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RESUMO

Imunoglobulinas intravenosas (IGIVs) tém um grande nimero de aplica¢cdes clinicas. O
uso de imunoglobulinas € util em reduzir infec¢des por alguns Flavivirus e aparece como
um tratamento atualmente disponivel para infeccdo viral, capaz de proporcionar um
estado de imunidade passiva. A dengue representa um importante problema de saude
no Brasil, pois atualmente ndo h& vacina ou tratamento eficaz disponivel
comercialmente para combater a infeccdo. Sendo assim, podemos supor que a terapia
com IGIV especifica desponta como uma estratégia promissora. Porém, apesar de
atraente, a seguranca desta estratégia, deve ser considerada, devido a possibilidade de
ocorréncia do fendbmeno de facilitacdo por anticorpos da penetracdo viral em
macréfagos (antibody dependent enhancement - ADE). Mediante o objetivo de realizar
estudos referentes as novas aplicagdes das IGIVs, no presente trabalho descrevemos a
preparacao de IGIV polivalente e pela primeira vez, a preparacdo de imunoglobulina
especifica para o virus dengue, além da producdo dos seus fragmentos F(ab’);
especificos. A producao foi realizada utilizando o método classico de Cohn-Oncley. As
IGIVs foram bioquimicamente e biofisicamente caracterizadas e os resultados foram
condizentes com os protocolos definidos pela Farmacopeia Europeia e pela Agéncia
Regulatéria Nacional. Ap6s o tratamento com IGIV anti-dengue (Dose de 10 mg/Kg
administrada 4 horas antes, 24 e 72 horas ap0s a infeccdo pelo DENV-3) os
camundongos infectados apresentaram exacerbac¢do de todos os paramentros clinicos,
bioquimicos e virolégicos investigados. Esses resultados sugerem, portanto, que a
penetracdo viral em macrofagos foi facilitada pelo tratamento com IVIG especifica.
Imunoglobulinas intravenosas também sao utilizadas na insuficiéncia cardiaca cronica. A
doenca de Chagas afeta cerca de 16 a 18 milhGes de pessoas, nos quais cerca de 30%
dos pacientes evoluem para uma cardiomiopatia chagasica. Considerando que a
cardiomiopatia chagéasica é do tipo dilatada, a hipotese de que a terapia com IGIV
poderia diminuir a cardiomiopatia chagasica também foi estudada. O tratamento com
IGIV polivalente (Dose de 1mg/Kg/dia durante 5 dias) em camundongos com
cardiomiopatia chagasica nao demonstrou melhora da funcdo cardiovascular. Deste
modo, concluimos que, nas condi¢des utilizadas, a terapia com imunoglobulina humana

nao possui eficacia na cardiomiopatia chagasica em camundongos.

Palavras-chave: Hemoderivados. Imunoglobulinas. Dengue. Doenca de Chagas.



ABSTRACT

Intravenous immunoglobulins (IVIG) have a large number of clinical applications.
Immunoglobulin-based treatment is the only useful way for inhibiting some Flavivirus
infections capable of providing a state of passive immunity. Dengue represents an
important health problem in Brazil, because of there is no either vaccines or treatments
to control this infection. Thus, we can assume that the specific IVIG therapy has
emerged as a promising strategy. Although attractive, the safety of this strategy should
be considered because the possibility of occurrence of the phenomenon of facilitating by
antibodies of viral penetration into macrophages (antibody dependent enhancement -
ADE). The present work describes the preparation of IVIG polyvalent from plasma of
volunteer donors and, for the first time, the preparation of immunoglobulins specific for
dengue virus, besides of the production of its specific fragments F(ab’),. The production
was performed by using the classical Cohn-Oncley method. The preparations were
biochemically and biophysically characterized and the results were consistent with the
protocols defined by the European Pharmacopoeia and described by the National
Regulatory Agency. Treatment with intact anti-Dengue immunoglobulins in DEN-3
infected mice led to increase of virus titer load and enhancement of symptoms, therefore
suggesting that enhancement of virus infection was mediated by immunoglobulin-based
treatment. The effects of an immunoglobulin only containing the F(ab’), in DEN-3 infected
mice is under experimental investigation. Intravenous immunoglobulins are useful
therapy for chronic heart failure. Chagas disease affects 16 to 18 million people, to which
30% of patients advance to a chronic stage characterized by dilated cardiomyopathy.
Since Chagasic cardiomyopathy has heart dilatation, we sought to evaluate whether
immunoglobulin-based treatment restores heart function in infected mice exhibiting
hallmarks of dilated cardiomyopathy. However, treatment with immunoglobulins did not
lead to improvement of heart function in chronically infected mice. Thereby, we
concluded that a therapy based on human immunoglobulins does not ameliorate

cardiomyopathy in this experimental model of Chagas disease.

Keywords: Blood derivatives. Intravenous immunoglobulins. Dengue virus. Chagas

disease.
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1. INTRODUCAO

Hemoderivados sdo medicamentos bioldégicos obtidos a partir do
fracionamento industrial do plasma humano, submetidos aos processos de
industrializacdo e normatizacédo que lhe conferem qualidade, estabilidade, atividade
e especificidade (ANVISA, 2003). Dentre esses produtos se destacam as
Imunoglobulinas (lg), que atualmente representam a principal fracdo protéica por
trds da necessidade de fracionamento de plasma (BURNOUF, 2007).

O fracionamento é definido como a separacdo das diferentes proteinas do
plasma, através de condicdes fisico-quimicas adequadas, e teve origem na segunda
guerra mundial, quando Cohn e colaboradores (1946) desenvolveram uma técnica
de precipitacdo com etanol a frio. Esta técnica ainda € a mais amplamente utilizada
para producéo de Ig humana.

O uso de imunoglobulinas tem se mostrado util em abortar ou modificar certo
numero de infeccbes por Flavivirus, incluindo infeccdes com os virus da encefalite
japonesa (KURODA, YASUI, 1988; ROEHRIG, et al., 2001), encefalite transmitida
por carrapato (PHILLOTTS, STEPHENSON, PORTERFIELD, 1984), dentre outras.
A0 que parece, por conseguinte, o Unico tratamento atualmente disponivel para
infeccdo viral, que poderia proporcionar um estado de imunidade imediata, ¢ a
transferéncia passiva de anticorpos especificos (CASADEVALL, 2002;
CASADEVALL, SCHARFF, 1994). Neste sentido, imunoglobulina tem sido
amplamente utilizada para o tratamento de uma arbovirose causada pelo Virus do
Oeste do Nilo (West Nile Virus - WNV) (WADEI, et al., 2004; KUMAR, 2004).

Os resultados da literatura (BEN-NATHAN et al., 2003) apoiam o uso de
Imunoglobulina G intravenosa (IGIV) como tratamento de doencas infecciosas
(KRAUSEL et al., 2002, HEMMING, 2001; NOUR et al., 1993), no entanto, quando
se considera os efeitos benéficos de IGIV em pacientes com infeccdes virais, a fonte
de plasma deve ser considerada, pois certas doencas sao endémicas para regides
especificas do mundo. Os resultados de Ben-Nathan e colaboradores (2003)
indicam que na IGIV de Israel, os doadores de sangue conferiam protecao contra a

infeccéo pelo WNV, o que néo foi observado em uma preparacéo de IGIV dos EUA.
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Dengue, outro Flavivirus, também representa um grave problema de saude
publica. Esta infeccdo viral sistémica € transmitida entre humanos, geralmente pelo
mosquito Aedes aegypti. Cada um dos quatro sorotipos do virus dengue (DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4) é capaz de causar um amplo espectro de
manifestacbes clinicas. A maioria dos casos sdo assintomaticos (53-87%),
entretanto os sintomas podem variar de uma debilitante, mas autolimitada, febre da
dengue, até infec¢cdes mais graves, chamada de febre hemorragica da dengue
(FHD), com sangramento, choque e outras potenciais complicacbes letais
(DEROUICH, BOUTAYEB, TWIZELL, 2003).

O DENV acomete significativamente mais pessoas, que qualquer outro
arbovirus. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que ocorram anualmente
cerca de 50 a 100 milhdes de casos de dengue em todo o mundo. Esta estimativa
inclui quinhentos mil casos de FHD e pelo menos 22 mil mortes, além de gastos
anuais de milhdes de dolares (WHO, 2010).

Atualmente, ndo ha agentes antivirais eficazes para tratar a infeccdo da
dengue, portanto uma terapia efetiva pra combater a infeccdo € uma necessidade
urgente. O virus dengue pertence a familia Flaviviridae, ao qual pertencem os virus
ja citados, que constituem uma ameaca para a saude publica, incluindo o virus da
febre amarela, WNV, o virus da encefalite japonesa e o virus da encefalite
transmitida por carrapato. Se compararmos Dengue e WNV, ambas as infecces sédo
imunologicamente e patogenicamente similares, além disso, tém um curso de
infeccdo semelhante. O Brasil, por se tratar de uma regido endémica, uma
preparacao de imunoglobulina produzida a partir do plasma de doadores brasileiros,
apresenta titulos elevados de anticorpos especificos anti-dengue, pois muitos destes
doadores ja foram expostos ao virus. Neste sentido, a utilizacdo de IGIV brasileira,
poderia reduzir as complicacdes associadas a infec¢cdo do virus, assim como seu
grau de mortalidade.

Este trabalho sugere ainda outra potencial aplicagdo de concentrados de
imunoglobulina G humana, especificamente na terapia da cardiomiopatia chagasica.

Tripanossomiase americana (doenca de Chagas) é uma infeccdo parasitaria
causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi. Existe a fase aguda (frequentemente
assintomética) e cronica da doenca. No caso de doenca aguda nao tratada, a
infeccdo pode persistir por muitos anos e até mesmo décadas (PUNUKOLLU et. al.,
2007).
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Ha de fato, relatos de tratamentos bem sucedidos ap6s o uso de altas doses
de IGIV, em pacientes com miocardite aguda e cardiomiopatia dilatada crbnica
(MCNAMARA et al., 2001; GULLESTAD et al., 2001; TEDESCHI et al., 2002), nos
quais o tratamento convencional falhou. IGIV também pode ser benéfica para a
miocardite associada a doengas autoimunes, como a doenca de Kawasaki (LEUNG,
1993). Varios mecanismos de acao podem ser importantes para os efeitos clinicos
da IGIV em doencas inflamatorias como, por exemplo, neutralizacdo de antigenos
microbianos e autoanticorpos, blogueio de receptores Fc e de inativacdo do
complemento (DWYER, 1992; WOLF, EIBL, 1996; BALOW, 1997). Além disso,
alguns pesquisadores tém demonstrado que a IGIV também pode influenciar o nivel
de varias citocinas e moduladores de citocinas, resultando na regulacdo negativa de
respostas inflamatorias (ANDERSON, BJORK, 1994; AUKRUST et al., 1994).

No Brasil, a doenca de Chagas €, depois da cardiomiopatia dilatada idiopatica
e da cardiomiopatia isquémica, a terceira mais frequente indicacdo para o
transplante cardiaco (BOCCI, FIORELLI, 2001; PARRA et al., 2008). Portanto, o
desenvolvimento de uma terapia que leve a diminuicdo das lesfes cardiacas e ao
bloqueio da evolucdo da cardiopatia € de grande interesse. Desde que a
cardiomiopatia chagasica também é do tipo dilatada, a hipotese de testar a terapia
com IGIV desponta como uma estratégia promissora para o0 tratamento da
enfermidade.

No capitulo 1 deste trabalho, demonstrou-se a producéo e caracterizacao de
solugdes de imunoglobulina humana. No capitulo 2 foi avaliada a eficacia e
seguranca do uso de preparacdes especificas de imunoglobulina para o tratamento
da infeccdo por dengue. Ja no capitulo 3, foi explorada a eficacia terapéutica do uso
de imunoglobulina polivalente, para o tratamento de animais infectados

cronicamente pelo Trypanosoma cruzi.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Anticorpos

Os anticorpos, também chamados de imunoglobulinas constituem uma
grande familia de glicoproteinas que apresentam em comum, caracteristicas
estruturais e propriedades funcionais. Do ponto de vista funcional, eles podem ser
caracterizados por sua capacidade de se ligar as células ou as proteinas
especializadas do sistema imunologico. A unidade funcional do anticorpo,
corresponde a estrutura da imunoglobulina G (IgG), formada por duas cadeias
pesadas idénticas e duas cadeias leves também idénticas, ligadas por pontes
dissulfeto, intra e inter cadeias, e por interagcdes nao covalentes. Tanto as cadeias
leves como as pesadas possuem regides, sao elas V| e C. (cadeias leves) e Vy e Cy
(cadeias pesadas) (ABBAS et al., 2010). As regides variaveis amino-terminais Vy e
V| sdo responsaveis pela ligacao do anticorpo ao antigeno, formando o dominio Fab,
em contraste com as regides constantes, C. e Cy, que formam a porcdo Fc da
molécula responsavel pela ativagdo do complemento e interagdo com o receptor Fcy
em macréfagos e neutréfilos. Outro constituinte da molécula de 1gG € a regido da
dobradica, responsavel pela forma em “Y” do anticorpo, como mostra a figura 1
(PUMPHREY, 1986; BURNOUF, 2009) .

Figura 1. Estrutura basica da molécula de anticorpo
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Fonte: Adaptado de (http://www.bioatla.com/antibody-structure)
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2.2. Hemoderivados

Hemoderivados sdo medicamentos bioldégicos obtidos a partir do
fracionamento industrial do plasma humano, submetidos aos processos de
industrializacdo e normatizacédo que lhe conferem qualidade, estabilidade, atividade
e especificidade (ANVISA, 2003). OS quatro hemoderivados de base, que fazem
parte da lista de medicamentos essenciais da OMS sao a albumina, as
imunoglobulinas poli-especificas, também chamadas de imunoglobulinas normais, e
os concentrados de Fator VIII e de Fator IX da coagulacdo. Estes dois ultimos
produtos sdo utilizados no tratamento das pessoas portadoras de hemofilia A e B,

respectivamente, ja a albumina é utilizada no tratamento de grandes queimados,

pessoas com cirrose, pacientes de terapia intensiva, entre outros.

2.3. Imunoglobulina G

As imunoglobulinas superaram os fatores da coagulacéo e a albumina como o
principal produto da industria de fracionamento de plasma (BURNOUF, 2007).
Existem dois tipos de imunoglobulinas para uso clinico: as imunoglobulinas poli-
especificas (polivalentes ou normais) e as imunoglobulinas especificas. As
imunoglobulinas poli-especificas sdo produzidas a partir do pool de plasma de
multiplos doadores (1.000 a 40.000) e contém milhdes de diferentes moléculas de
imunoglobulina G, refletindo a exposicdo cumulativa da populacdo doadora ao
ambiente. Sao referidas como polivalentes (WHO, 2005) para indicar que o plasma
usado para esta preparacdo € obtido de doadores nédo triados para alguma IgG
especifica. Geralmente sdo utilizadas por via intravenosa, embora haja relatos de
utilizacdo por via subcutanea, intratecal, oral e até intra-auricular. Estdo disponiveis
para uso em apresentacdes de 500 mg, 1g, 2,59, 59, 6g e 10g, e tém como
componente principal a IgG, apesar de também possuirem IgM e IgA, em
guantidades que variam de acordo com o fabricante (BRASIL, 2004).

As imunoglobulinas especificas sdo aquelas que possuem altos titulos de
anticorpos especificos — por exemplo, anti-hepatite B, anti-citomegalovirus, anti-raiva
e antitétano. Sao produzidas a partir de plasma humano hiperimune, ou seja, com
altos titulos de anticorpos clinicamente importantes. Podem ser usadas por via
intravenosa ou intramuscular, dependendo do tipo de produto e do fabricante
(BRASIL, 2004).
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As imunoglobulinas tém sido usadas em uma imensa variedade de doencas,
sendo hoje o produto que direciona a industria de hemoderivados. Estdo entre os
produtos do plasma mais complexos em seus mecanismos de agdo. Seu uso clinico
engloba terapia de reposicdo de deficiéncias imunologicas primarias ou genéticas,
por exemplo, agamaglobulinemia ligada ao cromossomo X, hipogamaglobulinemia e
em imunodeficiéncias secundarias ou adquiridas, como por exemplo, AIDS
pediatrica, Leucemia Linféide Crénica (LLC), Purpura Trombocitopénica ldiopatica
(PTI) (LEMIEUX et al., 2005). H& relatos de utilizagdo das imunoglobulinas poli-
especificas em mais de 90 diferentes situagées médicas (BRASIL, 2004).

A grande variedade de utilizagées, combinada com a necessidade de uma
administracao por maiores intervalos de tempo (3-4 semanas), em alguns pacientes,
tem levado a um aumento significativo no consumo mundial de IGIV (STIEHM,
KELLER, VYAS, 2008). Seu consumo em paises da América do Norte e da Europa
Ocidental tem apresentado um crescimento exponencial nos ultimos anos. Nos
Estados Unidos, de 1999 a 2009, o uso de IGIV cresceu a uma média de 9% ao ano,
aumentando de 16.7 para 39.3 toneladas anualmente (SIBER, 1993). Na Austrélia,
no Canada e na Alemanha, em 1996, este consumo era de 3,4 Kg/100.000
habitantes por ano — e desde entdo, vem aumentando cerca de 15% ao ano
(HANNA et al., 2003). No Brasil, estima-se que o consumo anual de imunoglobulinas
se situe em torno de 500 Kg a 1 tonelada, o que equivale a 0,3 a 0,6 Kg/100.000
habitantes por ano, sendo utilizada principalmente para terapia de reposi¢ao, doenca
de Kawasaki, purpura trombocitopénica idiopatica, infeccbes recorrentes em
criancas com AIDS, dentre outras (BRASIL, 2004).

2.4. Fracionamento do Plasma

Na primeira metade do século passado, Cohn estabeleceu o fracionamento
por etanol a frio como um método eficaz para isolar IgG em escala industrial (COHN
et al., 1946). O trabalho de Cohn teve o objetivo de atender a uma demanda do
exército americano que se preparava para entrar na segunda guerra mundial e
buscava uma alternativa ao plasma humano. O plasma era a terapéutica de escolha
para tratar o choque hipovolémico, entretanto requeria uma logistica muito grande
para producao, estocagem e distribuicao (DeGOWIN, HARDIN, 1941) (Figuras 2, 3
e4).
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Figura 2. Cartaz oficial do programa de Figura 3. Transporte maritimo
doacdo de sangue das forcas armadas do plasma.
americanas, 1951.

Figura 4. Carregamento de
caminhdo com plasma liquido
da marinha americana.

Fonte: (http://history.amedd.army.mil/booksdocs/wwii/blood/default.htm)

A metodologia desenvolvida por Cohn (Figura 5) baseia-se na mudanca de
solubilidade das fracBes proteicas (precipitacdo de proteinas), por meio de ajuste do pH,
temperatura, forca idnica e concentracdo de alcool. O processo € realizado em baixas
temperaturas, o que reduz o risco de contaminacao bacteriana e evita a desnaturagao
das proteinas. O plasma congelado € agitado a temperatura na qual algumas proteinas
(fibrinogénio, fator VIII) sdo insollveis. Este material (crioprecipitado) € um intermediario
na producéo do fator VIII da coagulacdo. ApGs a remocao do crioprecipitado, o plasma é
fracionado por sucessivas precipitagbes com etanol e etapas de remocdo dos
precipitados formados. O processo resulta em um concentrado de IgG conhecido como
fator Il ou fator Il + Ill. A albumina (fator V) € produzida a partir de um intermediério,
conhecido como sobrenadante da fracao Il + lll. Este método, posteriormente refinado
por Oncley (1949), ainda é utilizado, com poucas modifica¢cdes, pela maioria dos

fabricantes.
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Figura 5. Esquema de fracionamento de plasma através do método de Cohn.

PLASMA

v

Etanol 3% Temperatura-3"C Proteina 5.1% pH 7.2 Forcaidnica 0.14

v
v v

Sobrenadante I Precipitado T
Fibrinogénio
Etanol 25% Fator VIII
Temperatura - 3°C Proteinas do
Proteina 3.0% complemento
pH 6.9
Forga ionica 0.09
L 3 ¢
Sobrenadante IT + TIT Precipitado IT + IIT
Etanol 18% 1gG, I, IeM
Temperatura -3°C Fatores ga
Proteina 1.6% coagulagéo
pH 53 Globulinas
Forga ionica 0.09
v )
Sobrenadante TV 1 Precipitado IV 1
Ftanol 40% Antitripsina 1
Antitromhbina ITT
Temperatura -5%°C Globulinas
Proteina 1.0%
pH 5.8
Forga idnica 0.09
L 4 ¢
Sobrenadante IV 4 Precipitado IV 4
Etanol 40% Cerulnplasr.n.ina
Temperatura - 5°C Transferrina
Proteina 0.8% Haptoglobulina
pH 48 Glohulinas
Forga ionica 0.11
3 Precipitado ¥V
v Albumina
Sobrenadante ¥ Globulinas

Fonte: (http://www.genengnews.com/gen-articles/in-line-process-analytics-for-
fractionation/3181/)
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2.5. Imunoglobulina Intramuscular

O método de Cohn-Oncley néo inclui etapas de purificacdo adicionais,
resultando no isolamento de uma fracdo de IgG para aplicacdo intramuscular ou
subcutéanea, composta de 70-80% de mondmeros e quantidades substanciais de
IgA e IgM. Quando infundida por via intramuscular, e produzidas a partir do plasma
de pessoas sensibilizadas, a preparacdo revelava-se Util para prevencdo e
tratamento de poliomielites, sarampo, coqueluche e hepatite A. Esses produtos logo
deixaram o mercado devido ao desenvolvimento de vacinas eficazes (STIEHM,
1988). Outros concentrados de imunoglobulinas hiperimunes tais como: anti-tétano,
anti-D, anti-rabica, anti-hepatite B e anti-varicella zoster sdo comercializados até
hoje. Somente quando Burton, (1952) publicou seu classico artigo sobre a
agamaglobulinemia, as industrias passaram a oferecer IGIM poliespecifica. Essa
terapia estava fundamentada na reposicdo de anticorpos aos portadores dessa
doenca de origem congénita.

Os concentrados de IgG poliespecificas se mostraram eficazes tanto para o
tratamento da agamaglobulinemia como para hipogamaglobulinemia (GITLIN,
JANEWAY, 1956). Kim (1986) descreveu que a prevencéao de infec¢des bacterianas
em portadores de hipogamaglobulinemia ou agamaglobulinemia até os anos
sessenta, era realizada através da injecdo de repetidas doses de IGIM, diversas
vezes por semana. Apesar de eficaz, o tratamento era excessivamente doloroso
para ser continuo. Smith (1972) demonstrou que a aplicacdo IGIM causava
protedlise local, apresentava baixa absorcdo e consequentemente baixa

biodisponibilidade.

2.6. Imunoglobulina G Endovenosa

Diversas doencas, tal como a sindrome de Kawasaki, purpura
trombocitopénica idiopatica e imunodeficiéncias primarias, requeriam elevadas
doses de imunoglobulinas, possivel apenas por via intravenosa. Knezevic-Maramica
(2003) descreveu as tentativas realizadas para administracdo de solucdo de IGIM
por via endovenosa, resultando em uma alta incidéncia de reacdes anafilaticas.
Estes efeitos colaterais foram atribuidos a espontanea ativacdo, ndo especifica, do
sistema complemento, resultado da presenca de agregados de imunoglobulina

(BARANDUN, 1962). Agregados de IgG mimetizam o efeito estérico de complexos
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antigeno-anticorpo, induzindo assim a ativacdo do complemento, na auséncia de
antigenos, quando entram na circulagdo sanguinea por via intravenosa.

O desejo de eliminar a atividade anticomplementar teve um significante
impacto no desenvolvimento de imunoglobulinas intravenosas (ARONSON,
FINLAYSON, 1980; HOOPER, ALPERN, MANKARIOUS, 1988). Como fruto do
trabalho de um grupo suico, em 1984 a Cruz Vermelha Suica obteve da U.S. Food
and Drug Administration (FDA) o registro do primeiro concentrado de
imunoglobulina, indicado para administracdo endovenosa nos Estados Unidos. O
produto ficou conhecido como IGIV. O novo hemoderivado revolucionou a utilizagéo
dos concentrados de imunoglobulinas, que tiveram suas indicagfes terapéuticas
ampliadas devido a inexisténcia de fatores limitantes, como a dose. Uma vantagem
adicional se obtéem pelo imediatismo da resposta ap0s a infusdo, especialmente
guando se busca a neutralizacdo da bacteremia.

Segundo Teschner (2007), a primeira geracdo de IGIV foi elaborada
utilizando-se a pepsina para clivar enzimaticamente, os agregados que se formavam
em uma solucdo obtida a partir da fracao Il de Cohn. O tratamento enzimatico, para
eliminacdo dos agregados foi embasado em experiéncias anteriores, quando se
tratava o soro terapéutico com a pepsina com o objetivo de diminuir as reacdes pos-
transfusionais daquele produto (EIBL, 2008).

Entretanto, submeter imunoglobulinas a modificacbes enzimaticas ou
guimicas, para suprimir a ativacdo espontanea do complemento, altera funcdes
essenciais dos anticorpos. Como exemplo podemos citar a ativacdo do
complemento por complexos antigeno-anticorpo, uma reacao fisiolégica importante
para a destruicdo de bactérias por leucécitos (POLLACK, 1983). Além disso,
anticorpos modificados eram rapidamente removidos da circulagdo pelo sistema
reticulo endotelial e tinham reduzida atividade de opsonizacdo das bactérias
(JANEWAY, et al., 1968).

A segunda geracao de IGIV foi caracterizada por uma estrutura molecular nédo
clivada, com baixa possibilidade de ativar o sistema anticomplementar sem a
presenca de antigeno (TESCHNER et al., 2007). Embora tivessem uma estabilidade
maior em relacdo aos concentrados tratados enzimaticamente, a forma farmacéutica
ainda era um liofilo. Esse tipo de produto era submetido a uma ou mais etapas de
cromatografia. As atividades biolégicas dos anticorpos, tais como opsonizagao

bacteriana e neutralizagao viral, s&o melhores que em produtos enzimaticamente e
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guimicamente tratados. Hoppe e colaboradores (1967) foram os primeiros a publicar
0 uso da cromatografia para purificar imunoglobulina em escala industrial.
Falksveden usou cromatografia de troca ibnica com o0 mesmo objetivo
(FALKSVEDEN, 1970; FALKSVEDEN, LUNDBLAD, 1980). Tanaka (2000) usou as
fracbes | + Il + Ill de Cohn como material de partida e purificou a IgG utilizando Q-
Sepharose e CM Sepharose (GE Healthcare, Usala Sweden), como trocador de
ions, para produzir um concentrado altamente purificado. Como resultado, diversas
preparacdes de IGIV fabricadas com etapas de cromatografias catidbnica e/ou
anionica, precedidas por processos de precipitacdo e filtracdo, atualmente estéao
disponiveis no mercado.

Historicamente, IGIVs eram liofilizadas a fim de obter uma preparacao estavel
por 2 a 3 anos. Em 1986, McCue e colaboradores relataram que o ajuste do pH para
4.25, produzia uma solucdo de IgG limpida e estavel. Estudos clinicos
demonstraram que pacientes toleravam solugbes de IgG formuladas em um pH
significativamente menor que a faixa habitual de 6.4 a 7.2 (SCHIFF, 1994). Este
produto representou um importante avanco na formulacdo de IGIV. A vantagem de
uma formulacéo liquida é a conveniéncia, uma vez que nao necessita ser dissolvida

antes da administracao.

2.7. Seguranca viral das preparacdes de Imunoglobulinas

Levando em consideracdo que milhares de doadores sdo necessarios para a
producdo de um unico lote de IGIV, a prevencdo da transmissao viral por
hemoderivados € um aspecto fundamental no desenvolvimento destes produtos.
Entretanto, na producdo dos primeiros concentrados de IGIV ndo houve grande
preocupacao com o risco de transmissdo de agentes infecciosos, tais como 0s virus
da AIDS, da hepatite B (HBV) e da hepatite C (HCV), associados com graves
consequéncias. O fracionamento de Cohn é associado com a remocao significativa
destes agentes e pode ser especialmente eficaz na presenca de anticorpos, capazes
de formar complexos com o0 virus e aumentar a sua remocdo. Estudos revelaram
gue virus envelopados, tais como HIV e o HBV, sao inativados pelo etanol a frio, sob
condi¢bes usadas na producao de IGIV (PISZKIEWICZ et al., 1985; WELLS et al.,
1986; MITRA et al., 1986; HENIN et al., 1988; HAMAMOTO et al., 1987).
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A percepcao de que imunoglobulinas produzidas por etanol a frio ndo possuia
risco de transmissao de infecc¢des virais mudou em 1983 quando Lane relatou que
uma IGIV, produzida por etanol a frio, transmitiu hepatite ndo-A, ndo-B (LANE,
1983). Durante este mesmo periodo, o HIV foi isolado e se mostrou transmissivel por
sangue e derivados (BARRE-SINOUSSI et al., 1983; CDC, 1985). O surgimento do
HIV e relatos de hepatite ndo-A, ndo-B e hepatite C, transmitida por algumas
preparacdes de IGIV (OCHS et al, 1985; BJORKANDER et al.,, 1988) levou
fabricantes e agéncias reguladoras a examinar 0s atuais procedimentos de
fabricacdo da IGIV, em relacdo a sua capacidade de eliminar virus (PRINCE et al.,
1985; WELLS et al.,, 1986; MITRA et al., 1986; YEI, YU, TANKERSLEY, 1992;
KEMPF et al., 1991, HAMAMOTO et al., 1987). O desenvolvimento de
procedimentos de inativacéo de virus durante a producéo de IGIV foi entdo iniciado.
Além disso, a descoberta de novos virus, como o da sindrome respiratéria aguda
severa (Severe Acute Respiratory Syndrome — SARS) (REILLEY et al., 2003) e o
aumento nos padrdes de qualidade para hemoderivados, levou ao desenvolvimento
de processos de producédo com diversas etapas de inativacao viral.

Apesar da triagem prévia dos doadores, com métodos de deteccao viral,
diversos métodos de reducdo de virus foram desenvolvidos para melhorar a
seguranca dos hemoderivados. A etapa de inativacdo ou reducdo viral é,
geralmente, integrada ao processo de producdo e compreende o uso de agentes
guimicos, como solvente/detergente (S/D) (HOROWITZ et al., 1985; EDWARDS et
al., 1987; HOROWITZ et al., 1998), condic¢des fisicas extremas, como incubacédo em
pH baixo (KIM et al., 2001) ou alta temperatura (UEMURA et al., 1989), radiacdo
ultravioleta (CAILLET-FAUQUET et al., 2004) e nanofiltracdo ( BURNOUF et al.,
1994; YOKOYAMA et al., 2004; BURNOUF, RADOSEVICH, 2003).

Em 1988, Horowitz reportou que um tratamento com solvente/detergente,
originalmente desenvolvido para inativar virus em concentrados de Fator VIII, era
efetivo na inativacéo viral de solucbes de IGIV. Atualmente o tratamento com S/D é
adotado por diversos fabricantes de imunoglobulinas. Outra forma efetiva de inativar
virus envelopados é o tratamento em condicfes fisicas mais extremas. Inicialmente
introduzido para reduzir a atividade anticomplementar, o tratamento com baixo pH, a
37° C por 20 horas ou mais, foi identificado como uma forma efetiva de inativagao
viral, incluindo o HIV (OMAR et al., 1996; BIESERT, 1996; REID et al., 1988). A

eficacia virucida do tratamento com baixo pH, promoveu o desenvolvimento de
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vérias versdes do processo para uso na formulagédo do produto final. A incubacéo de
IGIV em pH 4.25 por 21 dias a 21° C inativa virus envelopados, como o HCV (LOUIE
et al., 1994). Diversas outras condi¢des, do tratamento com baixo pH, demonstraram
inativar virus envelopados e alguns ndo-envelopados (POELSLER et al., 2008).

2.8. Dengue
2.8.1. Aspectos gerais e clinicos

A dengue € considerada a mais importante arbovirose que afeta o homem,
principalmente em regides tropicais e subtropicais. Constitui-se de uma doenca
febril, exantematica e aguda de grande relevancia em termos de morbidade e
mortalidade em todo o mundo (GUZMAN et. al., 2010). O conceito de arbovirose
deriva da expressado “arthropod-borne viruses”, que significa virus transmitido por
artropodes. A capacidade do virus se replicar, tanto em artrépodes quanto em
células de vertebrados, tem permitido sua perpetuacdo na natureza (FORATTINI,
1965; BROOKS et. al., 2000).

Em 1945, Albert Sabin isolou o virus responsavel pela doenca, identificando
os dois primeiros sorotipos, DENV tipo 1 e 2. Hammon, no ano de 1960, isolou os
sorotipos DENV tipo 3 e 4, em pacientes com febre hemorragica da dengue
(HALSTEAD, 1992).

O virus dengue pertence ao género Flavivirus, do latim “flavus” = amarelo,
sendo tradicionalmente classificado em 4 sorotipos, DENV-1, DENV-2, DENV-3 e
DENV-4, distinguiveis por sua caracteristicas antigénicas, e nao apresentando
protecdo cruzada entre si (MIAGOSTOVICH et. al., 2000; GUBLER, 2002).

O virus realiza sua primeira replicacdo nas células musculares estriadas e
lisas, fibroblastos e linfonodos locais, apds a sua inoculagédo através da picada da
fémea do mosquito Aedes aegypti (GUZMAN; KOURI, 2003). Apo6s sua
multiplicacdo, ocorre o inicio da fase de viremia, quando o virus se dissemina por
todo o organismo, circulando livremente no plasma sanguineo ou no interior dos
mondcitos (HALSTEAD et. al., 2005). A viremia estd diretamente ligada aos
sintomas gerais da dengue, que estao relacionados aos elevados niveis séricos de
citocinas, liberadas pela interacdo dos macréfagos com os linfécitos T auxiliares
CD4+ ativados (HOMBACH et. al., 2005). Nesta fase também séo observados altos

niveis séricos de interleucina 2 (IL-2), interferon gama (IFN-y), interferon alfa (IFN-a),
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que se mantém elevados até a convalescenga, fator de necrose tumoral a (TNF- a),
interleucina 1 B (IL-1B) e o fator de ativacéo de plaquetas (PAF). A leucopenia, assim
como a discreta e transitoria depressao medular, que se apresentam nesses casos,
também relacionam-se aos altos teores de citocinas macrofagicas (KURANE et. al.,
2001).

