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RESUMO 

 

Imunoglobulinas intravenosas (IGIVs) têm um grande número de aplicações clínicas. O 

uso de imunoglobulinas é útil em reduzir infecções por alguns Flavivirus e aparece como 

um tratamento atualmente disponível para infecção viral, capaz de proporcionar um 

estado de imunidade passiva. A dengue representa um importante problema de saúde 

no Brasil, pois atualmente não há vacina ou tratamento eficaz disponível 

comercialmente para combater a infecção. Sendo assim, podemos supor que a terapia 

com IGIV específica desponta como uma estratégia promissora. Porém, apesar de 

atraente, a segurança desta estratégia, deve ser considerada, devido à possibilidade de 

ocorrência do fenômeno de facilitação por anticorpos da penetração viral em 

macrófagos (antibody dependent enhancement - ADE). Mediante o objetivo de realizar 

estudos referentes às novas aplicações das IGIVs, no presente trabalho descrevemos a 

preparação de IGIV polivalente e pela primeira vez, a preparação de imunoglobulina 

específica para o vírus dengue, além da produção dos seus fragmentos F(ab’)2 

específicos. A produção foi realizada utilizando o método clássico de Cohn-Oncley. As 

IGIVs foram bioquimicamente e biofisicamente caracterizadas e os resultados foram 

condizentes com os protocolos definidos pela Farmacopeia Europeia e pela Agência 

Regulatória Nacional. Após o tratamento com IGIV anti-dengue (Dose de 10 mg/Kg 

administrada 4 horas antes, 24 e 72 horas após a infecção pelo DENV-3) os 

camundongos infectados apresentaram exacerbação de todos os parâmentros clínicos, 

bioquímicos e virológicos investigados. Esses resultados sugerem, portanto, que a 

penetração viral em macrófagos foi facilitada pelo tratamento com IVIG específica. 

Imunoglobulinas intravenosas também são utilizadas na insuficiência cardíaca crônica. A 

doença de Chagas afeta cerca de 16 à 18 milhões de pessoas, nos quais cerca de 30% 

dos pacientes evoluem para uma cardiomiopatia chagásica. Considerando que a 

cardiomiopatia chagásica é do tipo dilatada, a hipótese de que a terapia com IGIV 

poderia diminuir a cardiomiopatia chagásica também foi estudada. O tratamento com 

IGIV polivalente (Dose de 1mg/Kg/dia durante 5 dias) em camundongos com 

cardiomiopatia chagásica não demonstrou melhora da função cardiovascular. Deste 

modo, concluímos que, nas condições utilizadas, a terapia com imunoglobulina humana 

não possui eficácia na cardiomiopatia chagásica em camundongos. 

 

 

Palavras-chave: Hemoderivados. Imunoglobulinas. Dengue. Doença de Chagas. 
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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’)2. 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’)2 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. INTRODUÇÃO 

 

Hemoderivados são medicamentos biológicos obtidos a partir do 

fracionamento industrial do plasma humano, submetidos aos processos de 

industrialização e normatização que lhe conferem qualidade, estabilidade, atividade 

e especificidade (ANVISA, 2003). Dentre esses produtos se destacam as 

Imunoglobulinas (Ig), que atualmente representam a principal fração protéica por 

trás da necessidade de fracionamento de plasma (BURNOUF, 2007).  

O fracionamento é definido como a separação das diferentes proteínas do 

plasma, através de condições físico-químicas adequadas, e teve origem na segunda 

guerra mundial, quando Cohn e colaboradores (1946) desenvolveram uma técnica 

de precipitação com etanol a frio. Esta técnica ainda é a mais amplamente utilizada 

para produção de Ig humana. 

O uso de imunoglobulinas tem se mostrado útil em abortar ou modificar certo 

número de infecções por Flavivirus, incluindo infecções com os vírus da encefalite 

japonesa (KURODA, YASUI, 1988; ROEHRIG, et al., 2001), encefalite transmitida 

por carrapato (PHILLOTTS, STEPHENSON, PORTERFIELD, 1984), dentre outras. 

