados por via 

intraperitoneal (i.p). O aparecimento dos sinais clínicos da doença foi verificado (ex: redução 

da exploração do ambiente, arqueamento do dorso, paralisia dos membros posteriores). Ao 

aparecimento desses sinais, os animais moribundos foram sacrificados e os cérebros retirados 

para a realização de novo homogenato (a 10%) e este utilizado para nova passagem em novos 

animais. O mesmo procedimento foi realizado com animais de 3 e 4 semanas de vida para 

infecções intraperitonial com o DENV-3. A última passagem do DENV-3 obtida dos animais 

BALB/c com 4 semanas foi utilizada para novas 5 passagens sequenciais no cérebro de 
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animais neonatos e posteriormente coletadas para produção dos estoques. Esses estoques 

foram armazenados em freezer -70ºC. Para a confirmação da adaptação do vírus em 

camundongos, animais BALB/c machos com 4 semanas de idade  (n = 8 animais por grupo) 

foram infectados com diluições seriadas de suspensão do cérebro, provenientes do estoque 

viral por via i.p. e a taxa de letalidade dos animais avaliada.  Além disso, células LLC-MK2, 

da linhagem kidney, Rhesus monkey (Macaca mulatta) e células da linhagem C636 de 

mosquito Aedes albopictus, também foram infectadas e os efeitos citopáticos do vírus 

avaliados.  

 

5.1.2 Animais e protocolo experimental 

 

Para a avaliação do papel das IVIG humana no modelo experimental de infecção pelo 

DENV-3 foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6j.  

Os animais utilizados foram machos ou fêmeas com 8 semanas de idade (n= 5 animais 

por grupo), infectados com 100 PFU de vírus DENV-3 por via intraperitoneal (i.p) , adaptado 

ao hospedeiro murino. Estes animais foram mantidos em micro-isoladores com livre acesso à 

água e ração. Os animais tratados ou não com as IGIV foram monitorados em intervalos de 

tempo indicados para a obtenção das curvas de letalidade ou então, sacrificados no 7
º
 dia após 

a infecção para a análise dos parâmetros inflamatórios, histológicos e da carga viral. Um 

experimento piloto (Letalidade) foi realizado a fim de se determinar a melhor cinética (dias e 

freqüência de tratamento), utilizando IGIV/HEMOPE na dose de 10mg/Kg, por via 

intraperitonial (i.p.), segundo Bem-Nathan (2003), e posteriormente as doses de tratamento 

com um novo experimento. Os melhores achados foram utilizados posteriormente nos 

experimentos da resposta inflamatória e carga viral. 
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Legenda: 

  

WT: wild type; TTO: tratamento; IGIV: Imunoglobulina G intravenosa; MPO: mieloperoxidade; 

TGO: aminotransferase glutâmico-oxalacética; TGP: aminotransferase glutâmico-pirúvica. 

 

 
Experimento de letalidade/IGIV 

 30 animais (n=5 cada grupo). Total de 6 grupos: 

 Grupo A: WT (n=5); 

 Grupo B: IGIV TTO dia 0 (apenas 4hs antes da infecção) (n=5); 

 Grupo C: IGIV TTO dia 0 (4hs antes da infecção), dia 1 (24hs após a infecção) e dia 3 

(72hs após a infecção) (n=5); 

 Grupo D: IGIV TTO dia 1( 4 horas após a infecção) (n=5); 

 Grupo E: IGIV TTO dia 1 (24 horas após a infecção) (n=5); 

 Grupo F: IGIV TTO dia 1 (24 horas após a infecção), dia 2, dia 3, dia 4 e dia 5 após a 

infecção (n=5). 

Figura 5: Estratégia experimental 

Fonte: arquivo- ICB/UFMG. 