Os pacientes com dengue apresentam uma resposta humoral bastante
vigorosa com producao de anticorpos, provenientes da ativacdo dos linfécitos B. A
partir do quarto dia ap6s o inicio da sintomatologia, tornam-se detectaveis os
anticorpos IgM especificos, que tém seus niveis elevados até o oitavo dia de
infeccdo, quando enfim passam a ser indetectaveis apos alguns meses depois da
cura. J& as imunoglobulinas G especificas, sdo detectaveis a partir do quarto dia
apO0s os sintomas iniciais, elevam-se gradualmente até duas semanas apds a
infeccdo e podem ser detectaveis por diversos anos, conferindo ao individuo
imunidade permanente contra aquele sorotipo ao qual foi infectado (KURANE;
ENNIS, 1992; FIGUEIREDO; FONSECA, 1996).

A infeccao pelo virus dengue causa uma doenca cujo espectro inclui desde
formas clinicamente inaparentes (Dengue Classica), até quadros graves de
manifestacbes hemorragicas e choque (Febre hemorragica da Dengue - FHD),
podendo evoluir para o 6bito (LIGON, 2004). A dengue classica inicia-se com febre
alta, geralmente em torno de 39°C-40°C, com inicio repentino, associada a cefaleia,
prostacao, artralgia e dor retroorbitaria, ocorrendo também episédios de nauseas,
vomitos e diarréia. Pode ainda causar petéquias, gengivorragias, metrorragia e
outras manifestacées hemorragicas ao final do periodo febril (BRASIL, 2005c).

A dengue hemorragica inicia-se com 0s mesmos sintomas descritos na fase
classica quando, entre o terceiro e sétimo dia, ocorre febre alta, seguida de
fenbmenos hemorragicos mais intensos. Nesta fase, pode ocorrer extravasamento
plasmatico, plaquetopenia (menor que 70.000/mm?, elevacdo do hematécrito e
muitas vezes faléncia do sistema circulatério (OMS, 2011). O dano hepatico € outra
complicacdo frequente, com niveis séricos de aminotransferases totalmente
alterado, sendo este um importante marcador na avaliacdo da gravidade dos casos
(SOUZA et. al., 2007). A figura 6 diferencia os sintomas da dengue classica da

hemorragica.
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Figura 6. Aspectos clinicos da dengue classica e hemorragica
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Fonte: (http://g1.globo.com/luta-contra-a-dengue/noticia/2011/02/saiba-reconhecer-os-
sintomas-da-dengue.html).

Os mecanismos que podem levar ao desenvolvimento da FHD e sindrome do
choque da dengue (SCD) ainda ndo foram completamente elucidados. Observa-se
gue, nos casos de infeccdo sequencial por dengue apresentando FHD ou SCD,
anticorpos preexistentes, obtidos quando da infec¢éo prévia por outro tipo viral, ndo
neutralizam o segundo virus infectante de tipo diferente e amplificam a infecgéo,
facilitando ao novo tipo infectante a penetracdo em macréfagos. Os virus utilizam a
porcdo Fc dos anticorpos, que estdo ligados ao envelope viral, para a ligagcdo com
os receptores de membrana Fcy, presentes na membrana celular macrofagica.
Trata-se do fendmeno de imunoamplificacdo da infeccdo dependente de anticorpos
pré-existentes (antibody dependent enhancement - ADE) (Figura 7), resultando em
uma maior liberacdo de citocinas na circulagéo, ocasionando dano vascular, choque
e hemorragia, especialmente no trato gastrointestinal e na pele (HALSTEAD, 1970;
ROTHMAN; ENNIS, 1999; MONGKOLSAPAYA et. al., 2003; WHITEHEAD et al.,
2007).
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Figura 7. Modelo para o fendbmeno de imunoamplificagéo da infeccéo dependente de
anticorpos (ADE), causado pelo virus dengue.

| DENV

S

G} = |FCVR Mondcito

IS

& 2 o é} Aumento da
g\ carga viral

1t) \ A
@ G} Doenga
|Anticorpo 6} / @ @ e R

procedente de
infecgdo prévia

Nature Reviews | Microbiology

Fonte: (http://www.nature.com/nrmicro/journal/v5/n7/fig_tab/nrmicro1690_F3.html)
2.8.2. Aspectos Epidemioldgicos

Ha aproximadamente 2.5 bilhdes de pessoas vivendo em areas endémicas de
dengue e existe um numero estimado de 100 milhdes de novos casos por ano
(GUBLER, 1998). Atualmente, cerca de 2/5 da populacdo mundial corre o risco de
contrair a doenca. Estima-se que a cada ano, podem surgir 50 milhdes de novos
casos de dengue no mundo (GUZMAN et. al. 2010, OMS, 2009). A maior incidéncia
da doenca ocorre em regides tropicais e subtropicais, principalmente em periodos
guentes e chuvosos (OMS, 1999; BLAIR et. al., 2000). No Brasil, as primeiras
referéncias sobre a dengue datam de 1846, em Sdo Paulo, Rio de Janeiro e
Salvador, sendo conhecida popularmente como “polca” e “patuléia” (BRASIL,
1996a).

Entre os anos de 1981 e 1982 foi registrada a primeira epidemia de dengue
no pais, esta epidemia atingiu o0 namero de 11 mil casos, onde os sorotipos DENV-1
e DENV-4 foram isolados (SIQUEIRA et. al., 2004; NOGUEIRA et. al., 2007). As
primeiras notificacdes de casos de Febre Hemorragica da Dengue ocorreram em
1990 no Estado do Rio de Janeiro, a partir da introducdo do DENV-2 (NOGUEIRA
et. al., 2002). O sorotipo 3 da dengue foi inicialmente notificado em 1998 no Estado
de Sdo Paulo e, em 2002, foi responsavel pela maior e mais grave epidemia da
doenca ocorrida no Brasil (DA SILVA et. al., 2002; PAHO, 2003). Apés a

reintrodugdo do DENV-4 em 2010, o pais possui, atualmente, os quatro sorotipos
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circulantes (GUZMAN; KOURI, 2002; BRASIL, 2011e). O Brasil concentra mais de
70% dos casos de dengue registrados na América do Sul e 60% dos casos
notificados no mundo (TEIXEIRA et. al., 2009).

2.8.3. Imunoglobulina para o tratamento da dengue

Atualmente, ndo ha vacina ou tratamento especifico, comercialmente
disponiveis, para combater a infeccdo por dengue. Os laborat6rios académicos e as
empresas farmacéuticas tém desenvolvido diversas vacinas candidatas contra a
dengue, utilizando diferentes tecnologias, como, por exemplo, vacinas contendo
virus vivos atenuados, vetores virais recombinantes que expressam 0s antigenos do
envelope do DENV, proteinas recombinantes e vacinas de DNA. Dentre as varias
candidatas, a vacina desenvolvida pela Sanofi Pasteur, uma vacina tetravalente que
contém virus recombinantes atenuados e que tem como base a cepa da vacina 17D
contra a febre amarela (YF17D) (GUY et. al., 2011), esta a frente nas pesquisas,
mostrando eficacia de 61,2% contra o tipo 1 do DENV, 81,9% contra o tipo 3 e 90%
contra o tipo 4. Nao sendo confirmada protecado contra o virus tipo 2 no contexto
epidemiologico especifico da Tailandia, mas os estudos continuam em andamento
(SABCHAREON et. al., 2012).

Sendo assim, novas terapias para o combate da doenca sdo uma
necessidade urgente (WALLACE et. al., 2013; BEAUMIER et. al., 2013). Neste
contexto, a transferéncia passiva de anticorpos especificos surge como uma
alternativa promissora para o tratamento de infec¢fes virais, de forma a promover
uma rapida recuperacao do paciente.

O conhecimento da virologia, reunido ao longo dos anos, sugere que
preparacdes de imunoglobulinas especificas sdo Uteis para a neutralizacdo viral,
como no caso da hepatite B e de um arbovirus denominado virus do Nilo Ocidental
(WNV) (LAW, HANGARTNER, 2008; WADEI et al., 2004, HALEY et al., 2003). Se
compararmos Dengue e WNV, ambas as infeccbes possuem similaridades
imunoldgicas e patogénicas, além disso, tém um curso de infeccdo semelhante. A
literatura tem mostrado que IgG especifica, isto €, IgG anti-WNV, é eficiente na
reducdo de titulos virais em pacientes gravemente infectados com WNV (SAQUIB et
al., 2008, WADEI et al., 2004, HALEY et al., 2003). Em estudos pré-clinicos, IgG

anti-WNV reduziu substancialmente a mortalidade em ratos infectados pelo virus.
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Em contraste, uma alta taxa de mortalidade € observada em camundongos,
infectados por WNV, tratados com imunoglobulina polivalente, em substituicdo a
especifica (BEN-NATHAN et al., 2003). Atualmente, IGIV especifica € muito utilizada
para tratar infeccdo por WNV (AGRAWAL, PETERSEN, 2003; SHIMONI et al., 2001,
HAMDAN et al., 2002). Baseado nessas premissas, a utilizacdo de IGIV com altos
titulos de anticorpos anti-dengue poderia reduzir as complicacbes associadas a
infeccdo do virus, assim como seu grau de mortalidade.

No entanto, a seguranca da utilizacdo de uma IGIV produzida no Brasil, ou
seja, com altos titulos de anticorpos anti-dengue, em pacientes infectados pelo virus,
merece atencdo. A pré-existéncia de anticorpos heter6logos, na presenca de uma
infecgdo por um sorotipo distinto, pode provocar ADE (GUBLER, 2002; GUZMAN,
KOURI, 2004; ROSS, 2010; WILDER-SMITH et al., 2005). Desde que os quatro
sorotipos da dengue circulam no Brasil, o tratamento com IGIV brasileira, em
pacientes infectados, pode causar o fendmeno de imunoamplificacdo dependente de
anticorpos (GUZMAN; KOURI, 2002; BRASIL, 2011e).

E bem descrito que ADE é dependente da por¢do Fc dos anticorpos
(HALSTEAD, 1979; ROTHMAN; ENNIS, 1999; MONGKOLSAPAYA et. al., 2003;
WHITEHEAD et al., 2007), portanto a utilizacdo de anticorpos fragmentados desta
porcdo conservaria a capacidade de neutralizacao viral e evitaria a possibilidade de

ocorréncia do fendbmeno ADE.

2.9. Fragmentacao de imunoglobulina

Moléculas de anticorpos podem ser clivadas em fragmentos com funcdes
biologicas distintas. Uma variedade de enzimas pode ser utilizada para este
propdsito, tais como ficina, bromelina, elastase, pepsina e papaina, sendo as duas
Gltimas mais amplamente utilizadas (LUO et al., 2002).

Fragmentos de anticorpos oferecem particulares vantagens, em relacdo a
molécula integra, para o uso em determinadas técnicas imunohistoquimicas e
aplicacbes experimentais. Anticorpos intactos, devido ao peso molecular
relativamente alto (aproximadamente 160 KDa), apresentam, em alguns casos,
cinética desfavoravel e fraca penetracao tecidual (JAIN, 1987; MILENIC et al., 1990;
PRIMUS et al., 1980; YOKOTA et al., 1992). Além disso, a clivagem enzimatica de

anticorpos permite eliminar uma funcéo biologica indesejada, realizada por apenas
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uma parte da molécula. A remocdo da porcdo Fc elimina, ou reduz
significativamente, sua interagcdo com células do sistema imune, além de diminuir
reacdes nao especificas (LAMOYI, 1986).

A regido de dobradica do anticorpo, a qual contém as pontes dissulfeto
intercadeias, que separa o sitio de ligacdo do antigeno da por¢édo Fc, € a regido
preferencialmente alvejada por enzimas proteoliticas. O tratamento com pepsina
causa a clivagem do anticorpo no lado C-terminal, imediatamente adjacente as
ligacOes dissulfeto, que ligam as duas cadeias pesadas (figura 8), formando assim
um fragmento Fc e um fragmento bivalente F(ab'), (HASEMANN, CAPRA, 1989).
Isto resultou nas primeiras preparacdes de IGIV humana que continham mais de
80% de fragmentos F(ab'), (BARANDUN et al., 1962). Estes fragmentos mantém a
capacidade de formar complexos antigeno-anticorpo, retendo assim o potencial de
neutralizar agentes patogénicos, entretanto sdo desprovidos de funcdes efetoras.

Ja o tratamento com papaina cliva a IgG no lado N-terminal, imediatamente
antes das ligacdes dissulfeto (figura 8), resultando na geracdo de um fragmento Fc
e dois fragmentos monovalentes Fab idénticos. Os fragmentos Fab conservam a
capacidade de reagir com o0s antigenos, entretanto a capacidade de neutralizacdo é
limitada contra alguns patégenos. Como as subclasses de IgG exibem varios graus
de resisténcia a papaina, 30-40% das moléculas de IgG permanecem intactas,
portanto a preparacdo mantém alguma funcédo efetora especifica e ndo-especifica
(BARANDUN et al., 1975).

Figura 8. Tratamento proteolitico de Imunoglobulina

Fab Fab Flabz

N ) 4 ) G ¢

55—
=55=

Clivagem proteolitica por papaina Clivagem proteolitica por pepsina
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2.10. Doencga de Chagas

2.10.1. Aspectos gerais

No ano de 1908, o pesquisador brasileiro Carlos Chagas, descreveu em um
artigo classico, datado de 1909, tanto a forma clinica caracteristica da doenga, como
também seu agente etioldgico, principal mecanismo de transmissdo (CHAGAS,
1909). O agente etiolégico da doenca de Chagas é o protozoario flagelado
Trypanosoma cruzi (T. cruzi), sendo assim denominado em homenagem a Oswaldo
Cruz, seu antigo orientador. Mesmo tendo sido descrita ha mais de 100 anos, a
doenca de Chagas ainda representa um importante problema de saulde publica,
encontrada em 18 paises da América do Sul e Central (ROCHA et. al., 2007).

O ciclo biolégico da doenca (figura 9) envolve um hospedeiro vertebrado e
um invertebrado (vetor). O parasito circula na natureza, entre seus hospedeiros, sob

trés estagios morfolégicos distintos: amastigota, epimastigota e tripomastigota.

Figura 9. Ciclo evolutivo do Tripanossoma cruzi
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Hoje, estima-se que na Ameérica Latina existam cerca de 12 milhdes de
pessoas infectadas com o T. cruzi e que 75 milhBes estejam expostas a infeccéo
(OMS, 2013). No Brasil, atualmente predominam os casos cronicos da doenga
decorrentes de infecgbes adquiridas no passado, com cerca de trés milhdes de
individuos infectados. (BRASIL, 2012). As regibes endémicas normalmente se
localizam nas zonas rurais, onde em geral as condi¢gdes socioecondémicas sao mais
precarias. Em razdo destas dificuldades econémicas, ao longo dos anos, as
populacdes rurais vém migrando para as zonas urbanas, diminuindo a populagéo
exposta a vetores infectados.

A transmissdo da doenca também pode ocorrer por via congénita, embora em
menor propor¢ao. No Brasil, a infeccdo por essa via € menor que 1% do total dos
casos. Outra forma de transmissdo acontece por meio do transplante de o6rgdos de
individuos infectados, principalmente rins, coracdo, medula 6ssea e pancreas, tanto
de doadores vivos como cadavéricos (DIAS et. al., 2007). Existe ainda a
probabilidade de transmissdo por doagcdo sanguinea, sendo esta a mais frequente
em paises ndo endémicos, como EUA e Canad4, e paises latino-americanos que
estejam em processo de erradicacdo do vetor. No ano de 2006, através de um
programa de triagem nos bancos de sangue dos EUA, detectou-se mais de 500
doacdes infectadas pelo T. cruzi (BERN et. al., 2007). No Brasil, nos anos 80, esse
tipo de transmissdo apresentava prevaléncia média de 7,03%, esse coeficiente caiu
para 3,18% na década de 90 e atualmente gira em torno de 0,6%. Esses indices
refletem a efetividade dos programas de combate ao vetor e maior controle do
sangue e hemoderivados, através da triagem clinica da doacao voluntaria (BRASIL,
2012).

2.10.2. Fases Clinicas

A doenca de Chagas pode ser reconhecida por suas fases clinicas: aguda e

cronica.
2.10.2.1. Fase Aguda

Esta fase é frequentemente assintomatica, com duracdo de 6 a 8 semanas.
Nesta ocorre uma infec¢cdo generalizada pelo T. cruzi, 0 que torna possivel sua

deteccdo na circulacdo. A escassez e/ou auséncia de sintomas ocorre na maioria
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dos pacientes e, quando existentes, suas manifestacbes sdao comuns a qualquer
infecgéo sistémica, como febre, linfadenopatia, taquicardia, esplenomegalia, vomito,
diarréia, anorexia, edema e linfocitose. A presenca de inflamacdo no local de
entrada do parasito, em geral préximo aos olhos (edema palpebral unilateral), o
chamado “Sinal de Romana” (figura 9), é bastante caracteristico da doenca,
entretanto s6 € encontrado em cerca de 50% dos casos agudos. Estima-se que esta
fase seja diagnosticada em menos de 10% dos individuos infectados (PUNUKOLLU
et. al.,2007).

O tratamento é feito com benzonidazol, indicado durante a fase aguda, na
infeccdo congénita e na infecgdo cronica recente, esta Ultima caracteristica de
criangcas em idade escolar de zonas endémicas. O tratamento da fase aguda
promove melhora dos sintomas, desaparecimento dos parasitos circulantes apos
cerca de 5 dias de tratamento e, mais tardiamente, a negativagdo da sorologia em

até 80% dos casos (PRATA et. al., 2001; URBINA et. al., 2003).

2.10.2.2. Fase Crbnica

A fase cronica da doenca inicia-se quando a parasitemia cai a niveis
indetectaveis e quando os sintomas clinicos relacionados a fase aguda
desaparecem, ou seja, apos 4 a 8 semanas de infeccdo. Na fase crbnica, entre 60%
e 70% dos individuos infectados permanecem assintomaticos pelo resto da vida,
evoluindo na forma chamada indeterminada, laboratorial ou subclinica da doenca.
No entanto, de 10 a 30 anos ap0s a infeccdo aguda, 30% a 40% dos pacientes
desenvolvem manifestacbes clinicas, decorrentes de alteracbes cardiacas e/ou
digestivas. Essas ocorréncias sdo mais frequentes em individuos do sexo masculino
entre 20 e 45 anos de idade (BARRET et. al., 2003; ANDRADE et. al., 2005).

A cardiomiopatia chagéasica ou cardiomiopatia dilatada inflamatoria acomete
cerca de 30% dos infectados pelo T cruzi, um terco destes desenvolve a doenca
grave, que inclui arritmias malignas, dilatacdo ventricular e insuficiéncia cardiaca
(URBINA et. al., 2003; DIAS et. al., 2007). Por fim, 8% a 10% dos individuos
desenvolvem a forma digestiva com gravidade variada. Nestes casos é frequente
observar algum grau de acometimento do sistema nervoso autbnomo, que, em geral,
precede as alteragbes de motilidade, com consequente dilatacdo desses 6rgaos,
levando ao megaesdfago e ao megacélon (PRATA et. al.,, 2001; BARRET et. al.,
2003).
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2.10.3. Cardiomiopatia chagésica crénica

Resultante do progressivo dano ao miocérdio, através de uma miocardite
fibrosante, a cardiomiopatia chagasica € uma das caracteristicas mais evidentes da
doenca de Chagas. Apenas 25% dos pacientes infectados pelo T. cruzi podem
apresentar manifestacfes clinicas mais graves e consequentemente a evolucao
para o 6bito. Dentre as causas de 6bitos em pacientes infectados pela doenca, as
mais comuns sdo a insuficiéncia cardiaca, tromboembolismo pulmonar e sistémico,
arritmias graves e também a morte subita. Em um estudo com 411 individuos,
observou-se que a morte subita ocorreu em 60% dos pacientes crénicos, obtendo
uma taxa de mortalidade de 3,9% ao ano (RASSI et. al., 2006). Outros trabalhos
também demonstram que a sobrevida dos pacientes com cardiomiopatia chagasica
€ de 2 a 4 vezes menor que de pacientes com cardiomiopatia dilatada idiopatica
(MADY et. al., 1994; RASSI et. al., 2006).

Um terco dos casos de insuficiéncia cardiaca no Brasil € decorrente da
cardiomiopatia chagasica, e este mesmo problema € a terceira maior causa de
indicacdo de transplante no pais (MENDEZ et. al., 2001; BOCCHI et. al., 2001).
Os mecanismos mais estudados, que levam a cardiomiopatia chagasica crénica
(CCC), envolvem a inflamacdo em resposta ao parasito e a autoimunidade. Na fase
aguda, foram descritas alteracdes em componentes do sistema [-adrenérgico
cardiaco de transducédo de sinais, que incluem a reducdo dos niveis plasmaticos de
catecolaminas, a diminuicdo de afinidade do agonista pelo receptor B-adrenérgico
cardiaco, e elevacdo dos niveis de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) na célula
cardiaca (BUSTAMANTE et al., 2003; LO PRESTI et al., 2006).

Na forma indeterminada foi observado que a regulacdo da fungéo cardiaca
pela noradrenalina também esta comprometida e, provavelmente, associada as
modificacdes no sistema adrenérgico cardiaco, que ocorreram no inicio da infeccéo.
Além disso, o tipo de cepa do parasito, fatores genéticos do hospedeiro e
reinfeccbes nas fases aguda e indeterminada podem agravar o comprometimento
cardiaco (BUSTAMANTE et. al., 2007).

Segundo Gironés e Fresno (2003), a cronicidade da lesdo ao miocardio
decorre da ativacdo da resposta imune ao parasito, juntamente aos mdultiplos
antigenos cardiacos. Na realidade, o mimetismo molecular entre os antigenos do

hospedeiro e do parasito resultaria em resposta das células efetoras T e B contra os
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antigenos cardiacos, levando a lesdo do miocéardio. Essa agressdo crbnica ao
coracdo culmina em dano progressivo as fibras miocérdicas e consequente
formacao de cicatriz fibrética. Contudo, ainda néo ha evidéncia que defina a etiologia
da miocardite crénica e insidiosa que resulta na CCC.

Estudos clinicos, em pacientes cardiopatas de etiologia chagasica, revelaram
um padrao de citocinas mais predominante de resposta Th1l, com producao de IFN-y
e niveis elevados de TNF-a, especialmente em pacientes com comprometimento
mais severo (SILVA et. al., 1992; ABEL et. al., 2001). Os modelos experimentais da
doenca de Chagas, aguda e crbnica, revelaram que as citocinas sao elementos
importantes na geracado e controle da resposta imune, que pode levar ao dano
tecidual (SILVA et. al., 1992; SOARES et. al., 2001). Essas citocinas, que sao
produzidas na infecgéo do T. cruzi, tém seus efeitos influenciados por varios fatores,
como viruléncia da cepa, fatores genéticos do hospedeiro e presenca ou nao de
reinfecgdes (SAMUDIO et. al., 1998; REVELLI et. al., 1999).

Mesmo com 0S mecanismos patogénicos da cardiomiopatia chagasica, ainda
nao elucidados totalmente, ndo existe duvida de que o infiltrado inflamatério
cardiaco é o0 maior causador da lesdo no miocardio. As caracteristicas
histopatolégicas da cardiomiopatia dilatada ocorrem devido a presenca de
miocardite difusa com intenso infiltrado linfomononuclear, destruicdo das fibras
cardiacas e consequentemente fibrose, que também atinge o sistema de conducéo
cardiaco. Além disso, ha inflamacédo crénica deste sistema de conducdo, o que
explica as frequentes arritmias observadas nos pacientes cardiopatas (HIGUCHI et.
al., 1993; ENGMAN et. al., 2002).

O infiltrado inflamatério € constituido de macréfagos (50%), linfocitos T (40%)
e linfécitos B (10%) (MILEI et. al., 1992). Com relacdo a resposta imune celular,
observa-se que existe predominio de linfocitos T CD8" sobre os linfocitos T CD4",
numa proporcao de 2:1 (REIS et al.,1993; TOSTES et al.,1994). Histiocitos e células
endoteliais do tecido cardiaco de pacientes com cardiomiopatia chagasica
apresentam aumento da expressdo de moléculas antigeno leucocitario humano
(HLA, human leukocyte antigen) de classe | e Il. Essas moléculas estdo envolvidas
na apresentacdo de antigenos para os linfocitos T CD8" e T CD4", respectivamente.

Em concordancia com o que se observa no coracao, diversos trabalhos com
células do sangue periférico de pacientes com doencga de Chagas tém mostrado que

a infeccdo crbnica induz desvio da resposta imunoldgica para um perfil pro-
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inflamatoério, com producdo de citocinas do tipo Thl e supresséo de citocinas anti-
inflamatorias do tipo Th2, como IL-4, IL-5 e IL-10 (CUNHA-NETO et. al., 1998; ABEL
et. al., 2001; GOMES et. al., 2003; MARIN-NETO et. al., 2007). O numero de
linfécitos, produtores de [IFN-y, de pacientes cardiopatas croénicos, €
significativamente maior do que o de pacientes na forma indeterminada da doenca,
indicando uma capacidade aumentada destes pacientes em responder ao estimulo
pro-inflamatorio do parasito (ABEL et. al., 2001).

Os niveis de TNF-a estao significativamente mais elevados em pacientes com
doenca de Chagas que em individuos normais. Esses niveis estdo ainda mais
elevados em pacientes portadores de cardiomiopatia chagésica crénica sem
disfuncdo ventricular ou na forma indeterminada da doenca (FERREIRA et. al.,
2003; TALVANI et. al., 2004). A elevagdo do TNF-a observada nos pacientes com
disfuncdo ventricular & provavelmente secundaria a insuficiéncia cardiaca em si
(LEVINE et al.,1990). Entretanto, o aumento do TNF-a observado em
cardiomiopatas crbénicos sem disfuncdo ventricular sugere a existéncia de um
estimulo continuo para a producao de citocinas inflamatérias ao longo da infeccéo, o

gue pode contribuir para o desenvolvimento ou a progressao da cardiomiopatia.

2.10.4. Tratamento da cardiomiopatia chagasica cronica

A terapia disponivel para doenca de Chagas consiste no uso do benzonidazol,
eficaz na erradicacdo do parasito na fase aguda da doenca. No entanto, sua eficacia
na cura da CCC estabelecida é bastante discutida, apesar de ensaios experimentais
recentes apontarem um efeito benéfico do uso do referido medicamento na fase
crbnica da doenca, ao reduzir os disturbios cardiacos caracteristicos da CCC
(GARCIA et al., 2005). De forma geral, o paciente recentemente diagnosticado como
portador da doenca de Chagas deverd, inicialmente, além da historia clinica e
exame fisico detalhado, realizar eletrocardiograma. Caso esta avaliacao inicial ndo
apresente altera¢cdes o individuo devera ser mantido em acompanhamento, em nivel
ambulatorial, anualmente. Se os achados da avaliacdo inicial evidenciarem
comprometimento cardiaco o paciente devera ser submetido ao Holter 24 horas,
ecocardiograma e teste ergométrico. No caso de sintomas gastrointestinais, além
dos ja mencionados, é recomendado a realizagdo de exame contrastado com bério
do trato digestivo (BERN et al., 2007).
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A Unica alternativa para os pacientes com CCC, agravada pela insuficiéncia
cardiaca (IC), é o transplante de 6rgdo. Portanto, a CCC tem frequentemente um
curso fatal, jA que o tratamento é sintomatico e a possibilidade de realizacdo de
transplantes cardiacos € bem menor que a demanda (DIAS et al., 1997). Este
procedimento é dispendioso e complexo, e, no caso especifico da insuficiéncia
cardiaca de etiologia chagésica, apresenta ainda como agravante o uso de
imunossupressores pos-transplante, que pode reativar a infeccdo devido ao
parasitismo tecidual persistente na fase crénica da doenca.

Ainda como agravante do tratamento, grande parte dos individuos com CCC,
que evoluem para insuficiéncia cardiaca congestiva franca, pertencem a camadas
socioeconémicas mais desfavorecidas, para a qual o acesso aos tratamentos clinico
e cirargico adequados, transplante cardiaco e o uso de drogas imunossupressoras é
limitado. A IC grave impossibilita o individuo de trabalhar, acarretando 6nus para o
Estado e baixa qualidade de vida para o enfermo (BERN et al., 2007; DIAS et al.,
1997). Portanto, o0 estabelecimento de uma terapia eficaz reduzira,
consideravelmente, os custos com internacdes hospitalares e aposentadorias

precoces.

2.10.5. Imunoglobulina para o tratamento da Cardiomiopatia Chagéasica Crbnica

A doenca de Chagas afeta uma populacdo de cerca de 25 milhdes de
pessoas na Américas Latina. Como a cardiomiopatia chagasica cronica ocorre em
cerca de 25% dos individuos infectados pelo T. cruzi, se hoje conseguissemos
erradicar totalmente a transmissao da doenca ainda nos restaria uma populacdo de
cerca 7,5 milhdes de cardiopatas chagasicos, que estariam evoluindo para morte
nos proximos anos (CENTRO de GESTAO e ESTUDOS ESTRATEGICOS, 2006).
Sendo assim, o desenvolvimento de uma terapia que leve a diminuicdo das lesdes
cardiacas e ao bloqueio da evolugcédo da CCC é de grande interesse.

Apesar dos avancos dos tratamentos medicamentosos, a insuficiéncia
cardiaca cronica (ICC) ainda é uma doenca progressiva e com alta taxa de
morbidade e mortalidade. Diversos estudos mostram que as citocinas inflamatorias,
como TNFa, interleucina IL-B e IL-6, tém seus niveis aumentados progressivamente
de acordo com a gravidade da doenca (MANN et. al., 2002; AUKRUST et. al., 2005).

Interessantemente o aumento dos mediadores inflamatérios ndo é acompanhado por
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incremento das citocinas anti-inflamatorias, tais como IL-10 (AUKRUST et al., 1999).
Uma série de estudos experimentais tem demonstrado que os efeitos biolégicos
dessas citocinas proé-inflamatérias podem explicar diversos mecanismos de
progresséo da doenca, como, por exemplo, a inducdo de apoptose, desenvolvimento
de fibrose, dentre outros (MANN et. al., 2002; AUKRUST et. al., 2005).

Embora ndo completamente elucidada, sabe-se que na cardiopatia chagasica
cronica as lesBes inflamatérias apresentam um aspecto de reacdo de
hipersensibilidade tardia, sugerindo assim, a participacdo de linfécitos Thl na sua
patogénese, uma vez que esta subpopulacdo celular promove a ativacdo de
macréfagos pela secrecdo de citocinas como o IFN-y (LIEBERMANN et al., 1991).
Também é caracterizada por uma bem reconhecida cardiomegalia e insuficiéncia
cardiaca congestiva, sendo um aspecto grave na morbidade dos portadores
(KOBERLE, 1968).

A descricdo de ativagdo das citocinas em insuficiéncia cardiaca levanta a
possibilidade de utilizarmos imunoglobulina venosa procurando seu efeito benéfico
através da imunomodulacdo. Apesar da atraente hipotese, existem poucos estudos
disponiveis na literatura visando esta forma de tratamento.

Na area cardioldgica, as imunoglobulinas polivalentes tém sido utilizadas ha
relativamente pouco tempo, apesar de sua acdo imunorreguladora ser reconhecida
por mais de duas décadas. Neste contexto, ha relatos de sua utilizacdo em
cardiologia, notadamente na cardiopatia dilatada e na insuficiéncia cardiaca crénica
(MCNAMARA; ROSENBLUM; JANOSKO, 1997; BOZKURT; VILLANUEVA;
HOLUBKOV, 1999). Foram demonstrados efeitos benéficos em pacientes com
cardiomiopatia dilatada apds o tratamento com altas doses de IGIV, inclusive com
pacientes refratarios ao tratamento com anti-hipertensivos e anticoagulantes
(BALLOW, 1997; GULLESTAD et al., 2001).

Desde que a cardiomiopatia chagasica também €& do tipo dilatada, a
realizacdo de um trabalho experimental de terapéutica com IGIV, em murinos
cardiopatas chagasicos crbénicos, mostra-se promissor. Este trabalho visa
estabelecer o efeito cardioprotetor, resultante do uso de imunoglobulina humana
intravenosa, através da avaliacdo morfométrica, imunologica e funcional, como

forma de terapéutica eficaz para o tratamento da CCC.



Objetivos 47

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Producéo de solugdes de imunoglobulina humana intravenosa e avaliagao de
sua eficacia para o tratamento da dengue e da cardiomiopatia chagésica.

3.2. Objetivos Especificos

e Producéo, através de metodologia classica de Cohn-Oncley, de lote piloto de
IGIV polivalente;

e Triagem de plasmas de doadores voluntarios para identificacdo e selecdo de
bolsas contendo anticorpos especificos anti-dengue;

e Producéo de solucao de imunoglobulina G anti-dengue;

e Producéo de solucao de imunoglobulina G anti-dengue, clivada da porcéo Fc;

e Caracterizacdo das solucdes de IgG obtidas, segundo o que preconiza a
ultima edicdo da Farmacopéia Européia;

e Identificacdo da acdo neutralizante da IGIV especifica frente a diferentes
sorotipos de DENV;

e Investigacdo da eficacia e seguranca pré-clinica do uso de imunoglobulina
especifica no modelo de infec¢do primaria pelo DENV-3;

e Avaliacdo da eficacia pré-clinica do uso de IGIV polivalente para o tratamento
da cardiomiopatia chagasica em modelo animal infectado cronicamente com o

Trypanosoma cruzi.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Producgéo de imunoglobulina humana polivalente

Este projeto experimental foi conduzido apds aprovacdo do Comité de Etica
do HEMOPE (processo n° 002/2011). Os pacientes n&do foram identificados e os
dados do estudo foram analisados de forma andnima.

O material de partida utilizado foi o plasma fresco congelado, recebido na
Fundacdo HEMOPE. Todo o plasma utilizado foi previamente triado no setor de
sorologia do HEMOPE para checar a auséncia de contaminacdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV1, HIV2), antigeno de superficie do virus da hepatite B
(HBsAg), virus da hepatite C (HCV), Virus T Linfotrépico Humano (HTLV), doenca
de Chagas e sifilis.

A 1gG foi obtida através do método de Cohn-Oncley (figura 10) (precipitacédo
com etanol a frio). O processo geral utilizado neste trabalho € ilustrado na figura 11.
O método de fracionamento com etanol a frio baseia-se ha mudanca de solubilidade
das proteinas plasmaticas através do ajuste do pH, temperatura, forca i6nica e
concentracao de etanol.

Uma mistura de 1.000 bolsas (doadores) de plasma (170 L) foi descongelada
a 4°C, temperatura na qual algumas proteinas (crioprecipitado) sao insoliveis e
precipitam. O crioprecipitado foi entdo removido por centrifugacédo e o sobrenadante
tratado segundo o método 6 de Cohn et al., (1946). O fibrinogénio foi precipitado na
fracdo | de Cohn e a imunoglobulina G separada da albumina (fracdo V) através da
precipitacdo da fracdo Il + Ill. Os precipitados foram removidos do sobrenadante

através de centrifugacéo a 12.000 rpm.