Ao que parece, por conseguinte, o único tratamento atualmente disponível para 

infecção viral, que poderia proporcionar um estado de imunidade imediata, é a 

transferência passiva de anticorpos específicos (CASADEVALL, 2002; 

CASADEVALL, SCHARFF, 1994). Neste sentido, imunoglobulina tem sido 

amplamente utilizada para o tratamento de uma arbovirose causada pelo Vírus 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 doenças infecciosas 

(KRAUSEL et al., 2002, HEMMING, 2001; NOUR et al., 1993), no entanto, quando 

se considera os efeitos benéficos de IGIV em pacientes com infecções virais, a fonte 

de plasma deve ser considerada, pois certas doenças são endêmicas para regiões 

específicas do mundo. Os resultados de Ben-Nathan e colaboradores (2003) 

indicam que na IGIV de Israel, os doadores de sangue conferiam proteção contra a 

infecção pelo WNV, o que não foi observado em uma preparação de IGIV dos EUA. 
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Dengue, outro Flavivirus, também representa um grave problema de saúde 

pública. Esta infecção viral sistêmica é transmitida entre humanos, geralmente pelo 

mosquito Aedes aegypti. Cada um dos quatro sorotipos do vírus dengue (DENV-1, 

DENV-2, DENV-3 e DENV-4) é capaz de causar um amplo espectro de 

manifestações clínicas. A maioria dos casos são assintomáticos (53-87%), 

entretanto os sintomas podem variar de uma debilitante, mas autolimitada, febre da 

dengue, até infecções mais graves, chamada de febre hemorrágica da dengue 

(FHD), com sangramento, choque e outras potenciais complicações letais 

(DEROUICH, BOUTAYEB, TWIZELL, 2003). 

O DENV acomete significativamente mais pessoas, que qualquer outro 

arbovírus. A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que ocorram anualmente 

cerca de 50 a 100 milhões 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 milhões de dólares (WHO, 2010). 

Atualmente, não há agentes antivirais eficazes para tratar a infecção da 

dengue, portanto uma terapia efetiva pra combater a infecção é uma necessidade 

urgente. O vírus dengue pertence à família Flaviviridae, ao qual pertencem os vírus 

já citados, que constituem uma ameaça para a saúde pública, incluindo o vírus da 

febre amarela, WNV, o vírus da encefalite japonesa e o vírus da encefalite 

transmitida por carrapato. Se compararmos Dengue e WNV, ambas as infecções são 

imunologicamente e patogenicamente similares, além disso, têm um curso de 

infecção semelhante. O Brasil, por se tratar de uma região endêmica, uma 

preparação de imunoglobulina produzida a partir do plasma de doadores brasileiros, 

apresenta títulos elevados de anticorpos específicos anti-dengue, pois muitos destes 

doadores já foram expostos ao vírus. Neste sentido, a utilização de IGIV brasileira, 

poderia reduzir as complicações associadas à infecção do vírus, assim como seu 

grau de mortalidade. 

Este trabalho sugere ainda outra potencial aplicação de concentrados de 

imunoglobulina G humana, especificamente na terapia da cardiomiopatia chagásica. 