Dose: 10mg/Kg do animal. 
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5.1.3 Titulação do vírus dengue 

 

Células LLC-MK2 foram crescidas em meio DMEM com 5 a 6% de soro fetal bovino 

(SFB) na presença dos antibióticos: fungizona (2ug/mL), penicilina (100 U/mL) e 

gentamicina (50ug/mL). Em seguida foram tripsinizadas, homogeneizadas e incubadas em 

placa de seis poços a uma densidade de 1x10
6
 células/poço. As placas foram incubadas em 

uma estufa a 37 ºC por cerca de 24 horas, até a formação de uma monocamada de células com 

uma confluência de 70% a 80%. As amostras de fígado e baço foram pesadas, maceradas com 

“cadinho” e pistilo de porcelana estéreis e diluídas serialmente em meio DMEM com 

antibióticos na ausência de SFB. As amostras de sangue foram inicialmente  diluídas em PBS 

e posteriormente diluídas serialmente em DMEM. A cada poço de uma placa foi adicionado 

400 µL de cada uma das diluições (10
-2

 a 10
-7

) de uma dada amostra. O controle de células 

correspondeu a um poço não-inoculado, ao qual foi acrescentado apenas o meio DMEM com 

antibióticos na ausência de SFB. 

As placas foram incubadas por um período de uma hora e meia a 37ºC (período de 

adsorção), sendo gentilmente movimentadas de quinze em quinze minutos para garantir uma 

distribuição homogênea das partículas virais sobre a monocamada de células. Terminado o 

período de adsorção, o meio foi retirado dos poços e desprezado, e as células lavadas com 

uma solução tampão de fosfato (“phosphate-buffered saline – PBS”) (0.4 M NaCl e 10 mM 

de NaPO4). Em seguida, adicionou-se meio 199 contendo 1.5% de carboximetilcelulose, 

antibióticos e 3% de SFB. As placas foram incubadas a 37 ºC por 7 dias ou até que 

aparecessem os efeitos citopáticos observados ao microscópio invertido. As mesmas foram 

fixadas com formol tamponado a 10% por no mínimo 30 minutos e, posteriormente, coradas 

com solução 1% p/v de cristal violeta em PBS para a determinação do título das amostras, os 

quais sendo expressos em PFU/mL (unidades formadoras de placas por mililitro).  
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5.1.4 Quantificações dos níveis de plaquetas circulantes 

 

No momento do sacrifício, 10 μL do sangue de animais não infectados e infectados 

nos dias 3, 5 e 7 foi retirado pela veia cava inferior, coletado e colocado em tubos 

heparinizados. Diluiu-se este volume na proporção de 1:100 em solução de oxalato de amônio 

1%,sendo o volume incubado por 20 minutos à temperatura ambiente e posteriormente 10 μL 

colocados na câmara de Neubauer Bright-Line. Após nova incubação de 15 minutos, o 

número de plaquetas foi quantificado no microscópio óptico invertido utilizando a objetiva de 

40X.  

 

5.1.5 Análises do índice de hematócrito 

 

Uma pequena amostra de sangue de cada animal foi coletada por meio de um tubo 

capilar de vidro heparinizado, para determinação de micro-hematócrito, e centrifugado em 

centrífuga de micro-hematócrito por 10 minutos. Em seguida, foi realizada uma proporção 

entre o comprimento das porções vermelha (concentração de elementos do sangue) e branca 

(concentração de plasma), através de uma regra de três simples:  

 

 

 

 

 

           

        Estes resultados foram expressos em percentagem e quanto maior o valor obtido, maior a 

concentração de hemácias no sangue, indicativo de aumento do extravasamento plasmático. 

 

5.1.6 Análise Histopatológica 

 

Em dias pré-determinados após a infecção, os animais foram sacrificados e os órgãos 

(fígado e pulmões) coletados. Estes foram imersos em formol tamponado a 10% em PBS por 

18 horas e em seguida, colocados em solução de álcool 70% até o processamento das 

amostras. Para o processamento, submeteu-se os tecidos a subseqüentes passagens em etanol 

Branco + Vermelho 100% 

Vermelho X 
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em diferentes concentrações (80%, 90%, absoluto 1 e 2 – 30 minutos cada), xilol (1 e 2 – 20 

minutos cada) e em parafina líquida. 