GOUVEIA, F. L.
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Figura 10. Isolamento de IgG do plasma humano.
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Fonte: (Cohn et al., 1946; Oncley et al., 1949)

De acordo com o método 9 de Oncley et al., (1949), a fracdo Il + Il foi
solubilizada e, em seguida, a fracdo Ill precipitada. O sobrenadante foi clarificado
por filtragcdo. A partir da solucdo filtrada 1,9 Kg de pasta de IgG (fracdo Il) foi
precipitada e separada por centrifugacdo a 12.000 rpm. A pasta de IgG foi, por fim,

dissolvida em agua purificada e clarificada por filtragéo.

GOUVEIA, F. L.
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Figura 11. Processo geral de producéo de imunoglobulina intravenosa
humana.
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GOUVEIA, F. L.
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Para reduzir a forca ibnica, a solucao foi diafiltrada com agua purificada e teve
sua concentragcao proteica ajustada para 5% (peso/volume). Um sistema Pellicon -
Millipore de 30kD foi usado para realizar a diafiltracdo e ajuste da concentracao
proteica. A solugdo com baixa forgca idnica foi submetida a um processo de
inativacao viral por acdo da mistura solvente/detergente empregando-se 0,3% (m/m)
de Tri-n-butilfosfato e 1% (m/m) de Tween 80, sob temperatura de 25°C
(HOROWITZ et al.,, 1985). Com o objetivo de remover solvente e detergente
residuais, um processo de cromatografia de troca catidnica foi realizada, com CM-
Sepharose FF como fase estacionaria. Para remover IgA e outras impurezas, uma
cromatografia de troca anidonica, em DEAE-Sepharose FF, foi empregada. Os
eluatos cromatograficos foram concentrados por ultrafiltracdo (Pellicon - Millipore de
10kD) e diafiltrados com uma solug¢do de glicina a 0.25 mol/L, usando 0 mesmo
sistema. A concentracdo proteica foi ajustada para 5% (peso/volume) e o pH
ajustado a 4.2 — 4.3 com HCI 0,1N. A solucéo foi filtrada em filtros esterilizantes e
envasada de forma asséptica. Por fim, foi realizada uma ultima etapa de inativacéo
viral, através da incubacédo do recipiente final a 23-27°C por 21 dias, antes do

estoque a 2-8°C.

4.2. Producédo de imunoglobulina humana anti-dengue

Para a producéo de IGIV anti-dengue foi utilizada a metodologia descrita na
secao 4.1, entretanto, por se tratar de uma preparacao especifica, foi utilizada uma
mistura de plasma previamente triado.

Um “pool” de plasma de doadores brasileiros selecionados (regido Nordeste)
foi empregado para produzir as preparacdes de IGIV. Um kit ELISA comercial (E-
DENO1G panbio diagnostics, Cheshire, UK) foi utilizado para a determinacao indireta
dos titulos de anticorpos IgG anti-dengue e selecéo dos plasmas.

Plasma fresco congelado obtido na Fundacdo HEMOPE, de doadores
brasileiros saudaveis, foi coletado e as bolsas de plasma livre de contaminantes
foram selecionadas. Em seguida foram selecionadas bolsas de plasma ricas em
anticorpos anti-dengue. Para este fim, utilizou-se o kit ELISA comercial para
identificar a presenca de anticorpos anti-dengue. Ao final da triagem, foram
selecionadas 200 bolsas de plasma contendo anticorpos especificos, as quais

forneceram 3469 de pasta de 1gG (fracéo Il de Cohn).

GOUVEIA, F. L.



Capitulo 1 - Materiais e Métodos 53

4.3. Controle dos produtos acabados

Para checar as propriedades funcionais dos produtos, durante o processo e
das preparacgbes finais, foram utilizados os protocolos definidos pela Farmacopéia
Européia e descritos pela Agéncia Regulatéria Nacional (BRASIL, 2000).
Determinacdo de polimeros e agregados foi realizada usando cromatografia de
filltracdo em gel, com coluna Biosep SEC-S3000 (600 x 7.8mm) (Phenomenex).
Imunodifusao radial foi usada para determinar IgM e distribuicdo das subclasses de
IgG. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) foi utilizada para mensurar IgA e
IgE, além de confirmar a auséncia de contaminantes no plasma, como HIV1 e HIV2,
HBsAg, HCV, HTLV, doenca de Chagas e sifilis.

Com o objetivo de mensurar y-globulina, foi utilizada eletroforese em acetato
de celulose. Os métodos utilizados para a determinacéo de pirogénios e da atividade
anticomplementar estdo de acordo com as monografias da Farmacopéia Européia
(2.6.8 e 2.6.17 respectivamente). Andlise de termoestabilidade foi desempenhada

através da incubacao da preparacao final em banho-maria a 57 ° C por 4 horas.

4.4. Identificac&o de sorotipos anti-dengue

A determinacdo dos anticorpos antidengue especificos para cada um dos
sorotipos do virus circulantes foi realizada pela técnica de neutralizacéo por reducéo
de placas (PRNT) de acordo com a metodologia descrita por Morens e
colaboradores (1985), com pequenas modificacdes, e seguindo as recomendacdes
da OMS (2007). Foram avaliadas, pela técnica de PRNT, trés amostras: a mistura de
plasma inicial (selecionado para a producéo de IGIV anti-dengue), a preparacao de
imunoglobulina anti-dengue e uma IGIV polivalente comercial (Kiovig/ Baxter
International Inc, Deerfield, IL, USA). O teste, bem como a preparacdo de estoques
de virus e manutencéo da cultura celular, foram desenvolvidos no Laboratério de
Virologia e Terapia Experimental (LaViTE), do Centro de Pesquisas Aggeu

Magalhaes.
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4.4.1. Manutencéo da Cultura Celular

Foram utilizadas células da linhagem Vero (Rim de macaco verde africano),
propagadas em garrafas de cultivo de células (T175) a cada 5-6 dias, utilizando-se o
meio de cultura MEM (Minimal Essential Medium) (Gibco, Scotland), suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco, Scotland) e antibi6ticos
penicilina/estreptomicina a 1% (Invitrogen, Carlsbad, CA). As garrafas de células
foram mantidas em estufa a 37°C, com atmosfera 5% de diéxido de carbono (COy).
As células Vero foram mantidas durante todo o experimento e utilizadas para o
crescimento de virus e preparacao das placas para o teste de neutralizacéo.

Para a preparacao das placas, a contagem das células Vero foi efetuada em
camara de Newbauer, utilizando-se o corante vital Trypan blue (Sigma, St Louis,
MO, USA). Em seguida, suspensdes de células Vero, a uma densidade de 300.000
células/mL, foram distribuidas em placas de 24 pocos (NUNC), no volume de 0,5 mL
por poco. As placas foram mantidas em estufa a 37°C, a uma atmosfera 5% de CO;

durante 24 a 48 horas, até a realizacdo do teste PRNT.

4.4.2. Preparacéao dos Estoques dos Virus: DENV-1, DENV-2 e DENV-3

As amostras de DENV-1, DENV-2 e DENV-3 pertencem a colecao de virus do
LaVIiTE e correspondem as amostras de virus isolados nas epidemias ocorridas no
estado de Pernambuco, doadas pelo Laboratorio Central de Saude Publica de
Pernambuco (LACEN-PE). Os isolados utilizados foram: DENV-1 (PE/97-42735),
DENV-2 (PE/95-3808) e DENV-3 (PE/02-95016).

Amostras de cada sorotipo foram inoculadas em células Vero, crescidas em
garrafas T175, mantidas em meio MEM (GIBCO), suplementado com 2% de soro
fetal bovino (GIBCO) e 1% penicilina/estreptomicina, e incubadas a 37°C em 5%
CO,, a uma multiplicidade de infeccéo (moi) de 0.1, por 5-6 dias a 37 °C in 5% CO..

As suspensbes de células contendo os virus foram submetidas ao
congelamento e descongelamento e, em seguida, centrifugadas a 2.000 rpm por 10
minutos a 4 °C. Os sobrenadantes contendo as particulas virais foram coletados e
adicionado SFB na propor¢cdo de 20%, em seguida distribuidos em criotubos em
aliguotas de 0,5 mL e estocadas a -80 °C. Cada suspenséo viral foi titulada por
ensaio de placa, utilizando células da linhagem VERO, para determinar a diluicdo
adequada para o teste, devendo conter de 20 a 30 unidades formadoras de placa
(UFP).
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4.4.3. Neutralizac&o por reducao do numero de placas (PRNT)

Inicialmente, as trés amostras de IgG (20ul) foram inativadas por 30 minutos
em banho-maria a 56°C, em seguida foi realizada a diluicdo da amostra do pool de
plasma (1/20 até 1/2560) em MEM utilizando-se microplacas de 96 pocos (NUNC),
no volume final de 100ul, sendo uma placa para cada sorotipo viral. Apés a diluicao,
100ul da suspensédo viral de DENV-1, DENV-2 e DENV-3, previamente titulados,
com uma concentragdo de aproximadamente 30 UFP/mL foram adicionados nos
locais correspondentes a cada um dos trés sorotipos.

Apo6s incubacédo a 37°C, em 5% de atmosfera de CO, por 1 hora, 0 meio das
placas de 24 pogos contendo as células Vero foi descartado e 50uL de cada diluicdo
da mistura virus-lgG foi inoculado, em triplicata. As placas foram novamente
incubadas a 37°C em 5% de CO, por 1 hora, para permitir a adsor¢éo do virus. Apés
este periodo, as células foram cobertas com 500uL de meio semi-sélido: 10 % de
MEM, 10% de soro fetal bovino (SFB), 80% de carboximetilcelulose (CMC) a 3%, 1%
de penicilina/estreptomicina e 1% de Fungizon. Em seguida as placas foram
incubadas por 6-7 dias, a 37 °C, em 5% de CO,. Apés incubacao, o meio semi-solido
foi descartado das placas de 24 pocos e uma solucdo de formalina a 3,5M foi
adicionada (2mL por poco, incubadas por 1 hora) para fixacdo das células e
inativacdo das particulas virais. Apds, descarte da formalina, as células foram
coradas com solucdo (1:50) de cristal violeta (0,5mL/poco), lavadas em agua

corrente e, ap0s secagem, as placas foram contadas manualmente.

4.4.4. Critérios de positividade e determinacao dos titulos de anticorpos

Amostras da mistura de plasma inicial, da preparacédo de imunoglobulina anti-
dengue e da Kiovig, que apresentaram reducdo de 50% ou mais no numero de
placas virais (PRNT50), em comparacdo com as amostras dos virus inoculadas
sozinho, foram consideradas positivas. Amostras que nao apresentaram reducéao de,
no minimo, 50% das placas virais na menor diluicdo de soro utilizada (1:20) foram

consideradas negativas.
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O percentual de neutralizagdo foi calculado utilizando a férmula proposta por
Vazquez e colaboradores (2003), apresentada a seguir:

% Reducédo = [1 — (P amostra / P virus controle)] x 100, onde P significa contagem

de placas.

4.4.5. Validagéo dos resultados

Para garantir a acuracia e diminuir as variagdes intra e inter teste, todos os
procedimentos laboratoriais foram desenvolvidos pelo mesmo técnico. Controles
positivos (virus inoculado na auséncia de soro) e negativos (soro de individuos
sabidamente negativos) foram incubados para cada um dos virus. Pogos com
células ndo-infectadas também foram utilizados como controle. Os critérios utilizados
para validar o resultado do teste foram: integridade da monocamada de células nao-
infectadas, pouca ou nenhuma reducdo na contagem de placas dos soros negativos

e apropriadas contagem de placas do controle positivo.

4.5. Producado de imunoglobulina humana anti-dengue fragmentada da porcéao
Fc

Como material de partida para a producao de solucédo de fragmentos F(ab'),
de IgG anti-dengue foi utilizado a IGIV especifica preparada como descrito na secéo
4.3. Cinquenta mililitros da solucéo a 5% de IGIV anti-dengue foi diluida a 2,5% com
tampéao acetato pH 4.0 e, em seguida, diafiltrada (Pellicon - Millipore de 30kD) contra
5 volumes do mesmo tampé&o. Cem mililitros de uma solucdo de pepsina (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Germany) a 1,25% foram entéo adicionados. O pH da solucéo foi
ajustado para 4.0 e a mesma foi incubada a 37 °C por 24 horas, sob agitacéo
branda. A digestédo da pepsina foi interrompida pelo reajuste do pH para 7.0 usando
hidroxido de sédio 0.5M. A solucéo foi filtrada em filtro 0,22 um, diluida a 2% com

tampéao fosfato (PBS pH 7.0) e diafiltrada contra 5 volumes do mesmo tampao.
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Trés colunas de proteina G (5mL HiTrap — GE Healthcare) foram postas em
série e usadas para purificar os fragmentos F(ab'),. A coluna foi equilibrada com
PBS pH 7.0 e a solugédo diafiltrada foi entdo aplicada. Em seguida a coluna foi
lavada com PBS para remocao dos fragmentos F(ab'),, Para a eluicdo dos
fragmentos Fc e 1gG residual foi utilizado tamp&o glicina 0.1M. Foram realizados trés
ciclos, onde, para cada um deles, foram aplicados 75mL (ou um total de 375 mg de
proteina) do diafiltrado na coluna. O fluxo utilizado correspondeu a 5SmL/min.

Os eluatos cromatograficos que continham os fragmentos F(ab"), foram
coletados e combinados e, em seguida, filtrados a 0,22 pum. Os eluatos foram
concentrados por ultrafiltracdo (Pellicon - Millipore de 10kD) e diafiltrados com uma
solugdo de glicina a 0.25 mol/L, usando o mesmo sistema. A concentragao proteica
foi ajustada para 5% (peso/volume) e o pH ajustado em 4.2 — 4.3. A solucéo foi
filtrada em filtros esterilizantes e envasada de forma asséptica.

A determinacao dos pesos moleculares e pureza da solugéo foram realizadas
usando cromatografia de filtracdo em gel, com coluna Biosep SEC-S3000 (600 x

7.8mm) (Phenomenex, Torrance, CA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1, resumimos as propriedades bioquimicas e biofisicas das
prepara¢gfes de imunoglobulinas produzidas. Para as andlises foram utilizados os
protocolos definidos pela Farmacopéia Européia e descritos pela Agéncia
Regulatéria Nacional (BRASIL, 2000).

A eletroforese mostrou um nivel de pureza satisfatério, com 96,8 e 98,1% das
proteinas migrando na regido de gamaglobulinas (figura 12). A distribuicdo de
subclasses de IgG, presentes nas amostras, sdo compativeis com as presentes no
soro normal (MORELL et al., 1972).

Figura 12. Eletroforetogramas de solu¢cdes de imunoglobulina polivalente (A) e anti-
dengue (B) com bandas, correspondentes a fracao gamaglobulina, de 96.8 e 98,1%
respectivamente.

A .Ilnm B m

\\U ﬁ ﬂj

Vi

As IGIVs produzidas contém tracos de imunoglobulinas IgA e IgM, estas
foram principalmente removidas por etapas de cromatografia de troca catibnica e
anidnica, respectivamente. Alguns autores tém apontado que a administracdo de
solugdes de imunoglobulina, com quantidades significativas de IgA, pode causar
reacdo anafilatica grave em pacientes com deficiéncia de IgA (VYAS et al., 1968,

BJORKANDER et al., 1987), razdo pela qual a mesma foi removida.
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Tabela 1. Caracterizacdo das preparacdes de imunoglobulina

" A . IGIV IGIV
Andlise Valores de referéncia : :
polivalente anti-dengue
pH 40-74 4,25 4,27
Concentracédo proteica 45 — 55 mg/mL 52,1 mg/mL 51 mg/mL
Pureza eletroforética Minimo de 95% 96,8% 98,1%
de gamaglobulina
Ml'rjimo de 90% de 97 4% 97.9%
mondmeros e dimeros
Polimeros e agregados
Méaximo de 3% de 1,3% 1,0%
polimeros e agregados
IgA - 0.13 mg/mL 0.16 mg/mL
IgM - 0.18 mg/mL 0.10 mg/mL
Distribuicdo de subclasses Percentual Percentual Percentual
1gG; 65-70 66 68
G, 20-25 22 19
1gG3 7-10 8 7
9G4 3-6 4 6
. Atividade <50 46 39
anticomplementar (%)

Termoestabilidade Auséncia de Auséncia de Auséncia de
(57 °Cl/4h) gelificacéo gelificacéo gelificagcdo
Anti-HBs* Minimo de 0.5 IU/g 6.7 1U/g 1.24 1U/g
Pirogénios Ausente Ausente Ausente

* Anti-HBs = Anticorpos contra antigeno de superficie do virus da hepatite B

A quantidade total de agregados presente nas preparacdes estdo dentro dos
limites aceitaveis. Dimerizacdo de IgG e formacdo de agregados também estédo
associados ao aumento do risco de ocorréncia de efeitos adversos (KROEZ et al.,

2003). Esses agregados ligam-se e ativam componentes do sistema complemento e,
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portanto, a determinagédo da atividade anticomplementar foi adotada rotineiramente.
Nas preparagdes de IgG produzidas, o consumo de complemento n&o foi superior a
50%, como requerido pela Farmacopeia Europeia. Os produtos foram mantidos em
pH 4.0 — 4.5, como é recomendado para manter a IgG em um estado ndo agregado
(GELFAND, 2006). Inicialmente desenvolvida para produzir uma solucdo estavel, a
formulagdo em baixo pH também foi utilizada para desenvolver uma etapa de
inativacao viral ao final do processo de producéao.

Foram realizadas duas etapas de inativacdo viral: tratamento com
solvente/detergente e incubacdo em baixo pH. O tratamento com S/D é efetivo
contra virus envelopados (UEMURA et al., 1994; CHANG et al., 2000). A incubacao
em baixo pH também representa um robusto método de inativacdo de virus
envelopados, incluindo o HIV (BOS et al., 1998; OMAR et al., 1996; BIESERT, 1996;
REID et al., 1988). Os produtos reagiram negativamente, ou seja, ndo foram reativos
ao HCV, HIV: e HIV,;, HTLV, HBsAg, doenca de Chagas e sifilis, que sé&o
importantes parametros de biosseguranca.

Completando as analises bioquimicas e biofisicas, as amostras foram
submetidas a prova de termoestabilidade, na qual nenhuma alteracdo, como
gelificacdo ou floculacdo, foi observada. Os produtos, formulados em glicina (0.25

mol/L), demonstraram adequada osmolalidade.

5.1. Identificacdo de sorotipos anti-dengue

Uma vez que a IGIV anti-dengue foi cuidadosamente caracterizada, noés
decidimos quantificar os anticorpos contra os sorotipos DENV-1, DENV-2 e DENV-3,

presentes na preparacdo. A tabela 2 apresenta estes dados.

Tabela 2. Titulos de anticorpos anti-dengue presentes na IGIV especifica

Amostra* DENV-1 DENV-2 DENV-3

Mistura de plasma inicial 1:160 1:640 1:40

IGIV anti-dengue 1:160 1:1280 1:160

Kiovig (IGIV comercial - USA)  1:40 1:40 < 1:20 (negativo)

* Os experimentos foram realizados em triplicata e de forma independente.
Os dados apresentados correspondem ao experimento médio.
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A preparagdo de imunoglobulina especifica apresentou nivel elevado de
anticorpos anti-dengue, com titulos de 1:1280 para DENV-2 e 1:160 para DENV-1 e
DENV-3. Como a IGIV foi produzida usando o plasma, previamente triado, de uma
area endémica (CORDEIRO et al., 2007), este resultado era esperado. No Brasil,
por ocasido da coleta das amostras, trés sorotipos estavam em circulagcdo, DENV-1,
DENV-2 e DENV-3, e com casos isolados de infeccdo por DENV-4 na Regiao Norte
do pais (Roraima, Manaus e Belém) (BRASIL, 2010, 2011a, 2011b). A ampla
capacidade neutralizante sob os diferentes sorotipos virais confirmou a atividade
funcional deste produto. Como esperado, a preparacdo comercial de IGIV - Kiovig
(preparada a partir do plasma de doadores americanos) ndo apresentou titulos de
anticorpos anti-dengue significativos.

A viabilidade de uma IGIV brasileira (com titulos elevados de anticorpos anti-
dengue) para o tratamento da infeccdo por dengue, relaciona-se a aplicabilidade de
IGIV especifica para o tratamento de WNV (SAQUIB et al., 2008; WADEI et al.,
2004; HALEY et al., 2003). Entretanto, a seguranca do uso de uma preparacao
brasileira de IGIV em pacientes com infeccdo pelo DENV ainda precisa ser
confirmada. A pré-existéncia de anticorpos heterélogos, na presenca de uma nova
infecgdo, por um sorotipo distinto, pode causar ADE (GUBLER, 2002; GUZMAN,
KOURI, 2004; ROSS, 2010; WILDER-SMITH et al., 2005). Sabendo que os quatro
sorotipos do virus existem no Brasil, estudos sdo necessarios para verificar se a
administracdo de IGIV brasileira, em paciente infectados por dengue, € segura ou

pode causar ADE.

5.2. Imunoglobulina humana anti-dengue fragmentada da porcéao Fc

A determinacdo dos pesos moleculares e pureza da solucdo de fragmentos
F(ab"), foi realizada usando cromatografia de filtracdo em gel. A preparacao final
contém 80% de fragmentos F(ab"), (~110 kDa) e cerca de 10% de pequenos
fragmentos (< 50 kDa). Cerca de 8,5% da preparacdo possui peso molecular
préximo a regido de mondmeros (lgG integra) (> 150 kDa) e apenas 1,5% possui
peso molecular superior a 200 kDa.

A solucao fragmentada da porcao Fc possui pH final de 4.29 e concentragéo
proteica igual a 51,4 mg/mL. Assim como sua preparagao precursora, a solucao de

fragmentos F(ab'), ndo apresentou pirogénios.
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6. MATERIAIS E METODOS

Os ensaios foram realizados em colaboracdo com o laboratério de Interacdo
Microrganismo/Hospedeiro do Departamento de Microbiologia da UFMG, integrante
do Instituto Nacional de Pesquisa em Dengue (INCT em Dengue, CNPQ).

6.1. Virus

Neste trabalho foi utilizado o sorotipo 3 do virus dengue (DENV-3)
previamente adaptado ao hospedeiro murino como descrito em Costa e
colaboradores (2012).

6.2. Animais e protocolos experimentais

Camundongos da linhagem C57BL/6j (8 a 10 semanas) machos ou fémeas
obtidos no centro de Bioterismo (CEBIO) da Universidade Federal de Minas foram
usados nesse trabalho. Estes animais foram mantidos em micro-isoladores com livre
acesso a agua e racdo. Os protocolos experimentais foram previamente aprovados
pelo comité de ética e experimentacdo animal da UFMG (CETEA 113/ 2009).

Para inducdo da dengue experimental os animais foram inoculados por via
intraperitoneal com 100PFU/100uL de DENV-3 baseado na DL50 determinada em
Costa e colaboradores (2012). Nos experimentos de letalidade, a mesma foi
avaliada nos animais a cada 12 horas, durante 14 dias, apés a inoculacdo do virus
(figura 13).

O tratamento com as IGIVs foi realizado por via intravenosa. Diversos
protocolos de administracdo foram realizados inicialmente, avaliando a curva de
letalidade dos animais. Esses protocolos consistiram em dose Unica (4 horas antes
ou 4 horas apos a infeccdo) ou em administracfes multiplas (4 horas antes, 24 e 72
horas apds), inicialmente na dose de 300mg/kg e, posteriormente, em diferentes
doses (10, 30 ou 300mg/kg).
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Figura 13. Estratégia experimental do estudo
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1)

Experimento de letalidade

Animais tratados com 300 mg/kg de
IGIV anti-dengue:

Grupo A. Animais (n=6) tratados apenas
com veiculo (agua e glicina 0,3 M);

Grupo B. animais (n=6) tratados com IGIV
anti-dengue 4 horas antes da infec¢éo;

Grupo C. Animais (n=6) tratados com
IGIV anti-dengue 4 ap06s a infeccéo;

Grupo D. Animais (n=6) tratados com
IGIV anti-dengue 4 horas antes, 4 horas
apoés e em administracdo mdltipla (4 horas
antes, 24 e 72 horas ap6s a infec¢ao).

2) Animais tratados com IGIV anti-dengue

(4 horas antes, 24 e 72 horas apés a
infecgéo):

Grupo A. Animais (n=6) tratados apenas
com veiculo (agua e glicina 0,3 M);
Grupo B. Animais (n=6) tratados com IGIV
anti-dengue na dose de 10mg/Kg;

Grupo C. Animais (n=6) tratados com IGIV
anti-dengue na dose de 30mg/Kg;

Grupo D. Animais (n=6) tratados com IGIV
anti-dengue na dose de 300mg/Kg.

Andlise histoldgica apés tratamento com 10 mg/Kg
4 horas antes, 24 e 72 horas apo0s infecc¢éo

Grupo A. Animais (n=6) ndo infectados;

Grupo B. Animais (n=6) tratados apenas com o veiculo (4gua e glicina 0,3 M);

Grupo C. Animais (n=6) tratados com IGIV polivalente comercial (KIOVIG/ Baxter International Inc, USA);

Grupo D. Animais (n=6) tratados com IGIV anti-dengue.
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6.3. Titulagdo do virus Dengue

Células Vero foram crescidas em meio RPMI com 5% de soro fetal bovino
(SFB) na presenca dos antibidticos: fungizona (2ug/mL), penicilina (100 U/mL) e
gentamicina (50ug/mL). Em seguida tripsinizadas, homogeneizadas e implantadas
em placa de seis pocos a uma densidade de 1x10° células/poco. As placas foram
incubadas em uma estufa a 37°C por cerca de 24 horas, quando entdo seus pogos
apresentaram uma monocamada de células com uma confluéncia de 70% a 80%. As
amostras de baco foram pesadas, maceradas com “cadinho” e pistilo de porcelana
estéreis e diluidas seriadamente em meio RPMI com antibiéticos na auséncia de
SFB. As amostras de sangue foram somente diluidas em meio RPMI. A cada poco
de uma placa foi adicionado 400 pL de cada uma das diluicées (102 a 10”) de uma
dada amostra. O controle de células correspondeu a um poc¢o nao-inoculado, ao
gual foi acrescentado apenas o meio RPMI com antibidticos na auséncia de SFB.

As placas foram incubadas por um periodo de uma hora e meia a 37°C
(periodo de adsorcao) durante o qual foram gentilmente movimentadas de quinze
em quinze minutos para garantir uma distribuicAo homogénea das particulas virais
sobre a monocamada de células. Terminado o periodo de adsorcdo, o meio foi
retirado dos pocos e desprezado, e as células lavadas com uma solucdo tampéo de
fosfato (“tampéo fosfato — PBS”) (0.4 M NaCl e 10 mM de NaPO,). Em seguida, foi
adicionado meio 199 contendo 1,5% de carboximetilcelulose, antibioticos e 3% de
SFB. As placas foram incubadas a 37°C por 7 dias ou até que aparecessem 0s
efeitos citopaticos observados ao microscopio invertido. As mesmas foram fixadas
com formol tamponado a 10% por no minimo 30 minutos e, posteriormente, coradas
com solucdo 1% p/v de cristal violeta em PBS para a determinacdo do titulo das
amostras, os quais foram expressos em PFU/mL (unidades formadoras de placas

por mililitro).

6.4. Determinacdo dos niveis de citocinas

Para dosagem de citocinas, fragmentos de pulmdo e baco, foram
homogeneizados em PBS contendo inibidor de proteases (0,1 mM “fluoreto de
fenilmetilsulfonil”, 0,1 mM “cloreto de benzeténio”, 10 mM “EDTA” e 20 KI aprotinina
A) e 0,05% “Tween 207, na proporcédo de 0,1 g de tecido para cada mL de solucéo;

foi utilizado um homogeneizador elétrico de tecidos (Power Gen 125 - Fisher
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Scientific Pennsylvania, USA). O sobrenadante foi usado para as dosagens, ap6s
centrifugacdo de 5.500 rpm, durante 10 minutos a 4°C (Centrifuga BR4, Jouan,
Winchester, VA, USA). O soro foi obtido a partir do sangue total (15 min a 37° C
seguidos de 30 min a 4° C) por centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 minutos e
posteriormente armazenado a -20° C até andlise posterior.

As amostras de soro, pulmdes e bacgo foram analisadas na diluicdo 1:2 em
PBS contendo 0,1% de albumina bovina, ao passo que as amostras de figado foram
analisadas na diluicdo 1:5 como previamente padronizadas em  Costa e
colaboradores (2012).

Os niveis de IFN-y, TNF-q, IL-6, IL-10 e CXCL1 foram medidos no baco, soro
e pulmdes (apenas CXCL-1) dos animais pela técnica de ELISA, utilizando-se kits de
anticorpos adquiridos do fabricante (R & D Systems, Minneapolis, USA), seguindo o
protocolo recomendado pelo fabricante.

Todos os ensaios foram realizados em placas de 96 pogos (C96 MicroWell™
Plates, Nunc, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA ). Os anticorpos de
captura foram diluidos em PBS, pH 7,4, sendo que a sensibilizacdo ocorreu durante
18 horas a 4° C. A reacao foi bloqueada com PBS acrescido de 1% de albumina
bovina (Sigma, Chemical Co., USA). As amostras, os padrdes e o branco (albumina
0,1%) adicionados ao pog¢os e incubados por 18 hs. A reacdo foi detectada pela
incubacdo com streptavidina conjugada com peroxidase (“HRP-Streptavidin
Pharmingem” - 1:4000) e revelada com “OPD (o-fenilenodiamina dicloridrato” —
Sigma Aldrich, St Louis, USA). Apds 30 minutos a reacao foi interrompida com
H,SO, A leitura foi feita no leitor de ELISA (Status-labsystems, Multiskan RC,

Uniscience do Brasil) com filtro para um comprimento de onda de 492 nm.

6.5. Dosagem de mieloperoxidase (MPO)

A quantificacdo do acumulo de neutrofilos nos tecidos foi obtida pelos ensaios
de atividade da mieloperoxidase como descrito anteriormente (MATOS et al., 1999).
Sumariamente, fragmentos de tecido dos animais infectados ou controles foram
removidos e congelados a -20°C. Apos o descongelamento, 1 g de tecido foi
homogeneizado em 1,9 mL de tampéo (pH 4,7) (0,2 M NacCl, 0,02 M NaPQO,, 0,015 M
NaEDTA), utilizando-se um homogeneizador elétrico de tecidos (Power Gen 125 -

Fisher Scientific Pennsylvania, USA), e centrifugado a 5.500 rpm, por 15 minutos
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(Centrifuga. BR4, Jouan, Winchester, VA, USA). O precipitado foi submetido a lise
hipotbnica (15 mL de solucdo de NaCl 0,2% seguido de adi¢cédo de igual volume de
solucéo contendo NaCl 1,6% e glicose 5%, 30 s apoés ).

ApG6s nova centrifugacao, o precipitado foi ressuspendido em tampéo NaPO,4
0,05 M (pH 5,4) contendo brometo de “hexadeciltrimetilaménio (HTAB)” 0,5% e re-
homogeneizado. Aliquotas de 1 mL da suspensdo foram transferidas para
microtubos (Tubo 3810, Eppendorf do Brasil, Sdo Paulo, SP Brasil) de 1,5 mL e
submetidas a trés ciclos de congelamento/descongelamento utilizando-se nitrogénio
liquido. Essas amostras foram novamente centrifugadas por 15 minutos a 3000 g e
0s sobrenadantes coletados. As amostras dos tecidos foram diluidas previamente a
analise em tampé&o NaPO, 0,05 M na razéo 1:3 (figado) 1:10 (pulméo) e 1:20 (bago).

A atividade da mieloperoxidase no precipitado ressuspendido foi calculada
pela medida das alteracbes na densidade Optica (OD) a 450 nm utilizando
“tetrametilbenzidina” (1,6 mM) e H,O, (0,5 mM). A leitura foi feita no leitor de ELISA
(Status-labsystems, Multiskan RC, Uniscience do Brasil). Os resultados foram

expressos em unidades relativas.

6.6. Quantificacédo dos niveis de plaguetas circulantes

No momento do sacrificio, 10 gL do sangue dos animais NI e infectados foram
coletados da veia cava inferior e colocados em tubos heparinizados. Este volume foi
diluido na proporcédo de 1:100 em solucdo de oxalato de aménio 1%, o volume
incubado por 20 minutos a temperatura ambiente e posteriormente 10 yL colocados
na camara de Neubauer Bright-Line (Optik Labor, Bad Homburg, Germany). Apos
nova incubacdo de 15 minutos, o numero de plaquetas foi quantificado no
microscopio optico invertido (TCM 400 - LABOMED, Culver City, CA, USA) utilizando
a objetiva de 40X.
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6.7. Andlise do indice de hematdcrito

Uma pequena amostra de sangue de cada animal foi coletada por meio de um
tubo capilar de vidro heparinizado para determinacdo de micro-hematdcrito
(Perfecta), o qual foi centrifugado em uma centrifuga de micro-hematdcrito, rotacao
por 10 minutos (Centrifuge hematocrit HT). Em seguida, foi realizada uma proporcao
entre 0 comprimento das porgdes vermelha (concentracdo de elementos do sangue)
e branca (concentracédo de plasma), através de uma regra de trés simples:

Branco + Vermelho ---------------------- 100%

Vermelho -------------mmemmmmmme oo X

Os resultados foram expressos em percentagem e quanto maior o valor
obtido, maior a concentracdo de hemacias no sangue, indicativo de aumento do

extravasamento plasmatico.

6.8. Avaliacdo dos niveis das Transaminases Hepéaticas no soro

O sangue de animais NI e infectados foi coletado pela veia cava inferior,
colocado em tubos heparinizados, centrifugados a 5000 rpm por 10 minutos para
obtencao do soro. A dosagem das transaminases hepaticas foi realizada através de
teste colorimétrico utilizando sistemas reagentes especificos para cada uma delas. A
transaminase ALT foi dosada pelo Kit KO35 Bioclin (Quibasa, Belo Horizonte, Brasil).

A leitura foi realizada em leitor de ELISA no comprimento de onda de 505 nm.