Tripanossomíase americana (doença de Chagas) é uma infecção parasitária 

causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi. Existe a fase aguda (frequentemente 

assintomática) e crônica da doença. No caso de doença aguda não tratada, a 

infecção pode persistir por muitos anos e até mesmo décadas (PUNUKOLLU et. al., 

2007). 
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Há de fato, relatos de tratamentos bem sucedidos após o uso de altas doses 

de IGIV, em pacientes com miocardite aguda e cardiomiopatia dilatada crônica 

(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 doenças autoimunes, como a doença de Kawasaki (LEUNG, 

1993). Vários mecanismos de ação podem ser importantes para os efeitos clínicos 

da IGIV em doenças inflamatórias como, por exemplo, neutralização de antígenos 

microbianos e autoanticorpos, bloqueio de receptores Fc e de inativação do 

complemento (DWYER, 1992; WOLF, EIBL, 1996; BALOW, 1997). Além disso, 

alguns pesquisadores têm demonstrado que a IGIV também pode influenciar o nível 

de várias citocinas e moduladores de citocinas, resultando na regulação negativa de 

respostas inflamatórias (ANDERSON, BJORK, 1994; AUKRUST et al., 1994). 

No Brasil, a doença de Chagas é, depois da cardiomiopatia dilatada idiopática 

e da cardiomiopatia isquêmica, a terceira mais frequente indicação para o 

transplante cardíaco (BOCCI, FIORELLI, 2001; PARRA et al., 2008). Portanto, o 

desenvolvimento de uma terapia que leve à diminuição das lesões cardíacas e ao 

bloqueio da evolução da cardiopatia é de grande interesse. Desde que a 

cardiomiopatia chagásica também é do tipo dilatada, a hipótese de testar a terapia 

com IGIV desponta como uma estratégia promissora para o tratamento da 

enfermidade. 

No capítulo 1 deste trabalho, demonstrou-se a produção e caracterização de 

soluções de imunoglobulina humana. No capítulo 2 foi avaliada a eficácia e 

segurança do uso de preparações específicas de imunoglobulina para o tratamento 

da infecção por dengue. Já no capítulo 3, foi explorada a eficácia terapêutica do uso 

de imunoglobulina polivalente, para o tratamento de animais infectados 

cronicamente pelo Trypanosoma cruzi. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1. Anticorpos 

Os anticorpos, também chamados de imunoglobulinas constituem uma 

grande família de glicoproteínas que apresentam em comum, características 

estruturais e propriedades funcionais. Do ponto de vista funcional, eles podem ser 

caracterizados por sua capacidade de se ligar às células ou às proteínas 

especializadas do sistema imunológico. A unidade funcional do anticorpo, 

corresponde a estrutura da imunoglobulina G (IgG), formada por duas cadeias 

pesadas idênticas e duas cadeias leves também idênticas, ligadas por pontes 

dissulfeto, intra e inter cadeias, e por interações não covalentes. Tanto as cadeias 

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

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

VL são responsáveis pela ligação do anticorpo ao antígeno, formando o domínio Fab, 

em contraste com as regiões constantes, CL e CH, que formam a porção Fc da 

molécula responsável pela ativação do complemento e interação com o receptor Fcγ 

em macrófagos e neutrófilos. Outro constituinte da molécula de IgG é a região da 

dobradiça, responsável pela forma em “Y” do anticorpo, como mostra a figura 1 

(PUMPHREY, 1986; BURNOUF, 2009) .  

 

Figura 1. Estrutura básica da molécula de anticorpo 
 

 

Fonte: Adaptado de (http://www.bioatla.com/antibody-structure) 
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2.2. Hemoderivados 

 

Hemoderivados são medicamentos biológicos obtidos a partir do 

fracionamento industrial do plasma humano, submetidos aos processos de 

industrialização e normatização 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 são a albumina, as 

imunoglobulinas poli-específicas, também chamadas de imunoglobulinas normais, e 

os concentrados de Fator VIII e de Fator IX da coagulação. Estes dois últimos 

produtos são utilizados no tratamento das pessoas portadoras de hemofilia A e B, 

respectivamente, já 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 coagulação e a albumina como o 

principal produto da indústria de fracionamento de plasma (BURNOUF, 2007). 