Esses tecidos foram incluídos em blocos de parafina tendo os cortes de 5 micrômetros 

(µm) de espessura dispostos em lâminas de microscopia. Após essa fase, foram 

desparafinizados (xilol 20 minutos; álcool absoluto, 90%, 80% e 70% - 5 imersões; água). As 

lâminas foram coradas segundo a técnica de coloração de Hematoxilina de Harris (20 

segundos) e Eosina (8 segundos) (HE). Em seguida, desidratadas (álcool 70, 80, 90% e 

absoluto 1 e 2 – 5imersões; xilol 1 e 2 – 5 imersões) e montadas com Bálsamo do Canadá 

sintético. 

 

6.0 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

            O primeiro experimento teve por objetivo determinar o melhor esquema de tratamento 

através da realização de transferência passiva de imunoglobulina na dose de 10 mg/Kg. Os 

resultados estão dispostos na figura 6. 

        Os resultados demonstram o aumento da letalidade dos animais infectados pelo DENV-

3, após a transferência passiva de imunoglobulina. 

 

       Figura 6. Taxa de letalidade induzida pela infecção com DENV-3 adaptado ao hospedeiro murino, após 

transferência passiva de IGIV com altos títulos de anticorpos anti-dengue. 

 

 

 

 

 

 

 

 

               

 

              Fonte: arquivo ICB/UFMG. 
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           O passo seguinte consistiu na avaliação do efeito da administração passiva de 

imunoglobulina, na resposta inflamatória e na carga viral dos animais infectados com DENV-

3, no sétimo dia após a infecção (pico da doença). Além da IGIV produzida no HEMOPE (a 

partir do plasma de pacientes proveniente de área endêmica para Dengue), também utilizamos 

uma preparação comercial de imunoglobulina (Kiovig/ Baxter International Inc, Deerfield, IL, 

USA). Os dados preliminares abaixo demonstram que ambos os tratamentos (IGIV/HEMOPE 

e IGIV/USA) foram capazes de gerar uma doença mais grave nos animais infectados pelo 

DENV-3, demonstrado pela ocorrência de maior hemoconcentração e trombocitopenia (figura 

7). 

Figura 7. Alterações hematológicas e hepáticas após a infecção com o DENV-3 e tratamento com 

IGIV/HEMOPE e IGIV/USA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Legenda: 1 = Não Infectado, 2 = Veículo, 3 = IGIV/HEMOPE, 4 = Kiovig. 

 
Fonte: arquivo ICB/UFMG. 
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Esses achados sugerem que o tratamento com as IGIVs em baixa terapia (dose de 

10mg/kg) resultou em agravamento da doença. A administração de imunoglobulinas induziu a 

exacerbação da resposta à infecção, aumento da letalidade e aumento da carga viral.  

Por um lado, a dose de IGIV pode não ter sido eficaz para a neutralização do vírus. Por 

outro lado, é bem descrito que sorotipos do vírus dengue 1-4 (DENV 1, 2, 3, 4) estão 

intimamente relacionados, mas não antigenicamente, sendo assim, o Fenômeno de 

imunoamplificação da infecção dependente de anticorpos pré-existentes (ADE) pode ter 

ocorrido, resultando na morte dos animais infectados, após o tratamento com imunoglobulinas 

específicas.  

Apesar destes resultdos demonstrarem aumento da letalidade e agravamento da doença 

nos animais infectados, este experimento está na fase inicial de testes. A partir de estudos 

posteriores, novos esquemas terapêuticos poderão ser testados, assim como diferentes doses e 

vias de administração da IGIV.  
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7.0 PERSPECTIVAS 

 

 Avaliar a eficácia pré-clínica do uso de IGIV específica, em doses mais elevadas, a fim de 

obter neutralização do vírus da dengue;  

 Produção de IGIV ausente de anticorpos anti-dengue, a partir da triagem e seleção de plasmas 

negativos para estes anticorpos; 

 Preparação de um concentrado de imunoglobulina anti-dengue fragmentada da porção Fc, 

visando eliminar a possibilidade de ocorrência do fenômeno ADE. 
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