6.9. Analise Histopatolégica

No sétimo dia apds a infeccdo, os animais foram sacrificados e o figado dos
animais coletados. Estes foram imersos em formol tamponado a 10% em PBS por
18 horas e em seguida, colocados em solucdo de alcool 70% até o processamento
das amostras. Para o processamento, os tecidos foram submetidos a subsequentes
passagens em etanol em diferentes concentracdes (80%, 90% e absoluto (2x) — 30
minutos cada), xilol (2x — 20 minutos cada) e em parafina liquida (2x — 30 minutos
cada) (Paraplast — Sigma, Deisenhofen, Germany). Esses tecidos foram incluidos

em blocos de parafina.
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Cortes de 5 micrétomos (um) de espessura foram dispostos em laminas de
microscopia. ApoOs essa fase, foram desparafinizados (xilol 20 minutos; alcool
absoluto, 90%, 80% e 70% - 5 imersdes; agua). As laminas foram coradas segundo
a técnica de coloracdo de Hematoxilina de Harris (20 segundos) e Eosina (8
segundos). Em seguida, houve a desidratacéo (alcool 70, 80, 90% e absoluto (2x) —
5 imersdes; xilol (2x) — 5 imersdes) e montagem das laminas com Balsamo do

Canada sintético.

6.10. Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo médio (EPM).
As diferengas entre as médias foram analisadas utilizando-se andlise de variancia
(ANOVA) com pos-testes de Student-Newman-Keuls. Quando necessario foi
utilizado o teste t de student. Diferencas entre as curvas de sobrevida foram
calculadas usando o teste Log rank. Para a realizacdo de todas as analises, foi
utilizado o software GraphPad PRISM, GraphPad software Inc. (San Diego, CA,

USA). Resultados foram considerados significativos quando p< 0,05.
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7. RESULTADOS

Foram avaliados os efeitos do tratamento de baixa dose (10 — 300mg/kg) da
preparacao de IGIV anti-dengue, no modelo de infeccao priméria pelo DENV-3. IGIV
polivalente comercial (KIOVIG/ Baxter International Inc, Deerfield, IL, USA) foi
utilizada como controle dos experimentos.

Baseado no trabalho de Ben-Nathan e colaboradores (2003), buscou-se
definir o melhor protocolo de tratamento com a IGIV anti-dengue. Para isso a dose
de 300mg/kg foi escolhida e diferentes protocolos experimentais foram adotados
para a avaliacdo da letalidade dos animais ap6s a infeccdo pelo DENV-3 (vide
metodologia). A figura 14A mostrou que nenhum dos protocolos experimentais
adotados foi capaz de neutralizar ou impedir a letalidade dos animais frente a
infeccdo pelo DENV-3 adaptado.

Figura 14. Efeito do tratamento com IVIG anti-dengue sobre a letalidade apés a
infeccdo primaria com o DENV-3. (A) Diferentes grupos de camundongos da linhagem
C57BL/6j (n=6 por grupo) foram tratados com 300 mg/kg de IVIG anti-dengue 4 horas antes,
4 horas ap0s ou 4 horas antes + 24 e 72 horas apds a infec¢éo i.p com 100 PFU/100uL do
DENV-3. A letalidade foi verificada a cada 12 horas durante 14 dias. (B) Camundongos (n=6
por grupo) foram tratados com diferentes doses de IVIG anti-dengue (10, 30 ou 300 mg/kg)
4 horas antes, 24 e 72 horas apds a infec¢do i.p com 100 PFU/100uL do DENV-3. A
letalidade foi verificada a cada 12 horas durante 14 dias. Resultados sdo expressos como
% de sobrevida. dpi = dias ap6s a infeccdo. i.p = intraperitoneal.
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O protocolo de tratamento 4h antes, 24 e 72 horas ap0s a infecgdo com um
inoculo de 100PFU de DENV-3, acarretou uma maior letalidade dos animais tratados
com a IGIV anti-dengue, se comparada aos animais que receberam somente o
veiculo. Em seguida, buscamos entdo investigar se o tratamento com diferentes
doses (dentro da categoria de baixa terapia) resultaria em maior letalidade dos
animais. A Figura 14B mostra que ndo houve diferencga significativa entre a taxa de
letalidade dos animais submetidos ao tratamento com as doses de 10, 30 ou 300
mg/kg da IGIV anti-dengue.

Diante desses dados, decidiu-se investigar os motivos pelos quais 0s animais
tratados com a IGIV anti-dengue apresentaram maior letalidade apos a infecgéo pelo
DENV-3. Para isso, foi utilizado o protocolo de tratamento de 4 horas antes, 24 e 72
horas apos a infeccdo na dose de 10mg/kg de ambas as Imunoglobulinas (Kiovig e
IGIV anti-dengue).

A Figura 15 mostra que o0s animais tratados com IGIV anti-dengue
apresentaram intensa alteracdo hematoldgica no sétimo dia apdés a infeccgéo,
demonstrado pelo aumento dos niveis de hematdcrito e marcante queda no nimero
de plaquetas circulantes (Fig. 15A e 15B, respectivamente).

Os animais tratados com Kiovig apresentaram alteracdes hematoldgicas
importantes muito similares as encontradas nos animais tratados com IGIV anti-
dengue (Fig. 15A e 15B). Entretanto, os animais tratados com IGIV anti-dengue
apresentaram aumento muito importante, e mais significativo, nos niveis de alanina
aminotransferase (ALT) (Fig. 15C), onde esse aumento foi condizente com a lesao
hepatica vista neste grupo (Fig. 16). Os painéis (D-F) mostram o intenso acumulo de
neutrofilos nos 6rgaos dos animais tratados com IGIV anti-dengue.

Nos animais tratados com KIOVIG, os niveis de atividade da mieloperoxidase
(MPO) foram semelhantes aos niveis verificados no grupo que recebeu apenas o
veiculo, exceto no figado dos animais tratados com KIOVIG, que apresentaram

niveis mais elevados (Fig 15D-F).
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Figura 15. Efeito do tratamento com IVIG anti-dengue (DV) ap6s a infec¢cao priméria
com DENV-3 (100 PFU/100puL). Camundongos (n=6 por grupo) foram tratados com
10mg/kg de IVIG anti-dengue ou Kiovig (IVIG CT), 4 horas antes + 24 e 72 horas ap0s a
infeccdo. ApoGs 7 dias de infeccdo, os animais foram sacrificados e o0 sangue, baco, figado e
pulmdo coletados para as seguintes analises: (A) indice de hematdcrito, expresso em
porcentagem (%). (B) Numero de plaquetas no sangue expresso em numero de plaquetas X
10° uL de sangue. (C) Niveis da transaminase hepéatica ALT no soro, apresentados em U/mL
de soro, (D-F) andlise da atividade da MPO. Os resultados sdo apresentados como
unidades relativas por 100mg de tecido. Resultados sdo expressos como media £ SEM. NI-
ndo infectado. * para p< 0.05, quando comparado aos animais NI. # para p< 0.05, quando
comparado ao grupo infectado com indculo subletal. ## para p< 0.05, quando comparado ao
grupo IVIG CT.
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Figura 16. Andlise histolégica do tecido hepéatico apds tratamento com a IVIG anti-
dengue (DV) em animais infectados com DENV-3 (100 PFU/100pL). Camundongos (n=6
por grupo) foram tratados com 10mg/kg de IVIG anti-dengue ou Kiovig (IVIG CT), 4 horas
antes + 24 e 72 horas apés a infeccdo. Apdés 7 dias de infeccdo, os animais foram
sacrificados e o figado foi coletado, processado e os cortes corados pela técnica de H&E
para analise histopatolégica. As figuras sao representativas de um animal de cada grupo.
NI- ndo infectado.

Corroborando os dados de maior letalidade, assim como maior manifestacdo da
doenca, os animais tratados com a IGIV anti-dengue apresentaram elevados niveis de
todas as citocinas avaliadas (IL-6, TNF-a, IFN-y e IL-10) assim como da quimiocina
CXCL-1. J4 nos animais tratados com KIOVIG, os niveis dessas citocinas foram mais
semelhantes as observadas nos animais que receberam o veiculo, exceto para TNF-a
gue esteve mais aumentado nos animais que receberam a KIOVIG (Fig. 17).

Finalizando as andlises, a carga viral no baco e no sangue dos camundongos
tratados com a IGIV anti-denge, KIOVIG ou com o veiculo foi realizada. A Figura 18
mostra a elevada carga viral tanto no baco quanto no sangue dos animais tratados com
a IGIV anti-dengue. No baco a diferenca foi superior a 2 log, em relacdo aos animais
tratados com o veiculo. Os animais que receberam KIOVIG também apresentaram
niveis muito elevados de carga viral em ambos os sitios analisados. Os valores nesse

grupo foram similares aos encontrados nos animais tratados com a IGIV anti-dengue.
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Figura 17. Concentragéo das citocinas ap6s tratamento com IVIG anti-dengue (DV) em animais
infectados com DENV-3 (100 PFU/100uL). Camundongos da linhagem C57BL/6j (n=8 por grupo)
foram tratados com 10mg/kg de IVIG anti-dengue (DV) ou KIOVIG (IVIG CT) 4 horas antes, 24 e 72
horas apéds a infeccdo. Apds 7 dias de infeccd@o, os animais foram sacrificados e o baco, pulméo e
soro coletados para andlise por ELISA da concentragdo das citocinas IL-6 (A), TNF-a (B e G) e IFN-y
(D e H), IL-10 (E) da quimiocina CXCL-1 (C e F). Houve aumento dos niveis de citocinas (IL-6, TNF-a,
IFN-y, IL-10) e da quimiocina CXCL-1). Os resultados sdo expressos por pg/100mg de tecido ou
pg/mL de soro. NI = ndo infectado. i.p = intraperitoneal. ND = n&do-detectavel. Todos os resultados séo
expressos como media + SEM e séo representativos de pelo menos 2 experimentos. * para p< 0.05,
gquando comparado aos animais NI. # para p< 0.05, quando comparado ao grupo infectado com
inoculo subletal. ## para p< 0.05, quando comparado ao grupo KIOVIG (IVIG CT).
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Figura 18. Carga viral no baco e sangue apés tratamento com IVIG anti-dengue (DV)
ou KIOVIG (IVIG CT) em animais infectados com DENV-3 (100 PFU/100uL).
Camundongos da linhagem C57BL/6j (n= 7-11 por grupo) foram tratados com 10mg/kg de
IVIG anti-dengue (DV) ou KIOVIG (IVIG CT) 4 horas antes, 24 e 72 horas apés a infeccao.
Apbs 7 dias de infeccao, os animais foram sacrificados e o bacgo e sangue coletados para o
ensaio de titulacdo viral. (A) carga viral no baco representada por log do PFU/g de baco e
(B) viremia expressa por log de PFU/mL de sangue. i.p = intraperitoneal. ND = né&o-
detectavel. Resultados expressos como mediana. * para p< 0.05, quando comparado com o
grupo veiculo.
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8. DISCUSSAO

Uma das grandes limitacdes para a criacdo de modelos experimentais de
dengue decorre da dificuldade de isolados do virus DENV infectarem e replicarem-
se no hospedeiro murino. Nesse trabalho, foram utilizados isolados de DENV-3
adaptados ao camundongo (SOUZA et al, 2009), que reproduzem em grande parte
a doenca grave (FHD/SCD) vista em humanos. Esses modelos de infec¢do primaria
tém permitido o estudo de diversas moléculas bem como dos mecanismos de
protecdo e/ou doenca associados a infec¢do pelo Dengue (ATRASHEUSKAYA et
al, 2003; SOUZA et al, 2009; ASSUNQAO-MIRANDA et al, 2010; GUABIRABA et
al, 2010; FAGUNDES et al, 2011; COSTA, 2012).

Estudos epidemioldgicos sugerem fortemente que a maioria dos casos de
dengue grave esta relacionada a individuos que sofreram infeccdo secundaria
heter6loga ao sorotipo inicial ou € decorrente de criancas nascidas de maes imunes
a um ou mais sorotipos do DENV. O fenédmeno da ADE é considerado entéo o fator
de risco mais importante para o desenvolvimento de dengue grave (GUZMAN et al,
2002; HALSTEAD et al, 1979; FAGUNDES et al, 2011). Entretanto, pouco se sabe a
respeito deste mecanismo in vivo e sua real contribuicdo com a fisiopatologia da
doenca. Até o0 presente momento, apenas dois estudos foram publicados
demonstrando a ocorréncia desse fenbmeno em camundongos in vivo (BALSITIS et
al, 2010; ZELLWEGER et al, 2010).

A administracdo passiva de anticorpos especificos tem se mostrado uma
importante terapia no tratamento ou mesmo na modificacdo do curso de um grande
namero de infec¢cdes por diferentes Flavivirus, incluindo a infec¢cdo pelo virus da
Encefalite Japonesa (KURODA, YASUI, 1988; ROEHRIG, et al., 2001), pelo virus da
Encefalite de Murray Valley (KURODA, YASUI, 1988; BROOM et al., 2000), do virus
da encefalite de Saint Louis (KURODA, YASUI, 1988; MATHEWS, ROEHRIG,
1984), do virus do Oeste do Nilo (BEN-NATHAN et al., 2003), bem como do virus da
febre amarela cepa 17D (SCHLESINGER, BRANDRISS, WALSH, 1985). Entretanto,
evidéncias a cerca dos efeitos do tratamento com pools de imunoglobulina humana
na infeccédo por dengue séo bastante escassas e controversas (RAJAPAKSE, 2009).

Utilizando o modelo de infeccdo primaria sistémica pelo DENV-3 buscou-se
verificar os efeitos do tratamento de baixa dose de uma IGIV especifica. Os

resultados sdo sugestivos de ocorréncia do fenbmeno ADE nos camundongos
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tratados com IGIV anti-dengue. Esses animais apresentaram exacerbacao de todos
0s paramentros clinicos, bioquimicos e virolégicos descritos anteriormente para os
animais tratados com anticorpos especificos. De maneira interessante, 0os animais
tratados com a IGIV anti-dengue também apresentaram niveis da citocina IL-10
bastante aumentados. Assim como para o TNF-a, elevados niveis de |IL-10 no soro
de pacientes, também foram associados a manifestacdes mais graves da doenca
em humanos (CHATURVEDI et al, 2000; CHEN et al, 2006; NGUYEN et al, 1997).

Corroborando os dados em humanos, em um estudo in vitro com o virus Ross
River, Mahalingam e Lidbury (2002) descreveram que a facilitacdo da infeccdo e
principalmente o aumento da replicacdo viral nas células da linhagem fagocitica
mononuclear ndo estavam apenas associados com 0S processos extrinsecos
relacionados a adsorc¢édo do virus, mas também com o aumento da produgéo de IL-
10 e consequente supressdao de importantes mecanismos intracelulares
relacionados com a producdo de mediadores antivirais, como os IFNs do tipo | e o
oxido nitrico. Mais recentemente, Chareonsirisuthigul, Kalayanarooj e Ubol (2007),
descreveram esse mesmo perfil de subversdo de mecanismos intracelulares,
induzida por anticorpos, em células humanas da linhagem THP-1 frente a infeccéo
pelo DENV-2. O tratamento com KIOVIG (Baxter International Inc, Deerfield, IL,
USA) causou a exacerbacdo dos parametros hematolégicos e da carga viral,
semelhantes aos vistos nos animais que receberam a IGIV anti-dengue. Por se tratar
de uma preparacado importada, proveniente de area ndo endémica para DENV, os
titulos encontrados para os sorotipos do virus dengue nao foram significativos
(tabela 2). Sendo assim, a exacerbacdo dos parametros observados, apos
tratamento com KIOVIG, deva-se, provavelmente, a existéncia de anticorpos para
outros Flavivirus, a exemplo do Virus do Oeste do Nilo, que estejam permitindo a
ocorréncia de fendmeno de ADE, de menor intensidade, nesses animais.

A fim de alcancar um estado de imunidade frente a infeccdo por DENV e
afastar a possibilidade de ocorréncia de ADE foi produzida uma preparacao
intravenosa de fragmentos F(ab’), de IgG anti-dengue (secéo 4.4). Estes fragmentos
mantém a capacidade de formar complexos antigeno-anticorpo, retendo assim o
potencial de neutralizagdo viral, entretanto, por serem desprovidos da por¢ao Fc
eliminam a possibilidade de ocorréncia de ADE, fendmeno dependente desta
porcdo. A avaliacdo da eficdcia do uso dos fragmentos F(ab’),, no modelo de

infeccdo primaria pelo DENV-3, ainda sera conduzida.
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9. MATERIAIS E METODOS

9.1. Desenho do estudo experimental

Este projeto experimental foi conduzido apds aprovacdo do Comité de Etica
do Uso Animal (CEUA) do Centro de Biotecnologia e Terapia Celular (CBTC),
Hospital Sdo Rafael, Salvador — BA (nimero de protocolo 245/ 2009, protocolo de
renovacao). Trinta camundongos da linhagem C57BL/6, pesando entre 23 - 28 g,
sexo feminino, foram obtidas do biotério central do Centro Multidisciplinar para
Investigacdo Bioldgica na Area de Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB), da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas—SP. Os camundongos
foram randomizados em 3 grupos: grupo controle (n=10), grupo albumina (n=10) e
grupo imunoglobulina (n=10).

N&o foi realizado nenhum tipo de tratamento nos animais do grupo controle,
enquanto que nos outros dois grupos (albumina e imunoglobulina) foram inoculadas,
por via intraperitoneal, 1.000 tripomastigotas da cepa Colombiana de T. cruzi. No 15°
dia po6s infeccdo foi realizada leitura em microscopio 6ptico com a finalidade de
acompanhamento da parasitemia. No 40° e 180° dias pds-infeccao, todos os animais
foram submetidos a avaliacdo funcional cardiaca, que consistiu na realizacdo de
eletrocardiograma, ecocardiograma e teste ergométrico. Apds 9 meses da infeccéo,
0s animais do grupo imunoglobulina receberam dose de 1 mg/kg/dia da
imunoglobulina humana polivalente (HEMOPE), diluida em salina, durante 5 dias,
por via intraperitoneal. Os animais do grupo albumina receberam 1mg/kg/dia de
albumina humana (Albumina Sérica Humana Normal a 20% - Baxter Bioscience)
diluida em salina durante 5 dias, também por via intraperitoneal.

Trés meses apo6s o uso de imunoglobulina ou albumina, os animais dos 3
grupos realizaram nova avaliagdo funcional cardiaca, sendo posteriormente
sacrificados e submetidos a avaliacdo morfométrica e dosagem de citocinas (Figura
19).
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Figura 19. Desenho do estudo experimental.
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9.2. Animais

Trinta camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 foram mantidos no biotério
do CBTC (Centro de Biotecnologia e Terapia Celular) com agua e comida ad libitum,
sob condicdes ideais de temperatura e luminosidade. Todo o protocolo foi
acompanhado por veterinario do biotério do CBTC, e as manipulacfes foram feitas
de acordo com as normas de manipulacdo de animais do National Institutes of
Health (NIH).

9.3. Infeccdo de camundongos por T. cruzi

Vinte camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 com 6 a 8 semanas de
idade foram inoculados por via intraperitoneal com 1.000 tripomastigotas da cepa
Colombiana de T. cruzi (FEDERICI et at, 1964), obtidos do sobrenadante de cultura
de células da linhagem LCC-MK2 infectadas. A avaliacdo da infec¢do aguda foi feita
através da parasitemia periddica. Os niveis parasitémicos dos camundongos

infectados foram acompanhados a partir do 15° dia pés-infeccdo pela contagem em
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microscépio éptico dos parasitos presentes em 50 campos (magnitude de 400x) em
uma lamina contendo 5 pl de sangue periférico obtido da cauda do animal e coberto
com uma laminula 24 x 24 mm (MELO et al., 1978).

9.4. Esquema de tratamento

Visando explorar os efeitos imunomodulatérios da 1gG, para esta fase do
trabalho, foi utilizada a preparacao de imunoglobulina polivalente humana produzida
no HEMOPE, cuja producéao foi descrita na se¢éo 4.1.

Dez camundongos chagasicos cronicos (com 9 meses de infeccdo) foram
alocados no grupo imunoglobulina e receberam uma administragdo de 1 mg/kg/dia
em salina durante 5 dias, por via intraperitoneal. Outros 10 camundongos com
mesmo tempo de infeccdo receberam solugcdo contendo 1 mg/kg/dia de albumina
humana (Albumina Sérica Humana Normal a 20% - Baxter Bioscience) em salina
durante 5 dias, também por via intraperitoneal. Os animais foram acompanhados

durante este periodo para observar possiveis efeitos toxicos dos tratamentos.

9.5. Avaliacéo eletrocardiografica (ECG)

As andlises do ECGs incluiram a mensuracédo da frequéncia cardiaca, além
das medidas dos intervalos PR e QT corrigido e, a avaliacdo quanto a presenca de
disturbios de conducéao e arritmias. A fim de minimizar as interferéncias do ambiente
sobre os registros foi utilizado um filtro de corte de 0,1 a 1 Hz (ROCHA et al., 2006).

Como os ECGs de roedores ndo apresentam a onda T separada do complexo
QRS (BESTETTI et al., 1990), o intervalo QTc foi mensurado no lugar da duracéo do
complexo de QRS. O intervalo de QT foi medido utilizando como referéncia o inicio
do complexo QRS e o final da onda T. Para encontrar o QTc, utilizou-se a medida do
QT dividida pela raiz quadrada do intervalo RR.

Apés a inducdo de anestesia utilizando o sistema de isofluorano (0,5 a 2%),
foi iniciada a aquisicdo dos registros eletrocardiograficos. Os registros de
eletrocardiogramas foram adquiridos usando um equipamento Bio Amp PowerLab
System (PowerLab 2/20; ADInstruments, Castle Hill, Australia), que permite o
registro de sinais biol6égicos em animais com total isolamento elétrico. Os dados
foram adquiridos e armazenados em computador e analisados no programa Chart 5

for Windows (Power Lab; ADInstruments, Castle Hill, Australia).
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9.6. Avaliagdo funcional por ergometria

Dentre os parametros que avaliam o grau de acometimento do coracdo na
CCC, a tolerancia ao esforco é o de maior significado. O teste ergoespirométrico é
um exame importante na avaliacdo funcional cardiaca em geral. Quando
comparados a individuos saudaveis, os pacientes cardiopatas habitualmente
apresentam menor tempo de exercicio e distancia percorrida.

Quanto aos parametros espirométricos, no inicio do exercicio, observa-se que
a producao de CO, aumenta linearmente com o consumo de O, mantendo uma
relacdo VCO,/VO, (também chamada de quociente respiratorio) préxima de 1. Com
a progressao do esforco, a producao de CO; ultrapassa o consumo de O,, e comeca
a haver aumento do QR, que € um indicador do substrato energético utilizado pelo
organismo.

Para os estudos de ergometria foi utilizado o equipamento LE 8700 — CO
(Panlab, Barcelona, Espanha), com fluxo de ar na camara controlado por um
trocador de gases (LE 400, Panlab). A amostra de gases foi levada por um circuito
fechado ao analisador de gases (OXYLET 00, Panlab), sendo os dados enviados ao
computador através de um amplificador contendo uma placa analdgico-digital (ML
820, PowerLAb, ADInstruments, Australia). Os dados foram armazenados em
computador para analise no programa Chart 5 for Windows — Metabolism for
PowerLab System.

Os animais foram colocados na esteira 20 minutos antes de iniciar o
exercicio. A velocidade inicial foi de 12 cm/s, com modificacdo do estagio a cada 5
minutos, com incrementos na velocidade de 6 cm/s. Os testes foram realizados até
0S animais entrarem em exaustdo, caracterizada pela permanéncia por 5 segundos
ou mais na area de choque. Os parametros avaliados foram tempo de exercicio,
distancia percorrida, velocidade final, estagio maximo alcancado, consumo de

oxigénio, producéo de dioxido de carbono, quociente respiratério e gasto energético.

9.7. Avaliacédo funcional por ecocardiograma transtoracico

O ecocardiograma transtoracico € um exame complementar de baixo custo,
gue fornece informagdes fundamentais sobre a fungéo ventricular esquerda e direita,
sistOlica e diastolica, sobre os volumes e didmetros das cavidades cardiacas, sobre

o funcionamento das valvulas, dentre outras. Na CCC, em sua forma dilatada,
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observa-se disfuncdo ventricular de grau variados, associada a dilatacdo de
camaras cardiacas, marcadamente do ventriculo esquerdo.

Para aquisicdo das imagens foi utilizado equipamento desenhado para
pequenos roedores, o Vevo da Visual Sonics (Toronto, Canada), que dispbe de
transdutor de 30 Mhz e propicia elevado detalhamento da anatomia cardiaca. Os
exames foram gravados no disco rigido do proprio equipamento.

Para a realizacao do estudo ecocardiografico os animais foram anestesiados
com isofluorano (0,5 a 2%) por via inalatoria, sendo controlada a concentracao do
anestésico ofertado pela frequéncia cardiaca, que deveria manter-se acima de 350
bpm (STYPMANN et al., 2007). Apesar de o anestésico deprimir a frequéncia
cardiaca, a relacdo frequéncia cardiaca/fracdo de encurtamento mantém-se
constante (ROTTMAN et al., 2007). Anestesiado, o animal foi colocado em decubito
dorsal em mesa movel, facilitando a aquisicdo da imagem nas diferentes janelas
acusticas, e aquecida a 37° C, com o intuito de evitar hipotermia. A avaliacédo
ecocardiografica transtoracica foi realizada utilizando como ferramentas os modos
unidimensional (modo-M) e bidimensional, e o doppler pulsado.

A funcdo sistolica do ventriculo esquerdo (VE) foi avaliada utilizando as
janelas paraesternal longitudinal, paraesternal transversal e paraesternal direita. O

diametro ventricular foi mensurado em cinco ciclos cardiacos seguidos.

9.8. Avaliacfes histolégica e morfométrica

Apés eutanasia dos animais, os coracbes e fragmentos de musculo
esquelético foram removidos e fixados em formalina 4%, para processamento
histolégico. Seccbdes dos coracdes e dos musculos dos animais foram coradas por
hematoxilina e eosina e analisadas por microscopia de campo claro, para a
contagem de células inflamatorias, ou por tricromio de Masson, para a avaliacdo do
percentual de fibrose.

As gquantificacbes foram realizadas em cortes de coracédo inteiro depois de
escaneamento das laminas utilizando o sistema Aperio ScanScope (Aperio
Technologies, Vista, CA). As imagens foram analisadas com o programa Image Pro

Plus (versédo 7.0, Media Cybernetics, San Diego, CA).
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9.9. Avaliagdo por imunoflourescéncia

As quantificagdes foram realizadas em cortes de coragéo inteiro depois do
escaneamento das laminas utilizando o sistema Aperio ScanScope (Aperio
Technologies, Vista). Secgdes de 4 ym foram desparafinizadas (xilol 1 e 2 - 10
minutos cada), reidratadas (&lcool absoluto, alcool 90%, alcool 70%, alcool 30% e
agua destilada - 5 minutos cada) e submetidas a recuperacao antigénica em tampao
citrato (Zymed, San Francisco, CA) a temperatura controlada (95° - 98°C) por 20
minutos. Apos esfriar, as [aminas foram lavadas em PBS, incubadas 10 minutos com
background blocker (Diagnostic BioSystems, Pleasonton, CA) para bloqueio das
ligacdes inespecificas e incubadas com anti-IgG humana conjugada com Alexa Fluor
488 (1:200, Molecular Probes, MD, USA) por 12 h a 4° C. Posteriormente, as
laminas foram lavadas com PBS Tween 20 0,05%, contracoradas com azul de
Evans 0,001% (10 minutos) e lavadas com PBS. As laminas foram montadas com
laminulas de vidro utilizando-se o meio de montagem Vectashield (Vector
Laboratories, Inc., Burligame, CA) contendo DAPI (4'-6-diamidino-2-fenilindol) para
marcacédo dos nucleos. As imagens foram obtidas em microscopio confocal Fluoview
1000 (FV 1000, Olympus, Japao).

9.10. Avaliacdo das concentracdes de citocinas

O perfil de citocinas, produzido nos diferentes grupos experimentais, foi
analisado em amostras de soro dos animais usando o kit Bio-Plex de citocinas para
camundongos (Bio-Rad, Richmond, CA), de acordo com as instrucdes do fabricante.
Foram analisadas as seguintes citocinas: IL-1a, IL-18, IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, IL-9, IL-
10, IL-12p40, IL-12p70, IL-13, IL-17, Eotaxina, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, KC, MIP-1 q,
MIP-1 3, MCP-1, RANTES e TNF-a.

As amostras de soro, diluidas 1:4, assim como as citocinas recombinantes,
foram incubadas com microesferas fluorescentes ligadas a anticorpos, e depois com
0 anticorpo de deteccdo conjugado com biotina, seguido de incubacdo com
estreptavidina-ficoeritrina. As microesferas foram contadas no Sistema Bio-Plex 200
(Bio-Rad, Richmond, CA), sendo os dados analisados com auxilio do software Bio-

Plex Manager.
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Foram mensuradas as concentracoes de TNF-a, IFN-y e IL-10 em extrato de
coracdo. As proteinas do coracdo foram extraidas de 100 mg de tecido/mL em
solucéo salina e adicionados 0,4 mmol/L de cloreto de sodio, 0,05% Tween 20, e
inibidores da protease (0,1 mmol/L de fenilmetilsulfonilfluoride, 0,1 mmol/L cloreto de
benzeténio, 10 mmol/L de &cido etilenodiaminotetracético e 20-KI A/100 aprotinina
mL). Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 10 min a 3000 g, com
manutencdo dos sobrenadantes congelados a 70° C. As concentracdes de citocinas
no extrato foram estimadas usando kits de ensaio imunoenzimatico TNF-a, IFN-y e
IL-10 (R & D Systems), de acordo com as instru¢des do fabricante. A reacao foi
revelada apos incubacdo com conjugado de estreptavidina-peroxidase, seguido por
deteccgao utilizando 3,3’ 5,5’ - tetrametilbenzidina e da leitura em 450 nm.

9.11. Analise estatistica

As variaveis eletrocardiograficas (IPR, QTc e FC) foram comparadas pelo
one-way ANOVA com poés-teste Tukey nos grupos controle, albumina e
imunoglobulina. O teste de Fisher foi utilizado para comparar a frequéncia da
arritmia entre os animais tratados e nao tratados com imunoglubulina. Variaveis
ecocardiograficas avaliadas sequencialmente no mesmo animal foram comparadas
entre os grupos por ANOVA de medidas repetidas (repeated measures) com o pos-
teste Tukey nas avaliacGes ecocardiograficas. O teste t de student ndo pareado foi
utilizado na ergometria, ecocardiografia e histopatologia para comparar os animais
crbnicos com os controles ndo infectados de mesma idade e, para comparar 0s
animais chagéasicos cronicos dos dois grupos. A avaliacdo das citocinas foi feita
através do teste ANOVA seguido de teste de comparacbes multiplas de Neuwan-
Keuls. Os resultados foram considerados significantes quando p <0,05. Os dados
obtidos foram avaliados considerando distribuicdo paramétrica com o auxilio dos

programas Graphpad Prism 5 (2007) e BioCalc.
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10. RESULTADOS
10.1. Caracterizacdo do modelo de cardiomiopatia chagasica cronica

Camundongos da linhagem C57BL/6 foram infectados com 1.000
tripomastigotas da cepa Colombiana de T. cruzi. A contagem das formas
tripomastigotas no sangue foi realizada em diferentes dias pés-infeccéo, tendo sido
observado o pico de parasitemia por volta do 30° dia (Figura 20).

Figura 20. Avaliacdo da infec¢do aguda, pela cepa Colombiana de T. cruzi, através
da andlise da parasitemia.
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10.1.1. Avaliacbes eletrocardiogréficas

Para esta andlise foram utilizados os dados eletrocardiograficos dos animais
cujos tracados permitiram avaliagdo dos intervalos medidos. Avaliada de forma
isolada a frequéncia cardiaca (FC), entre os animais ndo infectados (n=9) e
chagasicos (n=19), ndo observamos diferenca com significancia estatistica, com FC:
421,3 + 14,53 bpm no grupo nao infectado e FC: 420,7 + 11,55 bpm nos animais
chagasicos (IC 95%: -39,71 - 0,41; p = 0,97) (Figura 21).
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Figura 21. Avaliacdo da frequéncia cardiaca em animais néo infectados e chagésicos
cronicos. Resultados sdo expressos como a média + SEM de 9 animais néo infectados e
19 animais chagasicos cronicos (6 meses pos-infec¢éo).
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O prolongamento do intervalo PR, que indica o retardo na conducao entre 0s
atrios e os ventriculos, ndo foi observado nos animais chagasicos cronicos, que
tiveram duracédo do intervalo PR maior do que os animais nao-infectados (73,53 +
5,34 ms x 58,56 + 16,37 ms; IC 95%= -32,93 - -2,98; p=0,098), porém sem atingir
significancia estatistica (Figura 22A). Nao houve diferenca entre os animais dos dois
grupos quanto a duracdo do intervalo QTc (29,84+ 2,34 ms x 28,5+ 3,11 ms; IC
95%-=-9,43-6,74; p=0,73) (Figura 22B).

Figura 22. Avaliacdo dos intervalos eletrocardiograficos em animais néo infectados e
chagasicos crénicos. Duracdo do intervalo PR (A) e do intervalo QTc (B) nos
camundongos ndo-infectados e chagasicos (6 meses pos-infec¢do). Resultados expressos
como a média + SEM de 9 dos animais ndo infectados e 19 animais dos animais
chagésicos.
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Os animais ndo-infectados (n=9) ndo apresentaram arritmias cardiacas as
quais foram observadas nos animais chagasicos cronicos. Dos 19 animais
infectados crénicos 3 evoluiram para ritmo de BAVT e 5 evoluiram com diversas
bradiarritimias (Figuras 23 e 24).

Figura 23. Tracados eletrocardiograficos. (A) ECG de camundongo néo-infectado.
Observam-se todos os complexos QRS precedidos por onda P, com intervalo PR normal.
(B) ECG de camundongo chagésico, com evidéncia de BAV de 20 grau Mobitz tipo Il. Os
intervalos PRs sdo constantes, com presenca de uma onda P bloqueada (*), ndo seguida de
QRS. (C) ECG de camundongo chagasico, com evidéncia de BAV de 30 grau, no qual onda
P (**) e QRS ndao se correlacionam; os atrios e os ventriculos estao dissociados. (D) ECG de
camundongo chagasico, com evidéncia de ritmo juncional, no qual se observa onda P (***)
retrograda, localizada ap6s o QRS.