Existem dois tipos de imunoglobulinas para uso clínico: as imunoglobulinas poli-

específicas (polivalentes ou normais) e as imunoglobulinas específicas. As 

imunoglobulinas poli-específicas são produzidas a partir do pool de plasma de 

múltiplos doadores (1.000 a 40.000) e contêm milhões de diferentes moléculas de 

imunoglobulina G, refletindo a exposição cumulativa da população doadora ao 

ambiente. São referidas como polivalentes (WHO, 2005) para indicar que o plasma 

usado para esta preparação é obtido de doadores não triados para alguma IgG 

específica. Geralmente são utilizadas por via intravenosa, embora haja relatos de 

utilização por via subcutânea, intratecal, oral e até intra-auricular. Estão disponíveis 

para uso em apresentações de 500 mg, 1g, 2,5g, 5g, 6g e 10g, e têm como 

componente principal a IgG, apesar de também possuírem IgM e IgA, em 

quantidades que variam de acordo com o fabricante (BRASIL, 2004).  

As imunoglobulinas específicas são aquelas que possuem altos títulos de 

anticorpos específicos – por exemplo, anti-hepatite B, anti-citomegalovírus, anti-raiva 

e antitétano. São produzidas a partir de plasma humano hiperimune, ou seja, com 

altos títulos 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 têm sido usadas em uma imensa variedade de doenças, 

sendo hoje o produto que direciona a indústria de hemoderivados. Estão entre os 

produtos do plasma mais complexos em seus mecanismos de ação. Seu uso clínico 

engloba terapia de reposição de deficiências imunológicas primárias ou genéticas, 

por exemplo, agamaglobulinemia ligada ao cromossomo X, hipogamaglobulinemia e 

em imunodeficiências secundárias ou adquiridas, como por exemplo, AIDS 

pediátrica, Leucemia Linfóide Crônica (LLC), Púrpura Trombocitopênica Idiopática 

(PTI) (LEMIEUX et al., 2005).  Há relatos de utilização das imunoglobulinas poli-

específicas em mais de 90 diferentes situações médicas (BRASIL, 2004). 

A grande variedade de utilizações, combinada com a necessidade de uma 

administração 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 países da América do Norte e da Europa 

Ocidental tem apresentado um crescimento exponencial nos últimos 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 Austrália, 

no Canadá e na Alemanha, em 1996, este consumo era de 3,4 Kg/100.000 

habitantes por ano – e desde então, 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 reposição, doença 

de Kawasaki, púrpura trombocitopênica idiopática, infecções recorrentes em 

crianças 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 terapêutica de escolha 

para tratar o choque hipovolêmico, entretanto requeria uma logística muito grande 

para produção, estocagem e distribuição (DeGOWIN, HARDIN, 1941) (Figuras 2, 3 

e 4). 
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Fonte: (http://history.amedd.army.mil/booksdocs/wwii/blood/default.htm) 

 

  A metodologia desenvolvida por Cohn (Figura 5) baseia-se na mudança de 

solubilidade das frações proteicas (precipitação de proteínas), por meio de ajuste do pH, 

temperatura, força iônica e concentração de álcool. O processo é realizado em baixas 

temperaturas, o que reduz o risco de contaminação bacteriana e evita a desnaturação 

das proteínas. O plasma congelado é agitado à temperatura na qual algumas proteínas 

(fibrinogênio, fator VIII) são insolúveis. Este material (crioprecipitado) é um intermediário 

na produção do fator VIII da coagulação. Após a remoção do crioprecipitado, o plasma é 

fracionado por sucessivas precipitações com etanol e etapas de remoção dos 

precipitados formados. O processo resulta em um concentrado de IgG conhecido como 

fator II ou fator II + III. A albumina (fator V) é produzida a partir de um intermediário, 

conhecido como sobrenadante da fração II + III. Este método, posteriormente refinado 

por Oncley (1949), ainda é utilizado, com poucas modificações, pela maioria dos 

fabricantes.   

Figura 2. Cartaz oficial do programa de 

doação de sangue das forças armadas 

americanas, 1951. 