Figura 24. Avaliacdo de arritmias entre animais ndo-infectados e chagasicos crénicos.
Percentual de arritmias (A) e BAVT (B) nos camundongos nao-infectados e em chagéasicos
cronicos (6 meses). Resultados expressos em percentuais de 9 dos animais néo infectados
e 19 animais dos animais chagasicos. * p < 0,05.
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10.1.2. AvaliacBes ergométricas e respirométricas

Para esta andlise foram utilizados os dados eletrocardiogréficos e
respirométricos dos animais cujos tracados permitiram avaliacdo acurada dos
intervalos medidos. O tempo de exercicio (2.577 + 117,3 s x 1.688 + 83,95 s; IC
95%: 587,1-1.190; p = <0,0001), a distancia percorrida (730,4 £ 59,19 m x 348,6 +
25,73 m; 1C95%: 269,7-493,8; p = <0,0001), o estagio alcancado (8,8 + 0,25 x 6,18 +
0,28; 1C95%:1,69-3,55; p = <0,0001) e a velocidade final atingida (52,8 + 1,50 cm/s x
37,09 £ 1,70 cm/s; 1C95%:10,12-21,3; p = <0,0001) foram maiores entre 0s animais

nao-infectados, quando comparados aos animais chagasicos (Figura 25).

Figura 25. Avaliagdo dos dados ergométricos em animais nao-infectados e
chagéasicos crbnicos (6 meses poés-infeccao). (A) Tempo de exercicio. (B) Distancia
percorrida. (C) Velocidade final alcancada. (D) Estagio maximo atingido. Resultados
expressos em média + SEM de 9 dos animais nao infectados e 19 animais dos animais
chagésicos. *** p < 0,0001.
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Os animais nao infectados e chagéasicos tiveram um aumento nos valores de
VO,, VCO, e gasto energético com a progressdo do esfor¢co, com significancia
estatistica, porém nao foi detectada diferenca entre os dois grupos nestes
parametros. Os valores de QR, tanto em repouso quanto no pico do esforco, foram
maiores nos animais chagasicos que tiveram uma discreta queda no QR no pico do

esforgo, 0 que nao ocorreu nos animais ndo-infectados (Figura 26).

Figura 26. Avaliacdo dos dados respirométricos em animais nd&o-infectados e
chagasicos cronicos. (A) VO,. (B) VCO,. (C) Gasto energético. (D) Quociente respiratoério.
Resultados expressos em média £+ SEM de 8 dos animais ndo infectados e 18 animais dos
animais chagasicos. * p < 0,05. ** p < 0,001. *** p < 0,0001.
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10.1.3. Avalia¢Oes ecocardiogréficas

Para esta andlise foram utilizados os dados ecocardiograficos dos animais
cujos tracados permitiram avaliacdo acurada dos intervalos medidos. Ndo foram
observadas diferencgas estatisticamente significantes entre o grupo de camundongos
ndo-infectados e o de chagasicos crbnicos, quando avaliados fracdo de ejecéo
(63,89 + 3,68 % x 66,5 + 3,39 %; IC95%:-14,33-9,11; p=0,64), didmetro diastdlico
(3,27 £ 0,07 mm x 3,05 £ 0,07 mm; 1C95%:-0,02-0,44; p=0,07) e didametro sistdlico
(2,32 £ 0,10 mm x 1,94 + 0,08 mm; IC95%: 0,09-0,65; p=0,06) do ventriculo
esquerdo (Figura 27), evidenciando que neste modelo os animais nédo evoluem com

dilatagao ventricular e disfuncgéo sistdlica.

Figura 27. Avaliagdo dos paradmetros ecocardiograficos em animais ndo-infectados e
chagasicos cronicos. Diametros sistolico (A) e diastélico (B) finais do ventriculo esquerdo.
(C) Fracdo de ejecdo. Resultados expressos em média + SEM de 8 dos animais nao
infectados e 18 animais dos animais chagasicos.
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10.2. Avaliacao dos efeitos da terapia com imunoglobulina

Os animais chagasicos foram divididos em dois grupos, sendo que um
recebeu albumina e o outro imunoglobulina G humana, ambos por via
intraperitoneal. Dos 20 animais iniciais (10 grupo albumina e 10 grupo
imunoglobulina) ocorreram 02 6bitos, sendo 01 em cada grupo, assim, restando 18
animais para serem avaliados. As avaliagfes cardiol6gicas foram repetidas nos 18
animais chagasicos ap6s 120 dias da infusdo de albumina ou imunoglobulina
(Figura 28).
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Figura 28. Sobrevida dos animais nao-infectados e chagéasicos crénicos do grupo
albumina e do grupo imunoglobulina. Resultados expressos em média + SEM de 8 dos
animais nao infectados e 18 animais dos animais chagésicos.
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10.2.1. Avaliagdes de funcéo cardiaca
10.2.1.1. Resultados eletrocardiograficos

Para esta analise foram utilizados os dados ecocardiograficos dos animais
cujos tracados permitiram avaliacdo acurada dos intervalos medidos. A avaliacdo da
frequéncia cardiaca, entre os animais chagasicos tratados com albumina e
imunoglobulina (Figura 12), ndo foi observado diferenca com significancia estatistica
com FC: 421,3 £ 14,53 bpm no grupo albumina e FC: 420,1 £+ 18,49 bpm no grupo
imunoglobulina (IC 95%: -40,18 — 52,65; p = 0,95).

Figura 29. Avaliagdo da frequéncia cardiaca em animais chagasicos cronicos tratados
com albumina ou com imunoglobulina. Resultados expressos em média + SEM de 8 dos
animais grupo albumina e 9 animais do grupo imunoglobulina.
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Também, ndo houve diferenca com significancia estatistica, quando avaliado
o intervalo PR, entre os animais chagasicos tratados com albumina, quando
comparados entre si (72,3 + 3,26 ms x 81,5 + 8,84 ms; IC95%:-27,31-9,55; p=0,31),
ou no grupo imunoglobulina no pré e pos tratamento (74,3 £ 9,97 ms x 63,6 £ 4,70
ms; 1C95%:-29,4-50,77; p=0,56). Entretanto, houve influéncia da terapia com
imunoglobulina no prolongamento do intervalo QTc, quando avaliado este grupo nas
fases pré e pos-tratamento (25,8 £ 2,76 ms x 38,0 + 4,08 ms; I1C95%:-22,5- -1,84;
p=0,02) (Figura 30).

Figura 30. Avaliagcdo dos intervalos eletrocardiograficos em animais chagésicos
cronicos tratados com albumina ou com imunoglobulina. Duragéo do intervalo PR (A) e
do intervalo QTc (B) nos camundongos chagasicos tratados com albumina ou com
imunoglobulina nas fases pré- (6 m.p.i) e pos-tratamento (8 m.p.i). Resultados expressos em
média + SEM de 8 dos animais grupo albumina e 9 animais do grupo imunoglobulina.
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No grupo albumina, dos 09 camundongos analisados, 07 inicialmente
encontravam-se em ritmo sinusal e 2 animais em BAVT. ApGs 0 uso da albumina
apenas 04 dos 07 animais mantiveram-se em ritmo sinusal. Dos 05 animais
restantes, 02 permaneceram em BAVT, 01 animal evoluiu para ritmo juncional e 02

para BAVT, totalizando 05 animais com progressao de doenca arritmica (Figura 30).
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No grupo imunoglobulina, dos 09 animais analisados, 06 inicialmente
encontravam-se em ritmo sinusal, 02 animais em BAV 20 grau Mobitz Il e, 1 em
BAVT. Apés o uso de imunoglobulina apenas 01 animal manteve-se em ritmo
sinusal, sendo observada a progressao da doenca arritmica nos 08 animais
restantes que progrediram para ritmo de BAVT (Figura 31).

Figura 31. Tracados eletrocardiogréficos de animais chagéasicos crénicos. ECG de
camundongo albumina pré-tratamento, em ritmo sinusal (A) e pds-tratamento, em BAVT (B).
ECG de camundongo imunoglobulina pré-tratamento, em ritmo sinusal (C) e p4s-tratamento,
em BAVT (D).
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As diferencas entre os percentuais de arritmias em geral e de BAVT foram
significativas quando comparados o0s grupos tratado com albumina ou com

imunoglobulina (Figura 32).
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Figura 32. Avaliacdo de arritmias em animais chagéasicos cronicos tratados com
albumina ou com imunoglobulina nas diferentes fases do tratamento. Percentual de
arritmias (A) e BAVT (B) nos camundongos chagasicos nas fases pré- (6 m.p.) e pés-
tratamento (8 m.p.i). Resultados expressos em média + SEM de 8 dos animais grupo
albumina e 9 animais do grupo imunoglobulina.
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10.2.1.2. Resultados da avaliacdo funcional ergométrica e respiromeétrica

Para esta andlise foram utilizados os dados dos animais cujos tracados
permitiram avaliacdo acurada dos intervalos medidos. Quando considerados 0s
parametros de tempo de exercicio, distancia percorrida, velocidade final e estagio
maximo alcancado, observamos uma diferenca com significancia estatistica entre os
animais chagéasicos dos dois grupos, com importante agravamento funcional nos
animais tratados com imunoglobulina (Figura 33).

Nos animais tratados com imunoglobulina observamos uma reducéao
significativa do tempo de exercicio (1774 £ 91,06 s x 1096 + 156,1 s; 1C95%: 315,8-
1040; p < 0,001), distancia percorrida (378,3 £ 34,0 m x 175,9 + 37,0 m; 1C95%:
97,34-307,3; p < 0,001), velocidade final alcancada (38,5 + 2,01 cm/s x 25,2 + 2,80
cm/s; 1C95%: 6,26-20,34; p < 0,001) e estagio final (6,41 + 0,33 x 4,20 + 0,46;
1C95%:1,04-3,39; p < 0,001) quando comparamos pré- e pds-uso da terapia com
imunoglobulina humana. Entretanto, ndo evidenciamos uma redugdo significativa
dos parametros acima mencionados (tempo de exercicio, velocidade final e do

estagio maximo alcancado) no grupo albumina.
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Figura 33. Avaliacdo dos dados ergométricos em animais chagasicos crénicos
tratados com albumina ou com imunoglobulina. (A) Tempo de exercicio. (B) Distancia
percorrida. (C) Velocidade final alcancada. (D) Estagio maximo atingido. Resultados
expressos em média + SEM de 8 dos animais grupo albumina e 9 animais do grupo
imunoglobulina.
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O grupo imunoglobulina evoluiu com redugdo do VO2 no pico do esforgo
(5981 + 185,2 ml/Kg/h x 4479 + 436,7 mi/Kg/h; 1C95%:403,9-2600; p<0,05), com
significancia estatistica, ndo sendo observado altera¢cdes no grupo albumina (Figura
34).

Figura 34. Avaliagcdo de VO, e VCO, em animais chagéasicos crbénicos tratados com
albumina ou imunoglobulina. VO, de repouso (A) e de pico do esforco (B). VCO, de
repouso (C) e de pico do esforco (D). Resultados expressos em média + SEM de 8 dos
animais grupo albumina e 9 animais do grupo imunoglobulina.
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Quanto a producao de dioxido de carbono pdde-se observar queda acentuada
no VCO, em repouso no grupo albumina, ndo sendo evidenciadas alteracdes
significativas no grupo tratado com imunoglobulina (Figura 34).

GOUVEIA, F. L.



Capitulo 3 — Resultados 98

Os animais de ambos 0s grupos apresentaram gasto energético similar em
repouso, porém com piora do gasto energético no pico do esfor¢o no grupo tratado
com imunoglobulina (715,3 £ 23,2 Kcal x 532,1 + 40,8 Kcal; IC95%: 76,3-290; p <
0,001), ndo sendo evidenciadas variagdes no grupo albumina. Observou-se ainda
gueda do quociente respiratério nos dois grupos, sem significancia estatistica no
pico do esforgo (Figura 35).

Figura 35. Avaliacdo de gasto energético e quociente respiratério em animais
chagasicos crbnicos tratados com albumina ou imunoglobulina. Gasto energético em
repouso (A) e no pico do esforco (B). Quociente respiratério em repouso (C) e no pico do
esforco (D). Resultados expressos em média + SEM de 8 dos animais grupo albumina e 9
animais do grupo imunoglobulina.
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10.2.1.3. Resultados ecocardiograficos

Foi evidenciada uma queda da fracdo de ejecdo mensurada ao
ecocardiograma em ambos 0s grupos, porém com significancia estatistica apenas
no grupo albumina (66,6 £ 2,65 % x 54,5 + 2,54 %; 1C95%: 4,27-19,89; p < 0,01)
(Figura 36).
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Figura 36. Avaliacdo da fracdo de ejecdo mensurada pelo ecocardiograma em animais
chagésicos cronicos tratados com albumina ou imunoglobulina. Resultados expressos
em média + SEM de 8 dos animais grupo albumina e 9 animais do grupo imunoglobulina.
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Quando da avaliacdo dos diametros sistélico e diastélico final do ventriculo
esquerdo ndo observamos alteragdes no grupo imunoglobulina, porém ganho

significativo desses volumes no grupo albumina (Figura 37).

Figura 37. Avaliacdo dos diametros sistélico e diastdlico final do VE mensurados pelo
ecocardiograma em animais chagasicos crbnicos tratados com albumina ou
imunoglobulina. Resultados expressos em média + SEM de 8 dos animais grupo albumina
e 9 animais do grupo imunoglobulina.
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10.2.3. AvaliacOes histol6gicas e morfoldgicas

Secc¢bes de coracdes de camundongos chagésicos crénicos apresentaram
alteracfes histologicas caracteristicas da cardiomiopatia chagésica crénica (Figura
38), com evidéncia de infiltrados inflamatorios focais e disseminados compostos
predominantemente por células mononucleares, miocitolise, mionecrose e fibrose.
Na figura 38A, um corte de coracdo normal, com coloragcdo por hematoxilina e
eosina, mostra fibras cardiacas sem alterac6es morfologicas e/ou inflamatérias. A
figura 38B mostra corte de coracdo de animal chagasico cronico, tratado com
albumina humana, com coloragdo por hematoxilina e eosina, evidenciando intenso
infiltrado  inflamatério  multifocal produzido por células mononucleares,
frequentemente aderidas a fibras cardiacas, produzindo lesdes miocitoliticas nas
mesmas. Na figura 38C, observa-se corte de coracdo chagasico crbnico tratado
com albumina, com coloragdo por tricromio de Masson, evidenciando aumento de

deposicao de colageno no intersticio das fibras cardiacas.
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Figura 38. Histologia de sec¢des
de coragdo de camundongos
sacrificados dois meses apés
terapia com albumina.

(A), Corte de coracdo normal,
coloracdo pela H&E, mostrando
fibras cardiacas sem alteracdes
morfolégicas e ou inflamatorias.
Aumento de 60x.

(B), Corte de coragdo de animal
chagasico cronico, tratado com
albumina humana, coloragéo pela
H&E, mostrando intenso infiltrado
inflamatorio por células
mononucleares, frequentemente
aderidas a fibras cardiacas,
produzindo lesdes miocitoliticas.
Aumento de 60x.

(C), Corte de coracdo de animal
chagasico cronico, tratado com
albumina humana, coloracdo por
tricomio de Masson, mostrando
em azul, a proliferacdo colagena
no intersticio de fibras cardiacas.
Aumento de 20x.
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Figura 39. Histologia de sec¢des
de coragdo de camundongos
sacrificados dois meses apés
terapia com imunoglobulina.

(A), Corte de coracdo de animal
chagasico cronico, tratado com
imunoglobulina humana,
coloragdo pela H&E, mostrando
intenso infiltrado inflamatério focal
intenso e agressivo por células
mononucleares, produzindo
lesbes miocitoliticas em células
cardiacas. Aumento de 60x.

(B), Corte de coracdo de animal
chagasico cronico, tratado com
imunoglobulina humana,
coloracdo pela H&E, mostrando
intenso infiltrado inflamatério focal
intenso e agressivo por células
mononucleares, produzindo
destruicdo e amputacdo de uma
fibra cardiaca. Aumento de 100x.

(C), Corte de coracdo de animal
chagésico crénico, tratado com
imunoglubulina humana,
coloracgéo por tricomio de Masson,
mostrando em azul, fibrose difusa
em area com cardite multifocal,
por células mononucleares.
Aumento de 20x.
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Ao avaliar por morfometria a inflamacéo e fibrose de forma comparativa, entre
os dois grupos de animais chagasicos, observamos uma reducao tanto de fibrose e
inflamacdo nos animais tratados com imunoglobulina. Ocorreu uma reducao
substancial da area de fibrose nos animais chagésicos tratados com imunoglobulina
comparados aos tratados com albumina (3,56 + 0,11% x 8,032 + 1,09%; IC 95%:
2,24-6,69; p= <0,001) com significaAncia estatistica. Avaliando isoladamente
inflamacéo, também observamos uma reducéo significativa na comparacao dos dois
grupos (11.039 + 569,3 células/mm? x 18.410 + 20303 células/mm?; 1C95%:2902-
11840; p=<0,001) (Figura 40).

Figura 40. Avaliagcdo morfométrica de sec¢Bes de coracBes de animais ndo-infectados
e chagésicos tratados com albumina ou com imunoglobulina. (A) Namero de células
inflamatérias por mm? quantificado em seccées coradas com H&E. (B) Percentual de fibrose
guantificado em secc¢Bes coradas com tricrdBmio de Masson. Resultados expressos em
média + SEM de 8 dos animais grupo albumina e 9 animais do grupo imunoglobulina.

Inflamagao Fibrose

-
(4,
]

-

25000+ o P

20000+

15000+

10000+

células/mm?2

5000+

% fibrose no coragéo

0- 0-
O Néo infectados 9 Albumina Il Imunoglobulina I N&o infectados E9Albumina [lll Imunoglobulina

***p <0,0001 ***p <0,001
*p=<0,01

A avaliacdo histopatolégica no coracdo dos animais tratados com
imunoglobulina caracteriza-se por processo inflamatério, focal e agressivo em fibras
cardiacas com achado frequente de vasos com arterite por células mononucleares,
muitos apresentando substancia hialina acidofila depositada na intima, e em outros
casos pode ser visto a obliteracdo completa dos vasos por trombose. Varios vasos
com alteragBes foram encontrados na juncao atrioventricular. Em contrapartida, a
analise histopatolégica do coracdo dos animais do grupo albumina, evidenciou
inflamagcdo multifocal, ndo sendo observada arterite exuberante, nem depdsito de

substancia aciddfila nos vasos (Figura 41).
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Observou-se intensa inflamag¢do dos plexos nervosos intracardiacos, com
grande destruicdo dos plexos neuronais intracardiacos, com grande destruicdo dos
neurdnios no grupo imunoglobulina, fato pouco evidente no grupo albumina (Figura
42- 43).

Além do coracdo, foi realizada a avaliacdo histopatolégica de musculo
esquelético. Tanto os animais chagasicos tratados com albumina quanto com
imunoglobulina apresentaram inflamagdo acentuada no musculo esquelético,
caracterizando uma miosite intensa observada na fase cronica da doenga (Figura
44). Na figura 44A, observa-se corte de musculo esquelético de animal chagasico
crénico, tratado com albumina humana, mostrando intenso infiltrado inflamatorio por
células mononucleares, frequentemente aderidas, produzindo destruicdo de fibras
musculares. A figura 44B mostra corte de musculo esquelético de animal chagasico
cronico, tratado com imunoglobulina humana, mostrando intenso infiltrado
inflamatorio por células mononucleares, frequentemente aderidas, produzindo
destruicdo de fibras musculares. Observa-se predominio de arterite obliterante, com
depdsito de substancia hialina acidofila na camada intima. Ja nas figuras 45 e 46
sédo observados depositos de IgG em seccgdes de coracdo dos camundongos, apos

tratamento com albumina e imunoglobulina.
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Figura 41. Histologia de seccdes de coracdo de camundongos sacrificados dois
meses apos terapia com albumina e imunoglobulina. (A), Corte de coracdo de animal
chagasico cronico, tratado com albumina humana, coloragéo pela H&E, mostrando infiltrado
inflamatério por células mononuleares, multifocal. O corte foi realizado na juncéo
atrioventricular, mostrando uma arteriola sem arterite, pérvia, e com espessamento da
camada média. Aumento de 10x. (B), Corte de coracao de animal chagésico cronico, tratado
com albumina humana, coloracéo pela H&E, mostrando infiltrado inflamatério por células
mononuleares, com arteriola pérvia, com discreto espessamento da camada média.
Aumento de 40x. (C), Corte de coragdo de animal chagasico cronico, tratado com
imunoglobulina humana, coloracéo pela H&E, mostrando intensa arterite, com deposicéo de
substancia hialina acidéfila na camada intima, produzindo semi-oclusdo da arteriola
localizada na juncgéo atrioventricular. Aumento de 10x. (D), Corte de coracdo de animal
chagasico crénico, tratado com imunoglobulina humana, coloracdo pela H&E, mostrando
intensa arterite, com deposicao de substancia hialina acidéfila na camada intima, produzindo
semi-ocluséo da arteriola. Aumento de 60x.
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Figura 42. Histologia de seccdes de coracdo de camundongos sacrificados dois
meses apos terapia com albumina. (A), Corte de coragcdo de animal chagésico crénico,
tratado com albumina humana, mostrando plexo neuronal intracardiaco, com aspecto
morfolégico normal, sem alteragdes neuronais. (B), Corte de coracdo de animal chagasico
cronico, tratado com albumina humana, mostrando pequeno plexo neuronal intracardiaco,
com discreta inflamacédo por células mononucleares. Sec¢bes coradas com H&E. Aumento
de 100x.
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Figura43. Histologia de secc¢des
de coragdo de camundongos
sacrificados dois meses apés
terapia com imunoglobulina.

(A), Corte de coracdo de animal
chagasico cronico, tratado com
imunoglobulina humana,
coloragdo pela H&E, mostrando
ganglio neuronal intracardiaco,
com intenso infiltrado inflamatario
circunjacente por células
mononucleares. Aumento de 20x.

(B), Corte de coracdo de animal
chagasico cronico, tratado com
imunoglobulina humana,
coloracdo pela H&E, mostrando
ganglio neuronal intracardiaco,
com intenso infiltrado inflamatério
circunjacente por células
mononucleares. Aumento de 60x.

(C), Corte de coracdo de animal
chagasico cronico, tratado com
imunoglubulina humana,
coloracgéo por tricomio de Masson,
mostrando  ganglio  neuronal
intracardiaco, com intensa fibrose
e destruicdo neuronal. Aumento
de 60x.
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Figura 44. Histologia de secg¢Bes de musculo esquelético de camundongos
sacrificados dois meses apds terapia com albumina ou imunoglobulina. (A), Corte de
musculo esquelético de animal chagasico crbnico, tratado com albumina humana,
mostrando intenso infiltrado inflamatério por células mononucleares, frequentemente
aderidas, produzindo destruicédo de fibras musculares. (B), Corte de masculo esquelético de
animal chagésico crbnico, tratado com imunoglobulina humana, mostrando intenso infiltrado
inflamatdrio por células mononucleares, frequentemente aderidas, produzindo destruicdo de
fiboras musculares. Observa-se predominio de arterite obliterante, com depdsito de
substancia hialina acidéfila na camada intima. Secc6es coradas com H&E. Aumento de 20x.
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Figura 45. Imunofluorescéncia de sec¢fes de coracdo de camundongos sacrificados
dois meses apds terapia com albumina. (A), Corte de coracdo de animal chagasico
cronico, tratado com imunoglobulina humana, mostrando pequena arteriola com depdsito de
IgG no lumen. O depodsito de IgG (em verde) foi marcado através de anticorpo anti-IgG
humana com AlexaFItor 488. O coracéo foi contra-corado com azul de Evans. Aumento de
60x. (B), Corte de coracdo de animal chagéasico cronico, tratado com albumina humana,
mostrando uma arteriola com vasculite de pequena intensidade, sem depdsito de 1gG no
[imen. O coracéo foi contra-corado com azul de Evans. Aumento de 60x.
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Figura 46. Imunofluorescéncia
de seccbes de coragbes de
camundongos sacrificados dois
meses ap6s terapia com
imunoglobulina.

(A), Fibra cardiaca em animal
chagasico cronico, tratado com
imunoglobulina humana,
mostrando  depédsito de 1gG
através de anticorpo anti-lgG
humana marcado com AlexaFItor
488. Aumento de 60x.

(B), Corte de coragdo em animal
chagasico cronico, tratado com
imunoglobulina humana,
mostrando um vaso com arterite
obliterante, o depdsito de IgG (em
verde) foi marcado através de
anticorpo anti-lgG humana com
AlexaFluor 488. Em fibras
cardiacas podem ser
evidenciados alguns depésitos de
IgG. O coracédo foi contra-corado
com azul de Evans. Aumento de
60x.

(C), Corte de coracdo em animal
chagésico crbnico, tratado com
imunoglobulina humana,
mostrando uma arteriola com
trombo de IgG e células. O
depdsito de 1gG (em verde) foi
marcado através de anticorpo
anti-lgG humana com AlexaFldor
488. O coracao foi contra-corado
com azul de Evans. Aumento de
60x.
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10.2.4. Avaliacéo da producdao de citocinas

Foi avaliado um painel de citocinas no soro de animais nao-infectados,
chagasicos tratados com albumina e imunoglobulina, sacrificados dois meses ap6s o
inicio do tratamento. As concentracfes de 22 citocinas foram determinadas usando
a plataforma Luminex (Figuras 47-49).

De um modo geral, houve um aumento ou tendéncia de elevagédo da maioria
das citocinas quando comparadas as concentracdes no soro de animais normais e
chagasicos controles. As seguintes citocinas apresentaram-se significativamente
aumentadas no grupo chagasico controle (tratado com albumina): IL-13, IL-5, IL-10,
IL-17 e RANTES.

Quando os resultados dos grupos chagasicos tratados com albumina ou com
imunoglobulina foram comparados, observamos uma elevacdo estatisticamente
significativa em varias citocinas (IL-2, IL-3, IL-9, IL-12p40, IL-13, G-CSF, GM-CSF,
IFNy, MIP1a, KC, MCP-1, eotaxina) no grupo tratado com imunoglobulina em
relacéo ao grupo chagasico tratado com albumina.

Foi realizada também a avaliagcado dos niveis de IFNy, TNFa e IL-10 no tecido
cardiaco. Extratos de coracbes de camundongos chagasicos cronicos tratados com
albumina ou com imunoglobulina humana apresentaram niveis similares dessas trés

citocinas (Figura 50).
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Figura 47. Concentrac¢des séricos de IL-1a (A), IL-1B (B), IL-2 (C), IL-3 (D), IL-5 (E), IL-6
(F), IL-9 (G) e IL-10 (H). Soros de animais ndo-infectados, chagasicos tratados com

albumina ou imunoglobulina e analisados na plataforma luminex. Resultados expressos em
média + SEM de 5 a 8 animais por grupo. * p < 0,05.
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Figura 48. Concentra¢fes séricas de IL-12p40 (A), IL-12p70 (B), IL-13 (C), IL-17 (D),
IFNy (E), TNFa (F), GM-CSF (G) e G-CSF (H). Soros de animais nao-infectados,
chagasicos tratados com albumina ou imunoglobulina e analisados na plataforma luminex.
Resultados expressos em média + SEM de 5 a 8 animais por grupo. * p < 0,05. ** p<0,01.
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Figura 49. Concentracoes séricas de KC (A), MCP1 (B), MIP1a (C), MIP1g (D), Eotaxina
(E) e RANTES (F). Soros de animais ndo-infectados, chagésicos tratados com albumina ou

imunoglobulina e analisados na plataforma luminex. Resultados expressos em média + SEM
de 5 a 8 animais por grupo. * p < 0,05. ** p<0,01.
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Figura 50. Concentragoes de IFNy (A), TNFa (B) e IL-10 (C) no coracdo. Extratos de
coracdes de animais chagasicos tratados com albumina ou imunoglobulina foram utilizados
para a dosagem de citocinas por ELISA. Resultados expressos em média + SEM de 5 a 8
animais por grupo.
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11. DISCUSSAO

A cardiomiopatia chagasica cronica € forma comum da cardiomiopatia
dilatada e causa importante morbimortalidade na América Latina, sendo o seu
prognéstico pior do que o das outras etiologias. Nas Ultimas décadas, varias opcoes
terapéuticas vém sendo desenvolvidas ou aprimoradas no sentido de retardar o
progresso da disfuncéo ventricular em pacientes com insuficiéncia cardiaca, porém a
reversdo do processo nunca foi alcancada na sua plenitude, e o prognéstico desses
pacientes continua sendo bastante limitado. O presente estudo experimental, com o
uso de modelo murino de cardiomiopatia chagasica cronica, de forma inédita,
demonstra que o0 uso de imunoglobulina humana, administrada por via
intraperitoneal, esta associado a melhora do padréo histolégico, porém esta melhora
nao se correlaciona com a melhora dos disturbios da conducgéo atrioventricular e/ou
melhora funcional cardiaca.

Do ponto de vista de caracterizacdo da doenca, 0s animais chagasicos, neste
trabalho, apresentaram alteracoes eletrocardiograficas representadas
principalmente, por prolongamento do intervalo PR e arritmias, € na maioria dos
camundongos, por bloqueio atrioventricular total. Do mesmo modo, 0s animais
chagasicos, quando comparados aos nao-infectados, apresentaram pior
desempenho nos parametros ergomeétricos de tempo de exercicio, distancia
percorrida, velocidade final alcancada e estagio maximo atingido. Animas
chagasicos e ndo-infectados apresentaram valores semelhantes de gases ao teste
respirométrico, bem como de parametros ecocardiograficos, ndo tendo sido
evidenciada dilatacdo de camaras cardiacas ou disfuncédo ventricular nos animais
infectados com T. cruzi.

A escolha do modelo utilizado no presente trabalho teve como base a
publicacdo de Soares e colaboradores, em 2004. Estes autores inocularam
tripomastigotas da cepa Colombiana de T. cruzi em camundongos BALB/c e
C57BL/6, com a demonstracdo de significativa reducdo de infiltrados inflamatorios
por apoptose de células inflamatérias no coracdo, além de reducdo da fibrose
intersticial, seis meses apds o transplante com células-tronco mononucleares de
medula O6ssea. Porém, vale ressaltar que os autores ndo realizaram avaliacdo

funcional cardiaca nos animais.
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Em 2006, Rocha e colaboradores publicaram artigo descrevendo a
caracterizagao da funcgéo cardiopulmonar em camundongos C57BL/6 cronicamente
infectados por T. cruzi, utilizando o modelo de infeccdo com 100 formas de
tripomastigotas da cepa Colombiana. Foi evidenciado, ao eletrocardiograma, um
aumento do intervalo PR e disttrbios de conducdo do coracdo, sendo o BAV 1° grau
relacionado a uma reducdo na densidade de receptores adrenérgicos 1 e ao
aumento na densidade de receptores muscarinicos M, no coracdo de camundongos
chagasicos crénicos quando comparados aos normais. De forma similar, nosso
trabalho também demonstrou, com este modelo, o prolongamento do intervalo PR e
a presenca de arritmias cardiacas em camundongos chagésicos crénicos.

No entanto, ndo observamos disfuncéo sistdlica e/ou dilatacdo das camaras
cardiacas ao ecocardiograma, com o modelo utilizado, ndo podendo, portanto,
caracteriza-lo como cardiomiopatia dilatada chagasica crbénica. No trabalho de
Rocha, em 2006, quando avaliadas as alteracdes ecocardiograficas, observam-se
dados compativeis com disfuncao diastélica, sem evidéncias também de dilatacdo
de camaras cardiacas. Goncalves e colaboradores, em 1986, demonstraram
metodologia capaz de induzir experimentalmente cardiomiopatia dilatada, muito
semelhante a CCC, inclusive com caracterizacdo de aneurisma apical do ventriculo
esquerdo em cerca de 45% dos animais. Recentemente, Goldenberg e
colaboradores (2008) utilizaram modelo de infeccdo com tripomastigotas da cepa
Brasil de Trypanosoma cruzi em camundongos C-129, mostrando, a ressonancia
nuclear magnética, dilatacdo do ventriculo direito, sem alteragcdes no diametro do
ventriculo esquerdo. Assim, ndo conseguimos reproduzir experimentalmente
dilatacdo das camaras cardiacas no modelo por noés utilizado, porém observamos
alteracdes arritmicas significativas, caracterizando portanto a forma arritmica da
doenca.

Quando analisamos, de forma comparativa, 0s animais controles e 0s
infectados quanto ao desempenho funcional cardiaco avaliado pela ergometria,
observamos a piora funcional nos camundongos chagasicos. Esta piora funcional foi
incialmente relacionada a disfuncdo ventricular esquerda, o que nao se confirmou
ap6s andlise dos parametros ecocardiograficos. Observamos também a piora
funcional no grupo imunoglobulina em relacdo ao grupo albumina, traduzida por
reducdo do tempo de exercicio, distancia percorrida, velocidade final alcancada e

estagio maximo atingido. Os camundongos do grupo imunoglobulina evoluiram para
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ritmo de BAVT em quase sua totalidade o que pode ter influenciado na piora
funcional, visto ndo apresentarem disfuncdo sistolica caracterizada por dilatacao
ventricular e queda da fracdo de ejecédo ao ecocardiograma. Todavia, na avaliacao
histopatologica do musculo esquelético, tanto dos animais chagasicos tratados com
albumina quanto os que utilizaram imunoglobulina, foi evidenciada inflamagéo
acentuada, caracterizando miosite intensa, o que pode ter contribuido para o fraco
desempenho funcional a ergometria. Desta forma, a utilizagdo da ergometria com a
finalidade de avaliacdo da capacidade funcional cardiovascular no modelo de CCC,
devera ser validada em outros trabalhos, ja que o processo inflamatério em musculo
esquelético pode ser considerado um fator limitante para a avaliagdo do
desempenho cardiovascular.

O mecanismo pelo qual a imunoglobulina humana exerce seu papel na
imunomodulagéo ainda ndo é inteiramente compreendido. Ja foi demonstrado o
papel patogénico de anticorpos no soro de pacientes com Chagas que reagem
contra receptores muscarinicos e adrenérgicos dos cardiomiécitos (BORDA et al.,
1996; RIBEIRO et al.,, 2007). A imunizacdo de camundongos com proteinas
recombinantes PO e P,B do T. cruzi induz a producao de altos titulos de anticorpos
com reatividade cruzada com o receptor [-adrenérgico, levando a presenca de
arritmias ventriculares, alteracdes de repolarizacdo e defeitos de conducdo nesses
animais (BERGAMI et al., 2001). Esses dois mecanismos acima mencionados
poderiam ser responsaveis pela maior prevaléncia de eventos bradiarritmicos. Além
do que, apesar da melhora significativa do percentual de fibrose e da inflamacao do
tecido cardiaco dos animais tratados com imunoglobulina, o processo inflamatoério no
grupo imunoglobulina caracterizou-se por ser focal e mais agressivo, com 0
acometimento dos vasos arteriais, levando a deposicdo de matéria hialina acidofila
na camada intima, com consequente obliteracdo das arteriolas, visto de forma mais
acentuada na juncao atrioventricular, o que de certa forma poderia justificar a piora
dos distarbios de ritmo observado neste grupo.

George e colaboradores (2001) demonstraram, com uso de modelo murino de
miocardite autoimune, que o uso de imunoglobulina humana venosa reduz a
progresséo do processo inflamatoério, estando o beneficio associado a modulacdo da
resposta celular e humoral a miosina, além de reducéo significativa de TNF-a. Shioje
e colaboradores (2004), também com uso de modelo murino, evidenciaram que uso

de imunoglobulina humana leva a reducdo da progressao do processo inflamatorio
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por supressao da resposta Thl. Assim como, Gong e colaboradores (2007)
demostraram o efeito terapéutico de reducéo da progressao de dano ao miocardio,
assim como, reduc¢éao da producdo de TNF-a com uso de IGIV e vitamina C.

Em nosso trabalho observamos a histopatologia deposicdo de substancia
hialina acidoéfila na camada intima dos vasos arteriais no grupo imunoglobulina,
sendo que, pela da andlise do tecido com o uso de imunoflourescéncia foi observado
ser este depésito de imunoglobulina. Tal observacdo nos levou a considerar a
imunizacdo do animal com uma dose elevada de antigeno proteico estranho (IGIV)
levando a formacdo de anticorpos contra o antigeno. Ja é estabelecido que a
medida que s&o formados cada vez mais complexos antigeno-anticorpo alguns
deles irdo se depositar nos leitos vasculares, principalmente pequenas artérias,
caracterizando a chamada doenca do soro. Tal hipotese nos levou a questionar o
uso de imunoglobulina humana em modelo murinho, porém diversos trabalhos
experimentais ja utilizaram esta forma de terapia em miocardite autoimune com boa
resposta e, até o momento, sem registro de tal ocorréncia.

Olivieri e colaboradores, em 2010, avaliaram o efeito da terapia com
imunoglobulina humana em modelo murino de chagas agudo. Os autores
demonstraram aumento do tempo de sobrevida em camundongos BALBI/c, tratados
com imunoglobulina humana intravenosa sete dias apds inoculacdo do parasito.
Também relatam que em modelo murino de cardiomiopatia chagasica cronica,
tratado com imunoglobulina, foi observado melhora dos eventos arritmicos
bradicéardicos, caracterizada pela reducéo do intervalo PR e melhora da bradicardia.
Neste trabalho de fase aguda ndo h& relato de registros eletrocardiograficos.
Entretanto, como jA mencionado anteriormente, em nosso trabalho, a quase
totalidade dos camundongos do grupo imunoglobulina evoluiu para bloqueio
atrioventricular total.

A avaliacdo da producdo de citocinas no soro dos animais demonstrou um
aumento significativo em 12 das 22 citocinas analisadas no grupo tratado com
imunoglobulina, em relacdo ao grupo tratado com albumina. Os modelos
experimentais da doenca de Chagas revelaram que as citocinas sao elementos
importantes na geragcado e controle da resposta imune, que pode levar ao dano
tecidual (SILVA et. al., 1992; SOARES et. al., 2001). As interleucinas IL-B e IL-6
tiveram seus niveis aumentados nos animais tratados com imunoglobulina. Diversos

estudos mostram que essas interleucinas tém seus niveis aumentados
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progressivamente de acordo com a severidade da doenca (MANN et. al., 2002;
AUKRUST et. al.,, 2005). Além disso, IFN-y, uma citocina que ja vem sendo
apontada como importante mediador e marcador de gravidade na cardiopatia
chagasica cronica (GOMES et al, 2003), também teve seus niveis aumentados nos
animais tratados com IGIV. Os efeitos bioldégicos dessas citocinas pro-inflamatérias
podem explicar diversos mecanismos de progressdo da doenca, como, miosite
intensa, desenvolvimento de fibrose, dentre outros (MANN et. al., 2002; AUKRUST
et. al., 2005).

Porém quando foi realizada a avaliacdo de trés citocinas no coragao (IFNy,
TNFa e IL-10), ndo foi detectada uma diferenca significativa entre os dois grupos
chagasicos. As dosagens no coracéo sugerem que, apesar de numericamente haver
uma diminuicdo das células inflamatérias no coragdo, as células inflamatorias
presentes no coracdo de camundongos chagasicos tratados com imunoglobulina
encontram-se ativadas e produzindo estes fatores em grande quantidade, o que
pode resultar na agressividade das lesdes observadas neste grupo. E possivel que o
aumento destas citocinas no soro se deva a ativacdo de células em outros
compartimentos, tais como baco, medula 6ssea ou mesmo de outros tecidos atraves
da estimulacdo de macrofagos residentes. Conforme foi observado no coracgéo,
houve a formacdo de depdsitos de complexos imunes, e talvez a presenca de
depdsitos de complexos imunes cause a ativacdo de fagocitos com a consequente
producdo de mediadores solaveis, incluindo citocinas pro-inflamatorias. A analise de
citocinas ndo evidenciou, portanto um efeito imunomodulador sistémico ou local (no
coracao) apos a terapia com imunoglobulina humana.

Este trabalho teve como principais limitacbes o modelo utilizado que, até
entdo, ndo havia sido avaliado do ponto de vista ecocardiogréafico, ndo reproduzindo,
portanto, modelo de cardiomiopatia dilatada. Assim como, a avaliacdo dos dados da
ergometria e respirometria foram prejudicados pela importante miosite evidenciada a
analise histopaldgica. Outra limitacéo foi a evidéncia de depdsito antigeno-anticorpo
no limen dos vasos arteriais com reducdo importante do calibre dos mesmos nos
animais tratados com imunoglobulina, fato esse ndo mencionado em nenhum
protocolo anterior. Estas alteragdes podem ter prejudicado o efeito imunomodulador
da terapia com o uso da imunoglobulina. Deste modo, concluimos que a terapia com
imunoglobulina humana ndo demonstrou eficicia anti-inflamatéria nem induziu a

melhora da fungéo cardiaca no modelo murino de cardiopatia chagésica crénica.
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12. CONCLUSOES

As metodologias planejadas foram satisfatorias resultando na producédo de
trés diferentes preparagbes de imunoglobulina humana. As preparagbes foram
bioguimica e biofisicamente caracterizadas e os resultados foram condizentes com
os protocolos definidos pela Farmacopeia Europeia e descritos pela Agéncia
Regulatéria Nacional

O estudo descreveu, pela primeira vez, a producdo de uma preparacédo de
imunoglobulina anti-dengue, além da producdo dos seus fragmentos F(ab');
especificos.

Utilizando o modelo de infeccdo primaria sistémica pelo DENV-3 o0s
resultados preliminares apontaram um agravamento da doenca e aumento da
mortalidade dos animais, ap0s tratamento com imunoglobulina anti-dengue. Esses
resultados sé@o sugestivos de ocorréncia do fenbmeno ADE nos camundongos
tratados com IGIV especifica.

Os animais tratados com IGIV anti-dengue apresentaram intensa alteracao
hematolégica, demonstrado pelo aumento dos niveis de hematdcrito e marcante
gueda no numero de plaquetas circulantes.

O tratamento com imunoglobulina aumentou, de modo significativo, os niveis
de ALT, onde esse aumento foi condizente com a lesdo hepatica observada nos
animais. Além disso, houve intenso acumulo de neutrofilos nos 6rgaos dos animais
tratados com IGIV anti-dengue.

A analise de citocinas evidenciou um aumento destas no soro dos animais
tratados com a IGIV, assim como da quimiocina CXCL-1. Esses animais tambéem
apresentaram intenso aumento da carga viral, tanto no baco quanto no sangue.

Com relacdo a avaliacdo de IGIV em cardiomiopatia chagéasica, o modelo
utilizado neste trabalho reproduz a forma arritmica da doenca de Chagas e néo a
forma dilatada com disfun¢éo ventricular.

O tratamento com imunoglobulina humana nao reduziu a incidéncia de
arritmias cardiacas em camundongos cronicamente infectados pela cepa
Colombiana de T. cruzi.

O tratamento com IGIV ndo melhorou a tolerdncia ao exercicio mensurada
através dos paramétros de ergometria e respirometria em camundongos

cronicamente infectados pela cepa Colombiana de T. cruzi.
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Os animais do grupo imunoglobulina tiveram uma reducéo da inflamagéo e
fibrose, porém com maior agressividade das lesGes a analise histologica.

A analise de citocinas evidenciou um aumento destas no soro dos animais
chagasicos tratados com IGIV em relagdo aos animais normais, nao havendo
evidéncias de um efeito imunossupressor sistémico ou local (no coracdo) apds a

terapia com imunoglobulina humana.
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Production of intravenous human dengue immunoglobulin from
Brazilian-blood donors
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Denpoe represents an important health problem in Brazil and therefore there is a zreat need to develop
2 vacoine of treatment. The newiralization of the denpoe vines by a specific antibody can potentially be
applied to therapy. The present paper describes, for the first time, the preparation of Inmmmoelobulin
specific for the denpoe vins (ant-DENV IgG). collecied from screensd Bramlian blood-donations.
Production was performed using the classic Cohn—Oncley process with minor modifications. The anti-
DENV IgG was biochemically and biophysically chamcterized and fulfilled the requirements defined
by the Exropean Pharmacepoeia. The finished product was able to neiralize different wines serotypes
(DENV-1, DENV-1, and DENV-3), whils a commercial IrG collected from American bload donations
was fumd to bave low anfi-dengie antibody titers. Cwerall, this anti-DENWV Iz represents an imp-rtant
step in the shady of the therapeutic potential and safsty of a specific antibody that newralizes the dengue
wirus in hmmans.

TUmiterms:. Viral infections. Denguereatment. Dengue/vinsnenralization. Immunoglobulins’
preparation. Plasma fractiomiton Vires newiralization.

A denpue representa um importants problema de saide no Brasil, portanto, a identificacio de vacina
ou fatamenio eficaz & uma mmaﬂemﬁmhmdom&hgm.pumm
especifico, tem petencial aplicacdo terapeutica. Descevemes aqui, pela primeim vez, a prepamagao
de imunoglobulina especifica para o vins da dengue (IpG ant-DENV), produzida a pantir do plasma
seleciorado de deadores brasileites. A producde fii realizada uiilizande o metodo classico de Cobn-Oncley
com pequenas medificactes. A [l anti-DENV foi bioquimicamente ¢ biofisicaments caracierizada &
cumprin os requisitos definides pela Farmacopeia Europeia. O produte final foi capaz de neutralizar
diferentes sarotipos do vires (DENVEL, DENV-2 e DENV-3), enguanto que a I=G comercial, produzida a
partir do plasma de doaderes americanos, apreseniou baies titalos de anticerpos anti-dengue. Mo geral,
esta IgG anti-TENV representa wma inportante etapa para o estudo do potencial terapeutico & seguranca
da newtralizacio, por anticorpos especificos, do virs da dengue em humanes.

Unitermos: Infecpbes wirais. Dengueratamento. Denpoefvirusneutralizacie. Ionmeglobulinas
espacificas/preparacio. Fracionamento de plasma. Neutralizacio viral

INTRODUCTION burden of dengue in endemic countries weighs heaviest
on children. However, there has been an imcreasing trend

There are around 2 5 billion peeple living in areas twwa:dsa.thhmfechmmwmnnmmmﬁ{GuLGoh
endemic for dengzue fever and it is estimated that there ~ Gubler, 2006; Cumming= stal. 2005). Most travelers with
are 100 million mfections annually (Gubler 1998). The dengue have been adults (Wilder-Smith, Schwartz, 2005).
Currently, nesther cure nor vaccines are available, and mew

F. L. Gowvaia. de Chéncis Farmacteticas,

Mm;— t DT“WEIF 1233, S0570-501 been considerable developments in medicinal chemistry,
— Racife - PE, Brasil. F-mail: fmdguveiiieatiook. com no promising small-orgamic compounds endowed with
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virus mhnbition activity bave emerped (Yin of al., 2009).
Passive transfer of specific antbodies 15 thus the most
promusing way of treating viral infections in such a way
as to promote speedier patient recovery.

The dengue virus belongs to the Flmiviridae family
and there are four known serotypes: DENV-1, DENV-2,
DENV-3, and DENV-4. All four vims serotypes cause a
spectrum of illness ranging from asymptomatic or mild
febnle disease to clazmical denpue fover (DF) and to more
severe disease mamfesting as dengue hemomhagic fever
(DHF) and dengue shock syndrome (DSS) (Souza er al,
2009). The severty of the disease 1s hkely to depend on
varous factors, including the stram and serotype of the
mfecting vims, the age and genetic background of the
patent and the degree of viremia (Gurmen, Koun, 2002;
Vaughn et al, 2000). Many prospective, population-based
cohort and climeal studies have established secondary
infections with a heterotypic dengue virus serotype
as a major nsk factor for severe diseasze. Anhbody-
dependent ephancement (ADE) mvolves the boosting of
virus replication in Fe-receptor bearmg cells (especially
monocytes and macrophages) by way of pre-existing,
pon-protective levels of cross-reactive dengue anfibodies.
It 1= postulated that ADE resulis in an amplified cascade of
cytokines and complement activabon causing endothelial
dysfunction, platelet destruction, and consumption of
coagulation factors, which result im plasma leakage and
bemomhage (Halstead, 1972, 2003).

DENV: have given nise to large outbreaks in Brazl
o the past 25 vears with more than 5 mallion reported
cases. (Figuemwedo, 2010). Gcnmﬂulapp‘ummat&l}'ﬁﬂ%
of DENV-infected indrviduals remain asymptomatic,
and that the duration of viremia prior to the onset of
symptoms 15 estimated at 1 to 2 days, 1t 15 possible that
virenme mdriduals donate blood and serve as a source of
dissemination of the virus n the commmty (Mobammed
et al., 2008; Linnen ef al., 2008; Tambvah er al., 2008;
Chuang et al., 2008; Mishiura, Halstead 2007). The furst
eprdemic of dengue fever n Braml with 1solation of the
virus, occwrred i 1981, in the State of Roraima, where
DENV-1 and DENV-4 were identified (Osam et al, 1983).
In 1986, DENV-1 was identified in the State of Rio de
Janewo (Moguneira er al., 1988} and subsequently spread
to other States mn Braml.

Polyvalent (i.#. normal) intravenous
mmmmoglobulins G (TVIGS) are collected from 1,000 to
10,000 healthy blood-donors. The first therapeutic use of
polyvalent Ig(Gs was for antibody replacement therapy
(Orange ot al., 1949). However, many other climeal
benefits of IVIGs have been demonstrated. They have
been used for bone marrow and organ transplantation. to

E. L Gowsms B M. B. Oliveira A E 3. Locena, M. T. Cordedre, A C. L. Laite

treat chromee inflarmmatory demnyelinating polyneuropathy,
thrombocytopenic purpura as well as multple sclerosis
{Achiron af al., 1998; Achiron er al., 2000; Brennan,
2001; Dalakas et al., 1993; Haom et al' 1996; Lones
et al_, 2000; Dhlsson Lacy, 2001). lefemni from the
pam-alemn’IGs, for the production of specific IVIG
{i_e., hyper-immune), intact Iz are collected from the
plasma of blood-donors previously identrfied as having
high levels of a spectfic anfibody or at least a population of
similar antibodies. Examples are the Hepaths B, tetanus,
cytomegalovires, or rabees anti-IgGes (Atkins ar al., 2000;
Gelfand, 2001). The most classic examples of specific
IVIG are the anti-D Iz (Rho) and anh-hepatihs B IzG
{Okwundn, Afolabi, 2013).

Grven thas, it is still not known what implications
might arize from a treatment based on IVIG prepared
from Bramhan blood-donors (anti-dengue anfibodies)
for peutralizing the virus. Another gquestion is that of
whather specific anti-dengue IVIG preparation 15 efficient
and safer for dengue freatment. To date, no ant-dengue
IVIGs collected from a pool of blood-donors have been
produced. To address this, the present study descnbes
the plasma sereening, fractionation and biochemical
validation of anti-dengue IzG prepared from a plazma
pool of Brazihan blood donors. Among the procedures
available for producing specific anh-IgGs m a laboratonal
seale, we choose the classic Cohn-Oneley protocol
{Lucena er al., 20107). The production process here also
wchodes two dedicated virus clearance steps, bemg thus a
combmation of the currently wsed Cobn—Oneley protocol
with modifications.

MATERIAL AND METHODS
Plasma selection

A plasma pool from blood -donations recerved at the
Permambuco Hematology and Hemotherapy Foundation
- HEMOPE (in the State of Pernambuco, in the Northeast
Eegion of Braml) was collected and the plasma bags
considered free of contamination were selected. Once
the contamunation-free plasma bags were selected, the
plasma neh m anti-dengue Izl was separated . To this end,
a commercial ELISA kit (E-DEMN01G panbao diagnostcs,
anfi-dengne anfibodies. This ELISA kit adsorbs dengue
antigens on the plate and ELISA reveals them using
horse peroxidase in combination with anti-hwman IgG.
This ELISA kit was also used on plasma without the anti-
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Immunoglobulin fractionation

The Ig’s was precipitated out from the crude
plasma wsing the Cohn-Oncley process (cold ethanol
precipitation) with minor medifications. The general
process 1s depicted m Figure 1. The process of cold ethanol
(Cohn et al., 1946). In short, the frozen plasma 15 thawed
umtil it reaches 4 °C, at which temperature fibnnogen and
clothng factor VIII are msolible and are precipitated out.
the cryo-free plasmais freated using Method 6 from Cobn
et al. (1945). Fibninogen was precipitated in fraction I and
imrmumoglobulin was separated off from albumin by IT+
supernatants by centnfugaton

In accordance with Oncley or al. Method 9 (1945),
fraction II + ITT was suspended and fraction ITT was
separated off. The supernatant was elanfied by depth
filtration with the aid of a filter. From this filirate, an Izl
Ig(G paste was then dissolved in stenle water for injection
and clarthed by depth filtration with the aid of a filter.

To reduce the ionic forces, the solufion was filtered
through ultrafiltration membranes (diafittration) with sterile
water for injection, followed by protein concentration
adjustment to 5% (wv). A 30 kD Millhipore Pelhcon
Systen was used to perform diafiltration and protem level
adyustment. Virus mactivahion was performed using a
solvent (ir-n-butyl phosphate; THBF) and a detergent
{Twreen B0 (Horowitz er al, 1985). To remove the solvent
and detergent, a cation-exchanpe chromatopraphy using
a CM Sepharoze FF stationary phase was performed. Yet
to remove mmmunoglobulin A and other components, an
amon-exchange chromatography in DEAFE Sepharose
FF was camed out. The fow-through was concentrated
by ultrafiltration (10 ED Millipore Pelbicon System) and
dizfiltered with 0.2 5 molL ghyome usimg the same system.
The protein level was adjusted to 5% (w/v) and pH to
4243 Stenilizing filtrafion was performed and the final
splufion packaged aseptically. To mactvate virus particles,
the final product was incubated at 23-27 °C for 21 days
before stock at 2-8 °C.

Product validation

To check the functional properties of the product
dunng the process and of the final preparation, we
performed the protocols established by the European
Pharmacopoeia and described in product markehng

Sesecncd Frozen Flasma

¥
Crvapregipitation
——a——
Cohr Chnzley
Lihanel Frusiunstion
—
Ll tion’ Daafilivation
+
Viral Inaetivation =40
+
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Clhramatnaraphy
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¥
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Ll il ion Dia il eanion
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Lonmalatizn
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Tneuhaticr ar 23-27 °C

FWGURE 1 - Purification process for anti-dengue specific IzGs
(Oncley e al_, 1949; Lucens e al., 2010).

authorization dossiers approved by National Repulatory
Anthorities. Distnibution of molecular size was apalyzed
using size exclusion chromatography with a Biosep
SEC-53000 (600 x 7.8 mm) column (Phenomenex).
Fadial immoume diffusion was used to determuned Ighd
and subelass distribution of IgG. Enzyme-Linked
Immmosorbent Assay (ELISA) was used to measure [gd
and IzE and check the absence of antbodies screened for
blood donation, such 2= Human Immmnedefimency Virus
{HIV,, HIV,), hepatitis B surface antizens (HBsAg),
Hepatitis C (HCOV), Human T hymphotropic vams (HITLV),
Chagas disease and syphilis.

Cellulose acetate electrophoresis was used to measure
v-globulin. The methods used for the determination
of pyrogen and anticomplementary activity were in
accordance with European Pharmacoposia monographs
268 and 2 6.17, respectively. A thermostabality assay
was performed by incubation of the preparation at 57 °C
for 4 hours.
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Identification of anti-dengue serotypes

To ascertain the broad nentralimng properhes of the
anti-dengue Izl desenbed here, the neutralizing action
of Iglz was measured for different 1zolated serotypes.
Isolated serotypes DENV-1 (PE/97-42735), DENV-2
(PE95-3808), and DENV-3 (PE/02-95016) were supphed
by the Central Laboratory of Pernambuco (LACEN-PE,
Bra=l). In thi= expenment, a commmereial polyvalent IVIG
(Eiovig! Baxter International Ine, Deerfield IT. USA)was
also used Anti-dengue anhibodies for different dengue
serotypes were measured using the Flaque-Reduction
Neutralization Test (FENT) (Morens eral., 1985).

First, a two-fold senal dilution of IgG (1/20
to 1/2.560) in Mimmum Essential Medium (MEM)
{Imvitrogen) was placed in 36-well microtiter plates to a
fina] vohowe of 100 pl. Then 100 pl. of 3 viral suspension
(30 plaque forming units'ml.) of DEMV-1 (PE/S7-427335),
DENV-2 (PE/?5-3808), and DENV-3 (PE/02-95016)
was aliquoted mnfo the respective wells. The plate was
incubated for 1 bour at 37 =C i 5% CO,. Then, 50 pL of
the Ig(z'virus mixture was collected from each dilotion
and transferred mto a 24 well-plate contarming Vero cells
previcusly seeded at a density of 3x1 (¢ cells/ml., in MEM
supplemented with 10%: Fatal Calf Serum (FCS, GIBCO).
After virus attachment (meubation for 1 howr at 37<C in
% C0), each well was covered with 500 pL. of MEM
10X medivm_ supplemented with 10% FBS, 1% penicilln'
sireptomycin and 3% carboxymethyleellulose. The plate
was then incubated for 7 days at 37 *Cm 5% CO,. To
nactivate the virus particles, the medmm was removed
and the monelayer cells covered with formalin (solotion at
3.5 M, 2 ml per well) and incubated for b The formalin
solution was washed out and the cells were stained with
erystal violet (1:50 v/, 0.5 ml per well). The oumber
of regions of infected cells (plagues) was counted and
compared fo the vims particles recering only polyvalent
IVIG and the non-treated virus particles.

Ethics statement

The study protoecol was approved by the HEMOPE
ethics commitiee (process mumber 022011}, Pahents were
pot identified and study data was analyzed anonymonsly.

RESULTS AND DISCUSSION

In Table I, we summarize the biochemical and
biophysical properties of the anti-dengue IzG. The
parameters showed m Table | are defined by European
Pharmacopoeia and described in product markehng

E. L Gowsms B M. B. Oliveira A E 3. Locena, M. T. Cordedre, A C. L. Laite

autherization dossiers approved by Mational Regulatory

Electrophoresis showed a sahsfactery level of punty
with 8% of proteins migrating to the gamma region. Izl
subclass content in this preparation was found to be simmlar
to naturally ocowmng ratios (Morell st al, 1972).

The specific IVIG produced contained traces of IgA
and IgM, immunoglobulins being mainly removed by
caton-exchanged and amon-exchanged chromatographs
respectively. Some authors have pointed out that the
admimstration of IVIG preparations with sigmficant
amounts of IgA can cause severe anaphylactic reachions m
patients with IgA deficsency (Vias eral., 1968; Bjorkander
efal, 1987).

The total number of aggregates present in the
preparation lies within the acceptable range. Izis
with an Increase in the risk of adverse effects (Eroez ot
al , 2003). These aggregates bind and actrvate components
of the complementary system and routine determination
of anficomplementary activity was therefore adopted.
In the IVIG produced, consumption of the complement
was not greater than 50%, as required by the European
Pharmacopoeia. The product was kept at pH 4.0 — 4.5,
which is optimal for mamtainming Ig( in an unagprepated
state {Gelfand, 2006). Imtially developed to produce a
stable Ig(s solution, 2 low pH formulation was also used
to achieve a final step involving inactivation of the virns.

Twro steps were taken to mactrvate the virus: sobvent’
detergent (5/D) treatment and mcubation at low pH.
5/D treatment 1s very effective against hipid-enveloped
viruses (Uenmra et al_, 1994; Chang et al, 2000). Low
pH ineubation also provides robust inactivation of hipid-
enveloped viruses, including HIV (Bos er al., 1998;
Omar et al., 1996; Biesert, 1996; Feid ar al., 1988).
This product responds negatively (1.e. 1s non-reactrve)
to HBsAg, HCV, HIV, and HIV, anhbodies, Chagas
disease and syphilis. These are mportant biochemmcal
charactenzations, ensuring that the Ig( 15 suitable for
infravenons administration in subjects.

Completing biochemical and biophysical analysis,
we examined the overall stallity of this IzG preparation
by way of thermo-stability. We did not observe alterations,
such as gelification or flocculation. Therefore, the
IVIG formulated 1 0,25 mol'L glycine demonstrated
appropriate osmolalty.

(Omce the anti-dengue [g(was carefully charactenzed
in terms of biophysical and biochemical properties, we
decided to quantify the mtio of IgG serotypes for DEMWCL,
DENV-2, apd DENW-3. DENV-4 was not tested Table IT
presents these data. This product was found to have high
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TABLE | — Anti-dengue Iz(G characterization

Test Reeference walues Results

pH™ 40-74 4.3

Total protein™ 45— 55 mgmL 51 mg/mL

Protein composition’™ Minimmmm of #5% ammaglobulin DE%

Dstribution of moleculs size™ Minimmim of #%% monomer and dimer 0E.1%
Maximum of 3% polymers and aggrezates 1.1%

IgA - 0.16 mg/mL

Ighl - 0.10 mg/mL

Subclass distribution Percent Parcent

IgG, 65-T0 68

IgG, 20-25 19

IgG, T7-10 7

IgG, R ]

Anticomplementary activity (%) = 50 0

Thermo stability {37 *C/4h) Mo gelification Mo gelification

Antibody to hepatitis B surface anfigen © Minimmmm 0.5 Iz 1240z

Pyrogen Ahczence Absence

# Analyzed by fluorescamine standard curve. *Determined by Kjeldah] method. ™ Determined by electrophoresis. i By using
ELISA kit assays against hepatitis. * Determined by using detection kit and anatyzed by PCE.

anfi-dengue anfibody titers of 1:1280 for DENV-2 and
1:160 for DEMNV-1 and DENV-3. This was expected, since
this IVIG was prepared using blood donations firom Brazl,
which 15 an endemie area (Corderro eral_, 2007). In Brazl,
three serctypes are curently m circulafion, DENV-1, 2,
and 3, while infection by DENV-4 15 more restricted to
the North Region (Roraina, Manaus and Belém) (Brazl,
2010, 2011a, 2011%). The broad neutralizing property
in relation to the different virus types confirmed the
functional activity of this IgG product. The commercial
IVIG (prepared from Amenican blood denations, brand
Kiovig! Baxter) was found to have low titers for DENV.

TABLE Nl - Diengue antibody titers of the specific immmmoglobulin

preparation by plaque reduction
antibodies
Samphli
DEMNV-1 DENWV-2 DENV-3
Crode plasma 1:160 1:640 1:40
Anti-dengue Iz 1:160 1:1280 1:160
Trademark (Eiovig) 1:40 140 = 1:20 (pegative)

‘E:ped:nmswere-rq:eatedarhastﬂlmethmﬂind@mdmﬂy.
The data here present the mean for one single experiment.

Several preparations of [VIG are now available for
therapy, however it 15 well known that different plasma

spurces may influence the immunological componiion of
IVIG. In chinical practice, different preparations of IVIG or
different batches may result in vanable beneheial effects.
For a biological study, 1t 15 therefore very important to
descnbe the reasons for choosing a preparation of IVIG
and to consider the specific charactensties of the product
that are relevant to a parficular chnical response (Elham 7
al., 2006; Gelfand, 2006; Gircan, Keskin, Ahmed 20107,

The knowledge of virology gathered over the
years suggests that specific IVIGs are useful for virus
neutrahzation. This 15 the case for hepatrhis B and for the
arbovimes West Nile virus (WHWV). If we compare denpne
and WHV, both infections are immunologically and
pathogemecally symilar to each other and have a sumilar
infection course. It has also been reported that specific
anti-WHV IgGs are efficient in reducing virus titers in
patients severely-mfected with WHNV (Saquib eral_, 2008;
Wadei et al., 2004; Haley er al_, 2003). In pre-chmical
studies, anti-WHNV IzGs substanhally reduced mortality m
WHV-mnfected mice In confrast, the mertality is observed
in WHNV-infected mice when a polyvalent is admimstered
instead of specific IgG (Ben-Nathan & al, 2003). In Lizht
of these findings, mvestization of the potential of specific
buman anti-dengue Iz wounld appear to be a reasonable

The feambility of a Brazilian IVIG, with anti-denpue
anfibedy fiters for treatment of dengue-patients, wounld
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mvolve the same approach currently emploved for pahents
with WHNV (Saquib ar al, 2008; Wadei eral, 2004; Haley
et al_, 2003). However, the safety of using this type of
preparation i dengue-patients should be confirmed. The
pre-existence of heterologous antibodies, in the presence
of a new 1nfection by a distinet serctype may cause
ADE (Gubler, 2002; Guzman, Koun, 2004; Ross, 2010;
Wilder-5mith e al., 2005). Since all four serotypes exist
in Brazl further studies are necessary to confirm whather
a treatment based on Bramhan IVIG 15 safe for denpue-
patients or may causs ADE.

CONCLUSION

a iman anfi-dengue IVIG prepared using Bramlian blood
donations. The product was characterized m regarding to
purity and capacity to neufralizing Denpue antibodies. As
expected, this anti-Dengue I=G prepamation exhibited hizher
titers of anti-denpue anfibodies than a trademark product,
which is produced by plasma of dopors living in non-
endemic Dengue areas. The anti-dengue IVIG descnbed
bere 1z usaful for investigatng the affert of anti-dengue
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ADE - Antibody-Dependent Fnhancement, DENV
— Dengue Virus, DF - Dengue Fever, DHF - Dengus
Hemorhagic Fever, 85 - Dengue Shock Syndrome,
ELISA - Enryme-Limked Immumosorbent Assay, FC5 -
Featal Calf Serum HBzAg - Hepatifis B Surface Antigens,
HCV - Hepatitis C Virus, HEMOPE - Hematology and
Hemotherapy Foundation of Permambuco, HIV - Human
Immmedeficiency Virns, HTLV - Humean T Tymphotropic
Virus, IVIG - Infravenous Immunoglobulms G, LACEN-
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PE - Central Laboratory of Pernambuco, MEM -
Mimrmuom Essential Medmmm PENT - Flaque-Reduction
HNeutralization Test, Bho - Ant-D Iz, S/ - Solvent!
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Abstract Dengue is 8 mosquito-bome disesse caused by
one of four serotypes of Demgue virus (DENY-1-4). Epi-
demiologic and observational studies demonstrate that the
majority of severe dengue cases, dengue hemorrhagic fever
and dengue shock syndrome (DHEDES), occurs predomi-
nantly in either individuals with cross-reactive immunity fol-
lowing a sacondary heterologous infection or in infants with
primary DENY infections bom from dengue-immune moth-
ers, suggesting that B-cell-mediated and antibody responses
impact on disease evolotion. We demonstrate here that B
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cells play a pivotal rmole in host responses against primary
DEMV infection in mice. After infection, pMT "~ mice
showed increased viml loads followed by severe disease
manifestation characterized by intense thrombocytopenia,
hemoconcentration, cytokine production and massive liver
damage that culminated in death. In addition. we show that
poly and monoclonal anti-DENY-specific antibodies can suf-
ficiently increase viral replication theough a suppression of
early innate antiviml responses and enhance disease mani-
festation, so that & mostly non-lethal illness becomes a fatal
disease resembling human DHFTSS. Finally, trestment
with intravenous immunoglobolin containing  anti-DNENY
antibodies confirmed the potential enhancing capacity of
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subneutralizing antibodies to mediate vines infection and
replication and induce severe disease manifestation of
DENV-infected mice. Thus, our resulis show that humoral
responses unleashed during DENY infections can exert pro-
tective or pathological ocutcomes and provide insight into the
pathogenesis of this important human pathogen.

Keywords Dengue virus - Antibody-dependent
enhancement - DHEMDSES - Type [ interferons - Humoral
response against DENY

Imtroduction

Dengue is an important emerging infections disease, con-
sisting in a major public health concemn. It is defined as an
acute systemic viral infection transmitted to humans by
Aeder mosquitoes, with a wide spectrum of clinical pres-
entations, varying from an asymptomatic or a self-limited
illmess, called dengue fever (DF), to the potentially lethal
forms, dengue hemorrhagic fever and dengue shock syn-
drome (DHFEDSS) [1-3]). Bhait and colleagues showed
using updated cartographic approaches that there are
approximately 320 million dengue infectious cases per year
around the world, of which %6 million manifest some level
of disease severity [4]. These numbers are even higher that
those related previously, which suggest the occwmence of
230 million human infections annually, of which 500,000
are severe and 25000 are fatal, across approximately
100 endemic couniries [3, 5, 6]. Recently, a new den-
fue serotype, DENV-5, was discovered and characterized
from samples collected during an outhreak in Malaysia's
Sarawak state in 2007 [7]. This discovery brings even more
challenges in the search for new tarpeted therapies and vac-
cines against this important human disease.

The pathogenesis of DEMVY infection remains poorly
understood and involves a complex interplay between viral
and host factors [1, 2, 8], Severe forms of disease can be
seen during primary infections [, 10]; however, epide-
micdogical and observational studies demonstrate that the
majority of DHF/DSS cases occur predominantly in either
individuals with secondary heterologous DENY  infec-
tions of in infants bom from DENV-immune mothers
[5. 11-14]. While the exact mechanism of this phenom-
enon remains to be folly elucidated. several hypotheses
have been mised to explain the reason for the exacerbated
pathology found in these patients. The antibody-dependant
enhancement of infection (ADE) theory postulates that
after an initial period of cross-reactive protection, antibod-
ies from the first infection remain cross-reactive with other
DENY serotypes, but have waned to subneutralizing or
non-nentralizing levels. These non-neotralizing antibodies
could then lead to viral internalization via the Fc portion
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of immunoglobulin G receptors (FoyRs) and increase vinis
replication into phagocytic cells, in which is accompanied
by massive release of soluble factors that could account for
the increased vascular permeability and hemostatic disor-
der found in severe casas [2, 15, 16].

Interestingly, it has been demonstrated that ADE does not
only facilitate the process of viml entry into monocytes and
macrophages but can also modify innate and adaptive intra-
cellular antiviral mechanisms, through suppression of intra-
cellular antiviral immune responses, a phenomenon defined
as “intrinsic ADE” (iADE) [17). These phenomena suggest
that the elevated intracellular DENY production is a resnlt
of idiosymcratic Fo-receptor signaling. DENY immunocom-
plexes activate suppressive antiviml pathways, and the final
outcome is A marked decrease in the production of type |
IFMs as well as the interferon-activated antiviral molecules
{e.g., 15Gs). Concomitantly, there is upregulation of anti-
inflammatory mediators, including the cytokine IL-10 [18,
19]. Similar responses have been observed in samples of
DHF patients as compared to DF or denguoe-like syndrome
individuals [19, 20]. Overall, these events contribute to the
elevated intracellular production of the vins.

A distinct but complementary theory of immunopathol-
ogy imvolves reactivation of cross-reactive memory B and T
cells specific for the previous rather than the current DENY
infection, resulting in delayed viral clearance and/or mas-
sive production of effectors mediators, a so-called cytokine
stoem [21, 22]. While human T-cell responses during acute
DENYV infections have been largely stodied [16, 23-26],
much less is known about the B cell and antibody responses
to Dengue viruses infections. Early stndies of Boonpuck-
navig et al. [27] have demonstrated that B lymphocytes are
increased during the acute phase of illness after a second-
ary dengue infection. Another study has also found that
DHF patients had significantly higher CD19" B cells than
dengue-like syndrome patients on the day of defervescence
and | day after defervescence [28]. Most recently, studies
have focused om vims-specific plasmablast responses after
primary and secondary DEMV infections. These studies
demonstrate that rapid and massive virus-specific plasma-
blast responses were found in patients with acute DENY
infection, especially in individuals manifesting DHF [29,
30). In experimental settings, B-cell responses were shown
to e unnecessary for the control of primary DEMNY infac-
tion in AGI29 mice [31]. However, protective cross-reac-
tive antibodies secreted by both long-lived plasma cells
and memory B cells and both cross-reactive B and T cells
were shown to provide protection against a secondary het-
erotypic DENV infection [32]. From the later findings, it
seems that B cells play negligible roles in host protection
to primary DENY infection, but may be involved in protec-
tion or disease evolution during secondary infections. How-
ever, studies ane still needed to pinpoint the circumstances
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involved in the protective or disease-enhancing activities of
B cells and their prodocts during this important infections
disease.

In the presemt smudy, we first decided to investigate
the role played by B cells and antibodies during primary
and secondary Dempue virus infection in mice. We con-
ducted experiments in mice infected with adapted strains
of DENV-2 and DEMNY-3 that were previously shown to
induce in immunocompetent mice a disease that resembles
the severe dengue manifestations found in humans [33-35].
‘We demonstrate that, although B cells are pivotal for host
resistance to primary DENY infection, passive transfer of
anti-DEMY-immune serom or subneutralizing monoclonal
antibodies leads to the enhancement of DENV infection
and replication as well as the occumrence of severe disease
manifestations in mice. In addition, we show that these
disease-enhancing activities were dependent on FoyRs acti-
vation and consequent suppression of early innate immune
antiviral responses in host-infected tissues. Finally, we
demonstrate the potential deleterious effects of IVIG dur-
ing the course of DENV infection, once administration
of IVIG containing ant-DENY antibodies to primarily
infected mice led to increased lethality rates and to worsen-
ing of clinical signs of disease due to enhancement of vims
replication.

Materials and methods
Ethics statement

This study was carried out in strict accordance with the
Brazilian Government™s ethical and animal experiments
regulations (Law 1179472008). The experimental protocol
was approved by the Committee on the Ethics of Animal
Experiments of the Universidade Federal de Minas Ger-
ais (CETEA/UFMG, Permit Protocol Momber 1130090
All swrperies were performed under ketamine/xylazine
anesthesia, and all efforts were made to minimize animal
suffering.

Animals

B-cell-deficient mice (congenic pMT mice, strain B6-Ighé-
61°F) were kindly provided by Dr. Thiago Matar Cunha
and Dr. Jofio B. Calixto (FMRP-USF, Brazil). and mice
with null mutations for the [FMa/f receptors (A129-
mice) were kindly given by Dr. Adrisna Aballen (UFMG,
Braril). Wild-type controls on the CSTBLAI (WT) genetic
background (back-crossed at least 10 times) were pro-
vided by Centro de Bioterismo—CERIOD, UFMG, BH,
Brazil, and 12%W5wEv (WTI129) were kindly given by
D, Adriana Aballen (UFMG, Brazil). All mice were bred

and maintained at the Gonotobiology and Immunology Lab-
oratory of Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB-UFMG).
For experiments, 7-10-week-old mice were kept under spe-
cific pathogen-free conditions, in filtered cages with auto-
claved food and water available ad libitum.

Cell lines. monoclonal antibodies and vimses

Vero cells were cultured in RPMI 1640 medium (Cul-
tilab) supplemented with 5 % imactivated fetal bovine
semum (Cultilab). The hybridoma of mAb 4G2 was por-
chased from ATCC, grown in serum-free mediom (Cul-
tilab} and purified using the method of ammoniom sul-
fate precipitation, followed by phosphate-buffered saline
{PBS) dialysis and protein-AfG affinity chromatography
as described in [36]. As control, a mouse lg(32a isotype
control mAb from Acris Gmbh, Germany, was used. The
hybridoma of mAb clone 2.4G2 from ATCC was pur-
chased from the Rio de Janeiro cell Bank, grown in semum-
free mediom (Cultilab) and purified as described previ-
ously. For in vivo experiments, DEMV-2 and DENV-3
strains previously adapted to mice [34, 35], respectively,
were propagated in Vero cells, and the supernatants of
infected cells were harvested, filtered. tittered by plagoe
assay in Vero cells and stored at —70 *C until use. All in
vivo studies with the infectious vimses were performed
in a BSL-2 facility of the Laboratdrio de Interag@o
Microrganismo-Hospedeiro—ICB-UFMG.

Experimental procedure
Infection of mice

For primary infection experiments, the vimus stocks or
mock control were diluted in endotoxin-free PRS (3.2 mM
Ma,HPO,, 0.5 mM KH,PO,. 1.3 mM KCL, 135 mM NaCl)
and the vims inoculum “sublethal”™ or “lethal” of the
adapted DENV-2 or DENY-3 (100 or 1000PFL), depend-
ing of the experiment, were injected via ip route. As an
additional control in some experiments, the vims was heat-
inactivated {56 =C, 1 h) before inoculation into mice. The
results were pooled with the NI (non-infected) group just
for easing representation of the data

Generalion of e-DENV-3 senem

Six- to eight-week-old C5TBL/S mice were inoculated with
100 PFU of the adapted DEMV-3 i.p. Pre-infection serum
was collected on day zero before the infection of mice.
Blood was obtained by tail wein bleeding every 7 days until
day 63 post-DENV-3 inoculation. Serum was separated
from whole bleod by centrifugation, heat-inactivated and
frozen at —80 °C until use.
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Enhancement of Dengue virus infection and FoRy blockade
in vive

Mice were injected intraperitoneally with mAbs (4G2, 15
or 400 pg per treatment) or with the anti-DENV-3 sera
{obtained at 49 day post-infection) im a total volume of
200 pL. on days —1, +1 and +3 after Dengue virus inocu-
lation and then infected 24 h later with a sublethal inoco-
lom of the DENY-2 or DENV-3 by i_p injection in a total
volume of 100 pL. IgG2a mAb was used as an isotype con-
trol of the anti-dengue 4052 mAb, and the Fe-blocker mAb,
clone 2.4G2 from ATCC, at dose of 500 pg per'mouse
given daily was used in some experiments.

IVIG therapy administration to mice

Mice were administered with different doses (30, 100 or
300 mefkg) of the 5 % IVIG solution from pooled donors
from an emdemic area for Dempue virus circulation pro-
duced by HEMOPE, Recife, Brazil. The administration
via iLv route in a final volume of 200 gL per mouse per
treatment occurred on days —1, +1 and +3 afier adapted
DENY-3 inoculation to mice.

Titration of virus by plague assay

Mice were assayed for viml titers in blood, spleen and Ever.
Blood samples (30 pL) were collacted in hepaninized nbes,
difuted in 450 pl. of endotoxin-free PBS (3.2 mM MNa;HPO,,
05 mM KH PO, 1.3 mM KO, 135 mM MaCl) and siored at
—T0 °C. For virus recovery from spleen and liver, the organs
were collected aseptically in different time points and stored
at —70 °C until assayed for DENY-2 or DENV-3 presance.
Tissue samples were weighed grounded using a pestle and
maortar and prepared as 10 % (wiv) homogenates in RMPI
1640 medium without fetal bovine serum (FBS). Vil koad in
supematants of tissue homogenates and blood samples were
assessed by direct plaque assay using Vero cells as described
in [35] Results were measured as plagoe-forming units (PP
per gram of tissue weight or per mL of blood. The limit of
detection of the assay was 100 PFLVg of tissue or per mL.

Plague reduction neutralization test in Vero cells

PRINT assays wene performed in duplicate basad on the ongi-
nal protocol described by [37]. Brefly, complement was inac-
tivated by incubating semum in a 56 “C water hath for 30 min;
then, 5 serial rwofold dilstions of semam were prepared,
starting at 1:30, in RPMI medium (Cultilab) with 5 % fetal
bovine semam (FES; Cultilab) and 100U penicillin/100 pg
streptomycin (Pf5; Invitrogen). Working stocks of vins wene
prepared that yiebded 15-30 plagueswell in a 24-well tissoe
culture plate. Vinuses used for PRNT tests wene the adapted
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DENV-2 amd DEMY-3 [34, 35], respectively. Sixty microlit-
ers of each serum dilution was combined with &0 pL of vims
and incubated fior 90 min at 37 °C with 5 % OO0 After incu-
bation, 100 pL of the vims—serom mixture was transfemmed
to 80 % confluent Vero cells and processed as in a standard
plaque assay. Fifty percent neutralization titer (PRINTS0) val-
ues was determined as the highest serum dilution capable of
neutralizing 50 % vims infection, as detecied by the inhibi-
tion of plaque formation in cell culres.

Evaluation of blood parameters

Blood was obiained from the cava vein in heparin-contain-
ing syringes at the indicated time points under ketamine
and xylarine anesthesia (150 me/Kg and 10 mg'Kg, respec-
tively). The final concentration of heparin was 50 /ml.
Serum was obigined from tail vein bleed. Plateleis were
counted in a Meubaoer chamber. Briefly, 10 pL of solu-
tion (blood and 1 % p/v ammonium oxalate in a dilotion of
1:100) was placed in the chamber, and platelets were visu-
alized in a Nikon XP-1000 microscope, magnification of
400, using phase-contrast. Results are presented as num-
ber of platelets per L of blood. For the determination of the
hematocrit, a sample of blood was collected into heparin-
ized capillary tubes (Perfecta) and centrifuged for 10 min in
a hematocrit centrifuge (Fanem, 530 Paulo, Brazil).

Anti-dengue IgM and IzG quantification

Antibody quantification in serum from DENV-3-infected
mice was performed by an indirect ELISA assay as adapted
from [3E]. Briefly, the same adapted DENY-3 usad in infec-
tions was U'V-inactivated (607) and diluted in 0.01 M carbon-
ate buffer (pH 9.6) in a concentration of 1 x 10F PFU per
well of microtiter plates and incubated overnight. Plates were
washed three times and blocked with bovine serum albumin
1 % for 2 h and subsequently washed. Then, four dilutions of
each serum sample from 1:50 to 126,250 were plated in dupli-
cates and incubated for 3 h. Afier another wash step, plates
were incubated for 2 h with peroxidase-conjugated anti-
mouse IgG or IgM (Southem Biotech). Toward, ortho-phe-
nylenediamine was used as a substrate, and the reaction was
stopped with 1 M sulfuric acid. The absorbance was meas-
ured at 492 nm. Samples of DENV-3-infacted mice were con-
sidered positive in the first dilution in which mock samples
were negative and were expressed as optical densities (0.0.).

Measurement of cytokinesichemokine concentrations

The concentration of cytokines TMNF-a, IFN-y in serum or
IL-12p40, IL-10 and IFN-y in spleen samples was meas-
ured wsing commercially available antibodies and accord-
ing to the: procedures supplied by the manufacturer (R&D
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Systems, Minneapolis). Results are expressed as pg/mL
or pg/100 mg of tissue. The detection limit of the ELISA
assays was in the mnge of 4-8 pg/ml.

ALT transaminase activity

The activity of the transaminase alanine aminotransfermse
{ALT) was measured in individoal serom samples, using a
commercially colorimetric available kit (Bioclin, Quibasa,
Belo Horizonte, Braril ). Results are expressed as the mean +
SEM of transaminase concentration in UWdL of plasma.

Evaluation of changes in vascular permeability

The extravasation of Evans blue dye into the tissue was wsad
as an index of increased vascular permeability, as previously
described in [39]. Briefly, Evans blue (20 mg kg~') was
administered iv. {1 mL kg~") via an eye vein 30 min prior to
mice killing. The right ventricle was flushed with 10 mL of
PBS to wash the intravascular Evans bloe in the lings. After
that, one lobe of liver and the left lung were cut and allowed
o dry in & Petri dish for 24 b at 37 °C. The dry weight of the
tissue was calculated and Evans blue extracted using 1 mL of
formamide (24 h at mom temperature). The amount of Evans
bloe in the tissue was obtained by comparing the extmcted
absorbance with that of a standard Evans blue curve read at
6200 mm in an ELISA plate reader. Results are presented as
thiz amount of Evans blue per 100 mg of tissue.

Hemodynamic measurements

All mice were habitoated to the blood pressure measure-
ment device for 7 days. SBP was determined with tail-
cuff plethysmography method in unanesthetized mice,
as previously described in [40]. All data are expressed as
mean £ SEM. Changes in SBF from baseline are expressed
as absolute valoes as well as areas under the BF curves.

Real-time PCR

For the evaluation of IFMN-22, IFMe-4 and ISG15 mRMA
expression, spleens were removed 4 and 7 days after DENY-3
inoculation imto mice. Total BMA was isolated from tis-
sues using a QlAGen RNEasy RMA isolation kit. The RMA
obtpined was resuspended in nuclease-free water (GIRCO)
and stocked at —70 “C wntil use. Realime RT-PCR was
performed on a Applied Biosystems T500 sequence-detection
system {Applied Biosystems) using 5YBR Green PCR. Mas-
ter Mix (Applied Biosystems) afier a reverse transcription
reaction of 2 pg of total RMNA by using M-MLY meverse tran-
scriptase {Promega) and 50 pM of Oligo dT{15) (Promega).
The relative level of gene expression was determined by
the comparative threshold cycle method as described by the

manufacturer, whereby data for each sample were normalized
by 185 nbosomal RMA and expressed as a fold change com-
pared with non-infected controls. The following primer pairs
were used: 185 ribosomal RNA, 5-COTTCCACCAACTAA
GAACG-3 (forward) and ¥-CTCAACACGGGAAACCTC
AC-F (reverse); and [FNe2 5-GOACAGGCAGGACTTTG
GATT-¥ {forward) 5-CCCTTCTGOATCTOCTGOTAA 3
IFNed  5-CCACAGCCCAGAGACTGACCAGC-Y  (for-
wand) F-AGGCCCTCTTOTTOCCCAGGTTA-Y (reverse)
ISGIF F-CTOGCAGCAATGOCOCTGGOACCT-3 (forwand)
S-AGTTTGGTGGOOCAGGOGCT-3.

Histopathological and immunchistochemistry analysis

Liver samiples from adult euthanized mice were obtained at
the indicated time points. A fterward, they were immediately
fixed in 10 % buffered formalin fior 24 h and embedded in
paraffin. Tissue sections {4 pm thicknesses) were stained
with hematoxylin and ecsin (H&E) and evaluated under a
microscope Axioskop 40 (Carl Feiss, Gottingen, Germanmy)
adapted to a digital camema (PowerShot A620, Canon,
Tokyo, Japan). Histopathology score was performed accond-
ing to [35] evaluating hepatocyte swelling, degeneration,
necmosis and hemaorrhage, added to a five-point score (0,
absent; 1, minimal; 2, slight: 3, moderate; 4, marked; and 5,
savere) in each analysis. For easy interpretation,, the overall
score was taken into account and all the parameters total-
ized 20 points. A total of two sections for each animal were
examined. and results were plotted as the media of damage
values in each mouse. Immunchistochemistry analysis for
detection and guantification of DENV-3-infected cells in
liver was also performed as previously described in [35].

Statistical analysis

Results are shown as mean £ SEM percent inhibition was
calculated by subtracting the background values obtained
in non-infected animals. Differences were compared using
analysis of variance (ANOVA) followed by Student-MNew-
man-Keuols post hoc analysis. Differences between lethal-
ity curves were calculated using log-rank test {Graph Prism
Software 4.0). Changes in SBF from baseline are expressaed
as absolute values as well as areas under the BP curves.
Results with a P < (.05 were considered significant.

Results

B cells are necessary for host resistance to primary Dengue
virus infection

Humoral immune responses are thought to play a major
role during DEMV-induced disease in humans [30]. To
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Fig. 1 Bcell-deficient (uMT ") mice are more susceptible 1o pri-
mmﬂmhm.w-ﬂpuﬁ'mm-sm
per growp) were inoculated with 100PFU of DENV3 (ip), and
lethality rales were evaluated every 12 h during 21 days. Resulis are
expressed as % of survival In b-g WT (& = 5) and pMT ™" mice
(n = 7) were inoculated with 100PFU of DENV-3 (i.p), and 7 days
the following analysis: b Viral loads recovered from blood by plagee
assay in Vero cells. Results are shown as the log of PFU per ml. of

blood. ¢ Quantification of NS3-pasitive hepatocytes in the liver of
WT and pMT " mice. Liver was collected, formalin-fixed and pro-
cessed imto paraffin sections. Serial sections from each tissue were
stained with anti-DV NS3 antibody E1D8 (NS3) or an isotype con-

investigate in vivo the role played by B cells during DENV
infection, wild-type (WT) and B-cell-deficient (WMT )
mice were inoculated with 100 PFU of adapted DENV-3 i.p
and mortality rates and disease parameters on day 7 after
DENYV inoculation (peak of disease) were evaluated. After
infection, about 80 % of pMT "~ mice were dead at day 12
of infection, while only 20 % of WT mice had succumbed
to infection after 21 days of inoculation of DENV-3
(Fig. 1a). The earlier lethality of uMT '~ mice was asso-
ciated with increased DENV-3 replication in the spleen
(WT: 33 x 10" PFU/g (n = S); pMT 2 2 x 10® PFU/g of
spleen (n = 7), P = 0.01) and elevated viremia as assessed
on day 7 after virus inoculation (Fig. 1b). Moreover. there
was enhancement of NS3* staining of hepatocytes in the
liver of infected uMT '~ mice when compared with WT
(Fig. Ic). In addition to the increased lethality rates and
to the emhanced viral replication, pMT '~ mice pre-
sented more severe manifestation of disease after infection
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(Fig. 1d-g and S1). After DENV-3 inoculation, WT mice
presented only mild disease manifestation as demonstrated
by slight drop in platelets numbers (Fig. 1d), absence of
hemoconcentration (Fig. le). no increase in TNF-a lev-
els in serum (Fig. 1f) and only a slight increase in ALT
transaminase levels in serum (Fig. 1g) when compared
to non-infected (NI) mice. However, DENV-inoculated
MMT '~ mice had greater thrombocytopenia (Fig. 1d),
increased hematocrit levels, a marker of hemoconcentra-
tion (Fig. le) and elevated levels of the proinflammatory
cytokine TNF-a in the serum (Fig. 1f). Levels of IFN-
y were elevated to a similar extent in serum of infected
UMT~~ and WT mice (NI: ND; WT: 1.851.8 + 493.2;
MMT " 2.0487 + 819.3), suggesting that the enhanced
DENV replication in pMT '~ mice was not due to impair-
ment of the production of this mediator. Finally, infection
of pMT " mice resulted in significant increase in serum
levels of ALT transaminase at day 7 after virus inoculation
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{Fig. 1g), an indicative of liver damage. To confirm this, we
performed histopathological analysis in the liver of WT and
PMT ™~ mice after DENV-3 inoculation, and the results
revealed an elevated histopathological score in pMT '~
mice in comparison with the WT-infected controls (Figure
51 Thos, the data depicted here demonstrate a protective
role of B cells during primary DENV infection.

Suobneutralizing levels of anti-DENY antibodies
enhance disease severity during Dengue viruy infection
of immunocompetent mice

‘We have demonstrated that B cells are necessary for host
resistance against primary Dempue viny infection; how-
ever, it has been shown that people experiencing a second-
ary heterologous DENY infection have a much greater
risk of developing 8 more severe disease manifestation
(DHFDSS), indicating that preexisting immunity could
exacerbate disease [41]. Thus, B-cell activation and ambi-
body production can exert a dual role in DENY patho-
penesis, with potential to benefit or harm the host [11]. In
order to evaluate whether antibodies would be involved in
the protective role played by B cells during primary DENY
infection, we have conducted experiments in mice injected
with anti-DENY-immune serum. To this end, we have first
performed a longitudinal analysis of the antibody response
of mice primarily inoculated with DEMNY-3 starting on
day 0 until day 63 after vims inoculation (Fg. 2a). WT
mice (n = &) were inoculated with a sublethal inoculum
of DEMV-3 (100 PFU} and bleeding was performed every
7 days after DENV-3 infection until day 63 post-DEMY-3
inoculation. Our dats demonstrated an increased DEMNY-
spacific IgM response at days 14 and 21 of infection. After
day 28, the levels of IgM retumed to basal values as found
in day O of infection. Further, g0 responses raised on day
14 afier DEMV-3 inoculation and remained elevated until
the last day evaluated (day 63 afier Denmgue virus inocu-
lation) (Fig. 2a). These data demonstrated that WT mice
inoculated with DENY-3 were capable of mounting a
specific-a-DENY IgM and IgG responses at the course of
DENY infection.

T investigate the role of these antibodies in the comtext
of DENY infection, WT mice were passively transfermed
with 200pL of the DENV-3-immune serum (collected at
day 49 of infection) at days —1, + 1 and +3 after homolo-
gous (DENY-3) {Figure 52A) or heterologous (DENY-2)
inoculation (Fig. 2b-h). Figure 524 and 2B shows that
mice who received the DENY-3-immune serum and were
challenged with either of DENY serotypes (DENV-3 or
DEMNY-2, respectively) presented elevated lethality rates
in comparison with mice that received only serum from
naive mice (Figure 524 and ZB) or serom from uMT -
mice previously inoculated with a sublethal inoculum of

DEMV-3 (data not shown). After infection, only 25-30 %
of the mice that had received the naive semum (Fig. Zb
and 524) or sarum from pMT " mice (data mot shown)
were dead until the day 14 of DENV-Z inoculation. How-
ever, on day 6 of infection, 75 % of the mice inoculated
with the homologous serotype (DENY-3) (Figure 52A)
and 100 % of the mice infected with the heterologous sero-
type (DENY-2) had succumbed to the infection (Fig. Zb).
Of note, the remaining 25 % of mice that received the
a-DENY-3 serum and were infected with the homologous
serotype were protected from lethality (Figure S2A) and
from disease manifestation (data mot showm). Since the
transfierence of the DEN'V-3-immune serum was not protec-
tive from lethality of DENV-3-infected mice, we decided to
evaluate the neotralizing capacity of this o-DENV-3 serum
to neutralize DENV-3 or DEMNV-2 infections in vitro. Heat-
inactivated o-DENV-3 serum exhibited low neutraliring
titers after a plague reduction assay in Vero cells (dota not
shown). These data sugpest the presence of non-neutraliz-
ing or subnentralizing levels of o-DENY-3 and o-DENV-2
antibodies, suggesting the occurrence of ADE after passive
transfer of DENV-immune serum.

The hallmark of ADE-induced disease is an increase in
systemic viral burden afier infection. Hence, afier DENY-2
infection of mice previously administered with o-DENV-3
semm, there was a remarkable increase in wviral load
in spleen (nalve serum = 2.2 x 1006 PFUfg (n = 4) and
a-DENV-3 seum = 6.1 x 10,7 PFWg of spleen (n = 5)
P =0.01) and viremia (Fig. 2c) as assessed by plague assay
on the peak of disease manifestation after DENY-2 inocu-
lation. In addition, Panel ZI¥ shows elevated numbers of
K53+ hepatocytes in the liver of mice that received DEMNV-
3-immune serum and were challenged with the DENV-2
in comparison with mice treated with nafve serum and that
were aqually infected with 100 PFU of DENV-2 (Fig. 2d).
Corroborating these findings, the increased lethality amd
the enhanced viral burden found in mice that received the
a-DENV-3 serum was associated with more severe disease
manifestation after DENV-2 challenge as demonstrated
by the occwrrence of marked thrombocytopenia (Fig. 2e),
intense hemoconcentration (Fig. 2f), production of elevated
levels of TME-a (Fig. 2g) and higher levels of the ALT
transaminase in serum (Fig. Zh). In accordance with the
elevated levels of ALT, there was heightened liver damage
in the liver sections of mice that received o-DEMNV-3 serum
(Figure S5IB). These results demonstrated that homolo-
pous or heterclogous a-DENY serum transference, at sub-
neuotralizing levels, can enhance the viral borden of mice
inoculated with a sublethal inoculum of DENY, resulting in
increased lethality and more severe disease manifestation.

To test whether the levels of anti-DENY neuotralizing
antibodies would directly impact on severe dengue disease
evolution during infection, we conducted experiments with
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Fig.2 Pusxive tronsference of DENV.3-immune serum decreases
survival time snd enhsnces Dewpar wiray replication and disease
manifestation in DEMY-2-moculoied mice. s WT mice (g = &) were
incculated with 100PFU of DENV-3 (ip) and anti-dengue IgM and
1gis titers of pre- and post-infection serom samples, collecied on day
zere and every 7 days until day £3. were measared by ELISA. Resulis
are expressed os arbitrary units. b WT mice (n = B mice per group)
were administersd with nofve ssem or anG-DENY.3 ssam (ool-
lected on day 49) and inoculated with 100PFU of DEMNV-2 {Lp), and
lethality ruies was evaluated every 12 b during 14 days. Resulis e
expressed os % of survival, In ch, WT mice (n =5 per group) treated
wilh narve or ani-DENY-3 serem wepe inooulaled with 100FFU of
DENY-2 ipl. and seven doys afier infection, mice were culled and
blood and tise collected for the Following analysis: ¢ Virnl loads
recivered from blood by plaque sssay in Vero cellls. Results are shown
ax the log of PFL per ml. of blood. d Quantification of N33-positive

commercial anti-DENY mAbs, assessing whether different
antibody doses would impact differently in disease mani-
festation. First, plaque reduction neotralizing titer assays
{PRMNT ) were performed in Vero cells. Mice were admin-
istered with 15 or 400 pg of mouse anti-DENY monoclonal
antibody clone 4G2 (IgG2a anti-Envelope protein [E], pan-
flavivims-reactive) or with an isotype control antibody with
irrelevant specificity at the same doses. Eighteen hours after
antibody adminisiration, mice were bled and the PRNT
titers of pre-infection serum samples were performed.
Resalis demonstrate that serem from mice that received the
low dose of 462 antibody (15 pg) was unable to neutralize
the DEMNY-3 infection in vitro. However, nentralizing titers
were found in the serum of mice that weme administered with
the high dose of 4G2 antibody (400 pug) (data not shown).
To determine, in vivo, the relationship between disease
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hepatocyles in the liver of WT mice adminisiered or not with anti-
DENY-3 serum Liver wos collected, formalin-fixed and processsd
into paraffin sections. Serinl sections from ench fissne wene siained
with oni-IY N53 antibody E1DE (N53) or mn isoiype control mouse
Igli2a, and muoltipls sections of each Hssme type were thoroughly
examined for stsining. Positive staining for NS3 s bows, while
hemaloxylin counierstain is blue. ¢ Number of plabelets, shown o
platelets = 107 L of blood. F Hematocrit, shown s % volume ooou-
pied by red blood cells. g Concentrations of TRF-z in semm;, quanis-
fied by ELISA. Resulis are shown os pg per ml. (serom). b ALT activ-
ity determination in plasma of control and DEENY-3-infected mice is
showm o UML of plosma. All resulis ore expressed os mean 4= SEM
{eapept for ¢ expressed ox median) ond o ey ive of Mo
experiments. *F < (.05 when compared o control oninfecied mice.
*p < 0,05 when compared o WT-infected nalve serum trealed mice.
NI non-infiected, dpi days post-infection (color fgure onlfine)

manifestation and the administered dose of anti-DENY anti-
body, WT mice received the mouse monoclonal antibody
4G2 at concentration of 15 pg/treatment or 400 pgftreatment
daily (day —1, day +1 and day +3) after DENY-3 inocula-
tion. Control mice received an Ip(G2a isotype antibody of
irrelevant specificity at similar concentrations and treat-
ment schadule. Figure 3a, b shows that mice that received
the lower dose of 4G2 antibody and that were challenged
with a sublethal inoculum of DENV-3 presented elevated
viral replication as demonstrated by the presence of viremia
7 days after DENV-3 inoculation (Fig. 3a), as well intense
MS3t hepatocytes staining, indicative of active vins replica-
tion (Fig. 3b, c). However, opposite resulis were found when
mice received higher 4032 doses. These mice presented rever-
sion of antibody enhancement of infection as demonstrated
by the absence of viremia (Fig. 3a) and marked reduction in
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Fig. 3 Antibody-mediated enhancement of Dengue wines infec-

mlwkmmdutmwmbmn@lyammdfu

tion depends on antibody dose. WT mice (n = 5-9) were admini
tered with (15 or 400 ug) of the mouse monoclonal antibody—4G2
(1g(i2a anti-Envelope prodein, pan-favivinus-reactive) or with an iso-
type control antibody with irrelevant specificity followed by inocula-
tion of 100PFU of DENV-3 (ip). Seven days later, mice were called
and blood and tissue collected for the following analysis: o Viral
loads recovered from blood by plague assay in Vero cells. Results are
shown as the log of PFU per ml. of blood. b Quantification of NS3-
positive hepatocyles in the liver of 4G2 or isotype-control-treated
mice. Liver was collecied, formalin-fixed and p d into paraffin
sections. Serial sections from each Hssoe were stained with anti-DV
NS3 antibody EIDE (NS3) or an isotype control mouse IgG2a, and

the numbers of NS3* hepatocytes (Fig. 3b. c). As expected,
no viremia (Fig. 3a) or significant NS3* hepatocyte staining
was detected in isotype-control-treated mice (15 or 400 pg)
that received a small inoculum of the DENV-3 (Fig. 3b, c). In
addition to enhanced viral replication, low-dose 4G2-treated
mice presented more severe disease manifestation, as dem-
onstrated by intense thrombocytopenia (Fig. 3d), occurrence
of hemoconcentration (Fig. 3e), elevated levels of TNF-a
and ALT in serum (Fig. 3f, g, respectively) when compared
to low-dose isotype-control-treated mice. Accordingly, low
dose of 4G2 administration into mice led to marked liver
injury on day 7 after DENV-3 inoculation (Figure S3). All
these findings were strkingly reduced in mice that received
the higher doses of 4G2 or the isotype control antibodies
(Fig. 3d-g and S3). The present data demonstrate that anti-
DENYV antibodies can worsen the disease outcome induced
by DENV-3 infection in vivo, depending on their neutraliz-
ing circulating titers.

cR P of positive staining for NS3° cells
mnpﬂlﬂdnbmwhﬂemhommmnbhf‘
Nnnberdplmm“uphdmxlo‘lpLdNond.e}ium-
tocrit, shown as % volume occupied by red blood cells. f Concentra-
mdmammuwﬁ&wmskwumm-
pa per mi (; ). g ALT activity deter in plasma of control
and DENV-3-infected mice is shown as UJ/dL. of plasma. All results
uapm-mism(wfwgapwnniumﬁn)
and are rep of two c *P < 0.05 when compared
lnomtmlunnfmdmm.'P<0.05whmmq~ndb-otype
control DENV-3-infected mice. **P < 0.05 when compared to 4G2
(15 pg) DENV-3-infecied mice. N7 noa-infected (color figure oaline)

ADE-mediated severe disease manifestation resembles
severe dengue disease induced by primary infection
with higher viral inoculum in immunocompetent mice

Mice that receive subneutralizing amounts of anti-DENV
antibodies presented higher viral burden during the course
of infection. In order to evaluate whether enhanced viral
loads would be the cause behind severe disease evolution,
we conducted experiments comparing anti-DENV-treated
mice infected with 2 lower DENV inoculum and mice
infected only with a higher viral inoculum. For this, WT
mice were administered with 15 pg of the 4G2 monoclo-
nal antibody (mAb) in the previously described schedule
and then inoculated with 100PFU of DENV-3 ip. This
group of mice was compared to another two groups: one
inoculated only with 100PFU of DENV-3 who was called
as “sublethal” and another which received an inocalum 10
times higher (1000PFU of DENV-3) that was designated
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Fig. 4 Subacutralizing levels of anti-DENV mAbs increases lethal-
xlyt‘sn.dvﬂhrtnbkwdsnmhrblhouofm-fmd
with 2 higher viral inoculum. a WT mice (2 = 8) were admini

100PFU of DEENV-3 (i.p). Four or seven days later, mice were culled
and blood and tissue collected for the following analysis: b Vil
loads d from blood by plaque assay in Vero cells. Results are

mmISugdlhcmemhmlnmbodyJGZﬂgmlm-
Envelope protein, pan-flavivi ive) or with an isotype control
antibody with irrelevant specificity ca days —1, +1 and +3 and were
inoculated with 100PFU of DENV-3 (i.p). Another two groups were
inoculated only with the DENV-3 (100 PFU “sublethal” or 1000PFU
“lethal”), without any antibody treatment. a Lethality rates were eval-
uasied every 12 h during 14 days. Results are expressed as % of sur-
vival. b-d WT mice (r = 5-9) were administered with 15 pg of the
mouse mmchnul antibody—4G2 (1gGG2a anti-Eavelope protein [EJ,
pan-fl. ive) or with 2a isotype control antibody with irrel-
evant specificity oa days —1, +1 and +3 and were inoculated with

as “lethal”. As controls, isotype-treated mice were admin-
istered with the same dose and treatment schedule of an
isotype-matched control with irrelevant specificity and then
inoculated with 100 PFU of DENV-3. During the experi-
ments, euthanasia was performed at two time points after
infection; day 4 and day 7. Figure 4a shows the lethality
rates of mice that received or not the mAbs treatment and
were inoculated with DENV-3. Results show that only
25 % of the mice treated with the isotype control mAb or
those who were infected only with the sublethal inoculum
of the DENV-3 were dead after 14 days of infection. In
contrast, almost 9% % of mice that were inoculated with the
high inoculum of the virus (lethal group) had succumbed
to infection by day 8 after DENV-3 inoculation. Simi-
lar results were found in the group of mice who received
the 4G2 mAbs. Almost all mice were dead at day 11 after
DENV-3 inoculation (Fig. 4a). In accordance with the the-
ory of the “antibody-dependent enhancement of infection,”

9 Springer

shown as the log of PFU per ml. of blood. ¢ Quantification of NS3-
positive hepatocyles in the liver of 4G2 or isotype-control-treated
mice. Liver was collected, formalin-fixed and processed into parmffin
sections. Serial sections from each Gssoe were stained with anti-DV
NS3 antibody E1D8 (NS3) or an isotype coatrol mouse IgG2a, and
multiple sections of each tissue type were thoroughly examined for
staining. d Represeatative pictures of positive staining for NS3* cells
are shown where NS3 signal is brown, while hematoxylin counter-
:unlant Nlmn-mfa:l:d.#rdlyspm-mm'?<0.05whn

to sublethal or i coatrol DENV-3-infected mice
(oolotﬁgmmhm)

JH

the higher lethality rates found in the 4G2-treated group was
associated with an early replication of the virus as shown
by the presence of viremia in almost all mice already on
day 4 of infection with even higher values at day 7 of infec-
tion (Fig. 4b). Interestingly, mice that received the higher
inoculum of DENV-3 showed elevated viremia only at day
7 of infection, suggesting the role of antibodies in mediat-
ing the enhancement of infection by increasing viral repli-
cation in early times after infection (Fig. 4b). As expected,
mice that received the isotype control or the sublethal inoc-
ulum of the virus showed smaller viremia levels on day 7
of infection when compared to the lethal and 4G2-treated
groups (Fig. 4b). In accordance with the elevated viremia,
marked virus replication was found in the liver of lethal-
DENV-3-inoculated or 4G2-treated mice groups, as
assessed by NS3* staining of hepatocytes (Fig. 4c). These
data show that subneutralizing levels of anti-DENV anti-
bodies enhance viral replication to similar extents found
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in mice primarily infected with a higher DEMNY inoculom.
Mext, we analyzed the disease parameters on days 4 and 7
of infection using the same experimental design described
befiore. Of note, there were no differences in any of the
disease parameters evaluated among the several groups on
the day 4 after DENV-3 inoculation {data not shown). On
day T (peak of disease manifestation), our results show that
mice that received only the sublethal inoculum of DENY-3
or were treated with the isotype control mAbs presented
a slight reduction in the platelets counts (Fig. 5a); how-
ever, no alteration in the hematocrit levels was found after
DEMNV-3 inoculation (Fig. 5b). Moderate plasma extrava-
sation in liver (Fig. 5c) and lungs [MI = 4.1 £ 0.9 pg
100 mg lungs; sublethal = 7.9 + 1.6 pg 100 mg lungs *;
isotype control = 7.3 + 1.3 pg 100 mg lungs *] as well
as discrete reduction on sysiolic blood pressure (Fig. 5d)
was found in these groups of DENY-3-inoculated mice,
when compared to the NI controls. Beyond the hemato-
logical parameters, there was no increase in TNF-a lev-
els (Fig. 5e) in the serum of these mice; however, IFM-y
values (Fig. 5f) were significantly high when compared
to the MI controls. Finally, discrete liver damage was
found in sublethal or isotype control DEMNV-3-inoculated
mice, as shown by moderate elevation in ALT levels in
the serum (Fig. 5g) and by the low scores found after the
histopathological analysis of the H&E-stained sections
in the liver (Fig. 5h, i) In sharp contrast, mice inoculated
with the high inoculum of DEMNV-3 or those who received
the 4G2 antibody followed by infection with a low inoc-
ulum of DEMV-3 presented severe disease manifests-
tion as demonstrated by the presence of markedly lower
platelet counts (Fig. 5a), hemoconcentration {Fig- 5h),
intense plasma extravasation in liver {Fig. 5c) and lungs
[MI = 4.1 £ 0.9 pp/100 mg of lungs, lethal = 17+ 2.3 pg
100 mg of longs and 4G2 = 13.3 £+ 2.5 pg 100 mg of
lungs] and severe reduction in the systolic blood pressure
({Fig. 5d). In addition, TNF-z (Fig. 5e) and [FM-y (Fig. 5f)
cytokine levels in serum were markedly high in compari-
son with NI controls. OF note, IL-10 levels in the spleen
of lethal-DENY-3-inoculated and 4G2-treaied mice were
also markedly elevated in comparison with NI, sublethal-
and isotype-control-treated mice [NI = 36 + T72; suble-
thal = 58 £ E9; lethal = 187 £ 126*#, isotype = 60 £ BS;
4G2 = 187 £ 104*# pp/100 g of spleen], but similarly as
saw in IFM-y levels, equivalent high levels of IL-12pd0
were found in the spleen of all DENV-3-inoculated mice
(data mol shown). In addition, there was massive release of
ALT transaminase in the serum of lethal- or 4G2-treated
mice (Fig. 5g), and histopathological analysis in the liver
of these mice revealed that WT mice inoculated with
1000PFL of DENV-3 or those that received the 462 mAb
showed a higher score, demonsirating a significant degree
of liver injury in these groups (Fig. 5h, i). Therefore,

treatment of mice with subneutralizing doses of anti-DENY
monoclonal antibodies followed by challenge with a low
inoculum of DENY led to an enhancement of disease mani-
festation in a similar way as found in mice that received an
inoculum 10 times higher of the vimns.

Anti-dengue immunocomplexes enhance viral replication
in vivo through FoyR-mediated suppression of the type 1
IFM antiviral responsa

It has been proposed that interaction of DENY immuno-
complexes with FoyRs in target cells (momocytes, mac-
rophages and [Ms) enhances the access of virfons o these
cells and contributes to the increased titers of vins found
in the blood of DHRDSS patients [15]. To confirm the
involvement of FoyRs in mediating virus enhancement in
our model of antibody-induced disease, we treated mice
daily with an FoyR-blocking antibody (clone 2_4G2) start-
ing onm day -1 until day 5 post-DENY inoculation in mice in
the presemce or not of the anti-DENY (4G2) antibody. Our
results show that mice administered only with the isotype
control mAb or the group of mice treated with the isotype
control + FoyR-blocking mAb that were inoculated with
a low inoculum of DEMV-3 presented only a mild disease
manifestation as demonstrated by mo detection of vims in
the blood (Fig. 6a), low replication levels of virus in the
liver (Fig. 6b, c), occurrence of discrete thrombocytope-
nia (Fg. 6d) and absence of hemoconcentration (Fig. Ge).
In addition, only small levels of TMF-n (Fig. 6f) and ALT
transaminase (Fig. &g) were detected in serum of mice in
these groups. Finally, histopathological scores in liver sec-
tion of these mice were low (Figure 54). Howewer, as dem-
onstrated before in Figs. 4, 5 and here in Fig. 6a—g and 54,
4G?2 treatment of mice with subneutralizing doses followed
by & low DENY-3 imoculation led to an enhancement of
virus replication and increase in valoes of all the disease
parameters assessed (Fig. 6a—g and 54). In contrast, block-
ade of FoyRs by Fo-blocker treatment resulted in complete
reversion of 402-induced ADE disease in mice (Fig. 6a—h
and 54 [dark gray bars]). Therefore, the present data show
an essential role for FoyRs in mediating enhanced viral
burden and in inducing severe disease manifestation in
DEMY-infected mice that present subneutralizing levels of
anti-DENV antibodies.

Evidences suggest that the mechanism of ADE-enhanced
DENV infection is associated with both increase in the
number of infected cells, a phenomenon called “Extrinsic
ADE” and a subversion of the intracellular innate immune
host responses through suppression of a the type 1 IFN and
proinflammatory cytokines production—an event denomi-
nated as “Intrinsic ADE" [17]. The next set of experiments
was conducted to evaluate whether FoyR activation by
anti-DENY immunocomplexes would be associated with
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Fig. 5 Mice that received subneutraliring levels of anti-DENY mAks
develop o severe denpue discose resembling mice nfected with a
higher DENY inoculum. 'WT mice (& = 5-9) wer sdministened
with 15 pg of the mouse monoclonal antibody—30G2 (1g{iZa ank-
Enmvelope pralein, pan-favivine-meactive) or with an isobype control
antibody with irrelevant specificity on days —1, +1 and +3 and weee
inoculated with 100PFU of DENVY.3 (ip). Ancther two groups weee
incculated anly with the DENY-3 (100 FFU “sublethal™ or JPEL
“lethal™), without any antibody trestment. Enthenmio wes conducted
an day 7 afier DENV.3 moculafion, ond the following pammetsrs
were evalusied: 8 Nomber of pi shiwwn s plateleis = 104
af blood. b Hematooril, shown as % volume occupied by med blood
cells. ¢ Chenges in vesoalor permeability in the liver, shown ax pg aff
Evans blue per 100 mg of tissuse. In d changes in systolic blood pres-
sure from baseline until day 7 ofier infection, expressed o & of blood

impairment in host antiviral response. Fimst, experiments
conducted in mice with null mutations for the IFNog
receptors (A129~~ mice) revealed the essential role of
type 1 IFNs in host response to primary DEMNV infection
in the present model (Figure 55). After infection, while
50 % of WT mice had succumbed to infection until day
12 (Figure 554), almost 90 % of the type I-IFM-deficient
mice were dead by day 7 of vimns inoculation (Figure 854
The increased lethality of A129" mice was associated
with elevated vims replication in spleen already on day 5
of infection (Figure 55B) and presence of higher viremia
on day 7 after DENY inoculation (Figure S5C). In addi-
tion, there was no difference in thrombocytopenia between
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pressure in mmHp. &—f Concentration of THE-z and IFM-y in serum,
quantified by ELISA_ Resulis ane: shown s pg per mL {ssnem). g ALT
activity determination in plesma of control and DENV-3-infecisd
mice is shown s UL of plasma. b Liver of contmod and [ENY.3-in-
fected mice were collected, formalin-fived and processsd inde pamffin
sactions. Liver sections were stmined with hematoxylin and eosin, and
hisiopathological scoees of each mouse were performed. | Represent-
ative images of ach groop of mice e shown (Scafe Ber 400 pm)
All resmlis ore sxpressed a5 mean 4+ SEM and are represeniotive ot
least two experiments. *F < (.05 when compared 1o contral unin-
fected mice. *P < 0.05 when compared bo sublethal or isotype control
DNEMY-3-infected mice. N non-infecied. dpi days post-infection, HS
hepatreyte swelling, [} degeneration, ¥ neomsis, B hemombage, 08
averall score

WT- and A120~"infected mice (Figure S50)); however,
hemoconcentration (Figure 55E), higher levels of TNEF-
@ (Figure 55F) and more intense ALT (Figure 550) were
detected in the serum of these kmockoot mice in compari-
son with the WT-infected controls.

Mext, we assessed type I IFN expression in spleen of
mice allocated on the same experimental design of the
one previously depicted for the Fig. 6. Resulits show that
there was a marked increase in mEMNA expression of the
antiviral genes; [FNa2 (Fig. Ta), [FNof (Fig. Tb) and the
IFM-induced [SG15 gene (Fig. 7c) in the spleen of mice
that received the treatment with the isotype control mAb
and were inoculated with the low inoculum of virus, in
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Fig. 6 FoyR blockade awvoids ADE occcurrence and dengue severe
disease development in mice. WT mice (2 = 5-8 per group) were
administered with 15 pug of the mouse monocional antibody—4G2
(1g(G2a anti-Envelope proein, pan-flavivins-reactive) or with an iso-
type control antibody with irrelevant specificity followed by inocula-
tion of 100PFU of DENV-3 (i.p). Ancther two groups received the
anti-DENV 4G2 mAb together with the Fe-blocking antibody (clone
2.4G2) or were administered with the isotype control mAb and the
Fe-blocker. Seven days later, mice were culled and blood and tissses
llecied for the followi Jysis: @ Viral loads recovered from
debyph:pcnquaoaﬂkRmhnMnulhlo;of
PFU per ml. of blood. b Quantification of NS3-pasitive hepatocytes
mhlwdmmhmwodmfmhdndpm
into paraffin sections. Serial sections from each tissoe were stai

IgGZl.lndlmllplemdedmtypewuemﬂy
ined for stas of p

faNSS‘dsnMnMNS]nplummhm

in is blue. d Number of platelets, shown as plale-
lets x 10°7LL of biood. & Hematocrit, shown as % volume occupied
by red blood cells. f Concentrations of TNF-a in serum, quantified
by ELISA. Results are shown as pg per ml. (serum). g ALT activ-
ity determination in plasma of control and DENV-3-infected mice is
shown as UML of plasma. All resulls are expressed as mean + SEM
(except for a, expr d o ’\ndu:wmdm
experiments. *P < 0.05 when d to control uninfected mice.
‘P<0.05-henouq-:dlouutypemwﬂoruolmoumulm
2.4G2 DENV-3.infected mice. **P < 0.05 when compared to 4G2

with anti-DV NS3 antibody E1D8 (NS3) or an isotype contral mouse

both days 4 and 7 after DENV inoculation. Similar results
were found in mice that received the isotype control mAb
together with the Fc-blocker antibodies (Fig. 7a—c—black
bars). Otherwise, in 4G2-treated mice equally infected with
the same inoculum of DENV-3, a drastic suppression in the
mRNA expression of all these evaluated genes was found
(Fig. Ta—). Of note, /FNa2 suppression in 4G2-treated
mice occurred as early as the day 4 of infection, supporting
the higher viral replication found previously in this group of
mice (Fig. 4b). Interestingly. the blockade of FcyRs signal-
ing in 4G2-treated mice reversed this situation (Fig. 7a—<c—
dark gray bars). In addition, elevated IL-10 production
[NI= 136 =+ 72: sublethal = 58 + 89; lethal = 187 + 126*#:
isotype = 60 £ 85: 4G2 = 187 £ 104*# pg/100 g of
spleen] was detected in the spleen of 4G2-treated mice
in comparison with isotype coatrols littermates. Of
note, blockade of FcyRs in 4G2-treated mice reverted
these phenotypes [NI = 36 + 72: isotype = 60 + 85;

DENV-3-infected mice. NI noa-infected, ND non-detected (color fig-
ure ankine)

4G2 = 187 £ 104*#; isotype + 2.4G2 = not detectable:
4G2 + 24G2 = 27 % 54#]. Therefore, the data depicted
here show that type 1 IFN responses play an essential role
during primary and secondary DENV infections and dur-
ing antibody-mediated enhancement of virus replication
in mice; there is an early suppression of innate antiviral
immune responses that results in enhanced Dengue virus
replication and severe disease manifestation.

Passive intravenous immunoglobulin therapy (IVIG)
containing subneutralizing titers of a-DENV antibodies
enhances Dengue virus replication and induces severe
disease manifestation in mice

Specific therapeutic approaches for severe thrombocyto-
penia and shock syndrome during severe dengue are still
lacking. Intravenous immunoglobulin G (IVIg) therapy is
widely used to treat inflammatory and autoimmune diseases,
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Fig.7 Anbi-dengue antibodies mediaie suppression of early antivi-
ral innale immune responses in spleen of mice infecied with DENY.3
through FogR activation. WT mice (2 = 5 per group) were admin-
istered with 15 pg of the mouse monoclonal antibody—d4032 {lg(iZa
anti-Envelope protedn, pan-flovivims-reactive) or with an solype
contrd antbody with el specificity falkowed by inoculation
af 100PFL of DENY-3 {ipl. Ancther two groups received the ank-
DDENY 4G2 mAb iogether with the Fo-blocking antibody (chone
2 AGT) ar were sdminisiersd with the izotype contral mAb snd the
Fe-blocker snd were infected with 1OOPFL of DENV-3. Four ar
seven days later, mice weee culled and spleen was collecied for the
determination of IFN-c2 (), IFN-a4 (b) and I5G15 (ch RNA expres-
sicn by gPCR. Resulis ore shown s meon 3= SEM of fold incresse
aver basal expression in naive mice. All resulis ane representative aoff
two experiments. *FP < (U015 when compared o control uninfected
mice. *P < (.05 when compared i isobype contral or isotype control
and 2402 DENV.Linfected mice. **P < 005 when compared to
4062 DENY-3-infected mice. NI non-infactad
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Table | Charscieristics and compasition of the 5 % buman immune
globulin intravenous solution prodoced by the HEMOPE, Rocife,
Brazil

Analysis* Standard values IVIG e DENY
Proizin concentration Minimum 30 mp/ml.  51.1 mp/ml.
Prodein composition {purity)  Minimum 95 % CE.BD %
pH 4074 4.51
Quantification of aggregates <3 % 18%
Ani-HBs Minimum 0.5 Ul'g BT UL
Immunoglobalin concentration
(M - 444 mpfml,
IgA - L25 mgfmil.
IgM - 025 mg/ml.
IgE - 003 mgfml.
Anticomplementary (CHSD) <1 =1
Anti-HIV] abs Ahbsent Absent
Anti-HIV2 ahs Ahsent Absent
Anti-HBSAg Ahsent Abmenl
Anti-Strepinonocus abs - Present
Anti-measles - Present
Anti-DENGLUE abs - Present
Samhility a1 5704 h I nodt freeze Do not freese

Formulation: 03M glycine

The isclation of the human immunag lobulin GG (IVHG) from a pull of
samm donars from on endemic region far Dengoe virme wos mode by
the method of Cobn—Oncley. The chamcteristics and compasition af
the I'¥IG are demaonstrated ahove

¥ Using the methodologies pec ded in the Furap
poein, V1 adition

Pharmaco-

such as immunothrombocytopenia (ITF) [42]. However, the
effects of IVIG therapy during Dengue viruy infections ane
controversial [42—44] In light of the previous results, we
hypothesized that the prophylactic treatment of mice with
human immunoglobolin {IVIG) from pooled bloed from
health donors from an endemic area for Dengne vinms cir-
calation could worsen DENV-induced disease in mice due
to the presence of subneutralizing titers of anti-DENY anti-
bodies. Table | shows the composition of the IVIG used
in the present study. As highlighted, anti-DEMNY antibod-
ies were detected by the Fan Bio qualitative anti-DENY
ELISA in the IVIG used. In addition, plaque reduction neu-
tralization tests of the IVIG sample showed that the utilized
preparation presented subneutralizing titers of anti-DENY
antibodies (PRMNT .y, against the DENV-3 strain = 1:20). To
verify the role of IVIG therapy during Dengue vires infec-
tion, WT mice were administered intravenously with three
different doses of @-DENV-containing IVIG (30, 100 and
300 mekg) on days —1, +1 and +3 after DENY-3 inocula-
tion. Figure Ba shows that only 25 % of mice that received
the vehicle solution succumbed to infection until day 14
of DENV-3 inoculation. Interestingly, IVIG administmtion
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Fig. 8 Passive i i balin therupy (IVIG) trol-treated mice. Liver was collected, fi lin-fixed and pn d

mgnﬁnmhlﬁnngbdsdn—ll-ﬂv-ﬁm&smdmmwd
rates, eshance Dengue virus replication and induce severe discase
manifestation in DENV-3-inoculated mice. 8 WT mice (n = 8) were
administered with different doses of the o-DENV IVIG (30, 100 or
300 mg/kg) or with the vehicle salutioa (i.v) on days —1, +1 and +3
and were inoculated with 100PFU of DENV-3 (ip). a Lethality rates
were evalualed every 12 h during 14 days. Results are expressed as
% of sarvival. b-g WT mice (2 = 8-11) were adminisiered with the
a-DENV IVIG (100 mg/kg) or with the vehicle solution (iv) on days
—1,+1 and +3 and 7 days afier DENV-3 infection, mice were culled
and blood and tissue collected for the following analysis: b Viral
Joads recovered from blood, assayed by plaque assay in Vero cells.
Results are shown as the log of PFU per ml. of blood. ¢ Quantifica-

tion of NS3-positive hepatocyles in the liver of 4G2 or isotype-con-

to DENV-3-inoculated mice led to an enhancement of the
lethality rates varying between 50 % at dose of 30 mg/kg
and 75 % at doses of 100 or 300 mg/kg per mouse/per treat-
ment. Further analyses of disease parameters were done
administering the dose of 100 mg/kg. In addition to elevated
lethality rates, administration of a-DENV-containing IVIG
led to severe disease manifestation and enhancement of
virus replication (Fig. 8b-g). While vehicle-treated mice
presented moderate viremia (Fig. 8b), viral load in blood
of mice administered with a-DENV-containing IVIG was
2log higher at the same period analyzed. In accordance, the
presence of NS3 hepatocytes was markedly increased in
IVIG-treated mice in comparison with vehicle-treated ones
(Fig. 8c). Hematological parameters were also aggravated in
IVIG-treated mice as demonstrated by intense drop in plate-
lets numbers (Fig. 8d), occurrence of hemoconcentration

into paraffin sections. Serial sections from each tissne were stained
with anti-DV NS3 antibody E1DS (NS3) or an isotype coatrol mouse
mwmhﬂemdedmwmmhly
o

fotNWr.dhnlhown vhu:NS]ngulublmwhﬂ:hmn-
toxylin in is Hlwe. d Number of platelets, shown as plale-
lets x l('PIuLofHood.eHanlnu’iLMnu % valume occupied
by red blood cells. f Concentrations of TNF-a in serum, quantifiad
by ELISA. Results are shown as pg per ml (serum). g ALT activ-
ity defermination in plasma of control and DENV-3-infected mice is
shown as UL of plasma. *P < 0.05 when compared to control unin-
fected mice. *P < 0.05 when compared to vehicle-treated and DENV-
3.infected mice. NI non-infected, dpi days post-infection, ND non-
detected (color figure online)

(Fig. 8e), heightened production of the pro-inflammatory
cytokine TNF-a (Fig. 8f) and hepatic damage (Fig. 8g and
S6). Next, we assessed the neutralizing titers of a-DENV
antibodies in the serum of IVIG-treated mice in vitro.
Plaque neutralization assays from serum of mice admin-
istered with 100 mg/kg of IVIG revealed non-neutraliz-
ing titers (data mot shown), and these results corroborate
the findings shown before that subneutmlizing doses of
a-DENV antibodies can enhance Dengue vinus replication
and disease manifestation in mice.

Discussion

The major findings of the present study can be summa-
rized as follows: (1) B cells play a protective role in the
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host response to primary Dengue wirs infection in mice;
{2} subneutralizing titers of anti-dengue antibodies enhance
DENY infection and replication, leading to severe disease
manifestation and increased lethality rates of immuonocom-
petent mice in a similar way as found in DHF patients; (3)
enhanced DEMY replication mediated by subneutraliz-
ing levels of anti-DENY antibodies involves FoyR activa-
tion and subsequent impairment of host type | interferon
responses and elevated production of the anti-inflammatory
cytokine IL-10; {4) IVIG replacement therapy containing
subneutralizing levels of anti-DENY antibodies led to more
severe disease manifestation and increased lethality rates
due to an enhancement of virus replication. These studies,
therefore, indicate that B cells are pivotal for host resist-
ance to primary Dengue virms infections although humoral
responses unleashed during secondary infections may con-
tribute to the enhancement of virus replication and severe
disease manifestation in mice due to suppression of the
early antiviral innate responses.

The adaptive immune response to Dengue vinises is
thought to contribute to the resolution of infection and
to play a major rode in protection from reinfiection [45].
Conversely, it is also believed to have a crucial role in the
enhancement of disease severity seen in patients with DHF
or DES [46]. It has been previously demonstrated that there
is early B-cell activation upon DENY infection of immuono-
competent mice, with detectable levels of anti-DEMY anti-
bodies as early as 3 days post-infection. However, the same
group showed that B-cell-deficient mice are as resistant to
DENV-induced lethality as WT mice [31] although viral
replication and disease parameters were not thoroughly
addressed due to limitations of the experimental model
utilized. Therefore, the data obtained so far have failed to
properly define the role played by B cells during the course
of DENY infection. Here, we have performed experiments
in B-cell-deficient mice (uMT ') using DENV strains
shown to replicate in relevant host tissues and to induce a
severe disease that resembles most of the parameters found
in patients with DHFDES when primarily inoculated
into immunocompetent mice [33-35]. Our data clearly
show that pMT '~ mice were more susceptible to DENY
infection than WT-infected controls. DEMV-3-inoculated
PWMT " presented elevated lethality rates, and importantly,
lethality was associated with a systemic dissemination of
the viros as well as with enhanced disease manifestation, as
exemplified by the presence of marked thrombocytopenia,
hemoconcentration, elevated levels of TNF-a and ALT in
serum 85 well as an intense liver damage. These findings
highlight the pivotal role played by early B-cell activa-
tion in controlling viral replication and disease evolution
and are divergent from previous studies wiilizing animal
models of infection [31]. It is important to emphasize that
such discrepancies may be justified by the use of different

) Springer

viral strains (serotypes/genotypes), as well as the differ-
ent experimental protocols wsed in these stodies. Thus, the
reader should be cautious during the interpretation of such
data. Also, the higher complexity of the human immuone
system in relation to the murine ome should be taken into
account when interpreting the current findings. But the data
presented here strongly support a protective role for B cells
during primary DENY infection and are in accordance with
the role played by B-cell-mediated immunity during infic-
tion by other flaviviruses [47, 48],

The mechanisms involved in B-cell-mediated protec-
tion to DEMVY infiection are still to be defined. Recently, it
has been shown that B cells are important for proper innate
antiviral respomses by controlling macrophage mainte-
nance and production of type 1 IFMNs wpon V8V infection
[49]. Also, B cells seem to play a pivotal role during innate
responses to systemic infections. Kelly-Scumpia et al
[49, 500 have demonstrated that during bacterial sepsis,
type-I-IFM-mediated activation of marginal zone and fol-
licular B cells contributed to early chemokine production
and to improved survival rates. Thus, these two studies
have identified a movel protective role for type [ IFMN and B
cells during early immune responses to viral and systemic
infections. Since type | IFM responses are essential during
DENV infection and B-cell-deficient mice were markedly
susceptible to primary DENV infection, similar mecha-
nisms as described before could account to the severe dis-
ease manifestation observed in DEMV-infectad pMT -
mice. However, future studies are needed to clanfy these
spaculations.

In the previously cited work by Diamond and colleagues,
it was found that pMT "~ mice developed increasad viral
burden and higher lethality rates upon WMV infection,
similarly to what we have found in our system during the
course of DENV infection [47). Importantly, they have also
shown that passive transfer of heat-inactivated serum from
WT immune mice to pMT ™'~ mice protected them against
maorbidity and mortality induced by WNY inoculation, sug-
pesting that antibodies are important for conferring protec-
tion to infection [47]. In order to evaluate whether antibod-
ies would confer protection also to DENY infection, we
have conducted experiments imvolving passive transfer of
DEMY-immune serum to mice, but we had strikingly dif-
ferent results. Hence, the administration of anti-DENY
semm o immunocompetent mice can sufficiently increase
saverity of disease, so that a mostly non-lethal illness
becomes a fatal disease. Similar results were found with
the administration of subneutralizing titers of monoclonal
anti-DENY antibodies. OF note, antibody-indoced disease
manifestation was completely reversed when higher doses
of anti-DEMNY mAbs were administered to mice. Thesa
experiments suggested the occurrence of ADE phenom-
enon in vivo.
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Findings in other experimental systems have previously
sugpested the occurrence of ADE of DENY infection in
vivo. The first evidences came from experimentis com-
ducted im non-human primates [51, 5Z]. In vivo enhance-
ment of Denpue viris infection in thesus monkeys was
detected after passive transfer of antibodies [52, 53]. How-
ever, despite the elevated wiral titers detected, no signs of
disease were apparent, which limits the stody of Denpue
virus pathogenesis in this system. Recently, studies con-
ducted in AGI29 mice have also brought support to this
theory, showing the occwrrence of many DHF/DSS signs of
disease and symptoms after passive transfer of polyclonal-
immune serum or anti-DENY mAbs [54, 55]. The fact that
these studies were condocted in IFM receptor-deficient
mice tempered further extrapolations to homan situation,
due to the essential role of IFM responses in both patho-
penesis and protection against DENY infections. OF note,
mice in the 5V 129 background are moch more susceptible
o infiection by dengue than the C5TBLG strain, which jus-
tify the differemce in mortality rates found in both groups
when infected with the same inoculums of dengue in this
study. Owr results in @ immunocompetent system showed
that after inoculation of a low inoculum of DEMV-3 to mice
treated with a low dose of the 4G2 antibody, there was
increased viral burden together with marked thrombocyto-
penia, occumence of hemoconcentration, increased vascolar
permeability, reduction in arterial blood pressure as well as
elevated levels of TMF-o and hepatic transaminases in the
semum, all parameters found in homans with DHEDSS. In
addition, intense liver damage was detected in anti-DENY
mAbs-treated mice. The latter findings clearly show the
oocwrrence of the ADE phenomenon in immunocompetent
settings and demonstrate that ADE may impact in both viral
burden and disease evolution in vivo. This system wtilizing
ADE-madiated DENY infection in immunocompetent mice
may provide an important tool to stody host—virs interac-
tions during secondary DEMNY infection.

Of note, ADE-induced disease manifestation was com-
pletely reversed after the blockade of FoyRs. This is in
asccordance with previous findings by other groups, show-
ing that antibody-induced disease coold be prevented by
blockade of interaction between the vims immunocom-
plexas to the FoyRs, through the use of anti-FoyR mAbs
or by the administration of genetically modified antibodies
that are incapable of interacting with the FoyRs [54, 55].
This FcyR-dependent antibody-enhanced infection can also
be reproduced in cell culture models. In fact, in addition to
enahbling viral entry into target cells, it has been suggested
that FoyR activation by DENVY-antibodies complexes
may interfere in cellular antiviral responses, in a mecha-
nism called intrinsic ADE (1ADE) [17, 18, 56, 57]. Hence,
it was demonstrated that DENY-antibody complexes
activated negative regulators of the RIG-1 and MDA-5

cascade, resulting in suppression of type | interferon pro-
duction and to impairment of the interferon-mediated anti-
viral responses. Modhiran et al. [58] have demonstrated
in THP-1 cells that interaction between DENY-antibody
complexes and FcyRs may also downregulate TLR gene
expression and upregulate negative regulators of the MF-«B
pathway, resulting in suppression of innate responses and
increased viral prodoction. Importantly, these alterations
in gene expression were also described in cells of patients
experiencing secondary DHRDSS but not in DF patients
[18. 58]. In the present study, we found that there was
marked suppression in expression of the [FNe?, [FNed
and [5(G15 genes in the spleen of anti-dengue mAb-treated
mice. Importantly, these effects were attenuated by block-
ade of Foy-receptors, suggesting the occurrence of the
iADE phenomenon in the current experimental sattings. To
our knowledge, this is the first demonstration of the iADE
phenomenon in vivo. These data also suggest that iADE
ocoTence impacts on severe disease manifestation during
sacondary dengue infection.

Another event shown to ocour during iADE involves the
production of the suppressive cytokine IL-10. It was previ-
ously shown that after internalization of DENY-antibody
complexes in THP-1 cells, there is induction of high levels
of IL-10 and expression of the regulatory molecule SOCS3,
colminating in the inhibition of nitric oxide production and
enhanced viral replication. Interestingly, we have found
elevated IL-10 levels in spleen of anti-DENV mAb-treated
mice on day T after DENY inoculation, suggesting that this
mechanism may take place in vivo. This finding, in concert
with the fact that IL-10 host genetic polymorphisms influ-
ence antibody-dependent enhancement of DENY infec-
tion, suggests that this pathway may be relevant to severs
diszase manifestation during DENY infection [59, 60].
Altogether, these findings show that there is suppression of
early antiviral innate responses during antibody-mediated
DEMNY infection, resulting in excessive viros replication
and severe disease manifestation.

Specific therapeutic options for severe thrombocyto-
penia and shock syndrome, the main canses of mortality
during severe dengue disease, are still lacking [1, 42]. The
ADE phenomenon is considered a major bottlenack duor-
ing the vaccine design and antibody therapeutic approaches
development [15, 61, 62]. This seems to be the case for
application of the IVIG therapy. This so-called intrave-
nous immunoglobulin G therapy involves the application
of pooled immunoglobulin G (120G) preparations from thou-
sands of donors to patients with a variety of hematological
and immunological disorders [63]. Prophylactic and thera-
peutic efficacies of IVIG therapy have been reported during
some Flavivines infections, such as West Mile vims (WNV)
and tick-bome encephalitis vims (TBEV) [44, 64]. How-
ever, in the context of Demgue virur infections, trials so far
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have not shown any significant benefit in terms of survival
or improvement in clinical parameters of patients submit-
ted to the IVIG therapy [42, 43]. Our data clearly showed
that replacement IV1G therapy containing subnentralizing
titers of anti-DNENV antibodies potentiated DENY infac-
tion and replication and induced severe disease manifes-
tation in DENV-infected mice, suggesting that ADE may
impact negatively the outcome wpon IVIG therapy during
DENYV infection. These data suggest that different formuola-
tions of the IVIG shoald be developed in the case of amy
application of this therapy during the course of DENY
infection. This assertion is supported by the finding that
treatment with anti-I (Rh0 I} IgG) immune globulin (Win-
Rho® SDF), a preparation highly effective in producing
Fe-receptor blockade, resulted in increase in platelet counts
in DHF patients [65]. Therefore, proper formulations fior
IVIG preparations should be sought for application of this
therapy to DEMV-infected patients.

In conclusion, we have demonstrated that B cells play an
essential role during protection of primary DENY infection
in mice. However, our results also show that subneutraliz-
ing levels of anti-DENY-specific antibodies may aggravate
the course of infection due to the enhancement of virus
infection and replication in Fc-bearing cells through FoyR-
mediated suppression of early antiviral innate responses.
These data confirm the ADE phenomenon ocowmence in
vivo in mice with an intact immune system and highlight
the great impact ADE-mediated infection exerts in severa
dengue disease manifestation. Finally, we have demon-
strated that these events involved in ADE occurrence may
impact negatively in replacement I'VIG therapy during the
course of DENY infection. Therefore, the ADE phenome-
non represents B major constraint for utilizing IVIG therapy
in DENV-infected patients.
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