Figura 3. Transporte marítimo 

do plasma. 

Figura 4. Carregamento de 

caminhão com plasma líquido 

da marinha americana. 
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Figura 5. Esquema de fracionamento de plasma através do método de Cohn. 

 

 

 

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 não inclui etapas de purificação adicionais, 

resultando no isolamento de uma fração de IgG para aplicação intramuscular ou 

subcutânea, composta de 70-80%  de monômeros e quantidades substanciais de 

IgA e IgM. Quando infundida por via intramuscular, e produzidas a partir do plasma 

de pessoas sensibilizadas, a preparação revelava-se útil para prevenção 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-rábica, anti-hepatite B e anti-varicella zoster são comercializados até 

hoje. Somente quando Burton, (1952) publicou seu clássico artigo sobre a 

agamaglobulinemia, as indústrias passaram a oferecer IGIM poliespecífica. Essa 

terapia estava fundamentada na reposição de anticorpos aos portadores dessa 

doença de origem congênita.  

Os concentrados de IgG poliespecíficas se mostraram eficazes tanto para o 

tratamento da agamaglobulinemia como para hipogamaglobulinemia (GITLIN, 

JANEWAY, 1956). Kim (1986) descreveu que a prevenção de infecções bacterianas 

em portadores de hipogamaglobulinemia ou agamaglobulinemia até os anos 

sessenta, era realizada através da injeção de repetidas doses de IGIM, diversas 

vezes por semana. Apesar de eficaz, o tratamento era excessivamente doloroso 

para ser contínuo. Smith (1972) demonstrou que a aplicação IGIM causava 

proteólise local, apresentava baixa absorção e consequentemente baixa 

biodisponibilidade. 

 

2.6. Imunoglobulina G Endovenosa 

 

Diversas doenças, tal como a síndrome de Kawasaki, púrpura 

trombocitopênica idiopática e imunodeficiências primárias, requeriam elevadas 

doses de imunoglobulinas, possível apenas por via intravenosa. Knezevic-Maramica 

(2003) descreveu as tentativas realizadas para administração de solução de IGIM 

por via endovenosa, resultando em uma alta incidência de reações anafiláticas. 

Estes efeitos colaterais foram atribuídos à espontânea ativação, não específica, do 

sistema complemento, resultado da presença de agregados de imunoglobulina 

(BARANDUN, 1962). Agregados de IgG mimetizam o efeito estérico de complexos 
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antígeno-anticorpo, induzindo assim a ativação do complemento, na ausência de 

antígenos, quando entram na circulação sanguínea 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 suíço, em 1984 a Cruz Vermelha Suíça obteve da U.S. Food 

and Drug Administration (FDA) o registro do primeiro concentrado de 

imunoglobulina, indicado para administração endovenosa nos Estados Unidos. O 

produto ficou conhecido como IGIV.  O novo hemoderivado revolucionou a utilização 

dos concentrados de imunoglobulinas, que tiveram suas indicações terapêuticas 

ampliadas devido à inexistência de fatores limitantes, como a dose. Uma vantagem 

adicional se obtém pelo imediatismo da resposta após a infusão, especialmente 

quando se busca a neutralização da bacteremia. 

Segundo Teschner (2007), a primeira geração de IGIV foi elaborada 

utilizando-se a pepsina para clivar enzimaticamente, os agregados que se formavam 

em uma solução obtida a partir da fração II de Cohn. O tratamento enzimático, para 

eliminação dos agregados foi embasado em experiências anteriores, quando se 

tratava o soro terapêutico com a pepsina com o objetivo de diminuir as reações pós-

transfusionais daquele produto (EIBL, 2008).  

Entretanto, submeter imunoglobulinas a modificações enzimáticas ou 

químicas, para suprimir a ativação espontânea do complemento, altera funções 

essenciais dos anticorpos. Como exemplo podemos citar a ativação do 

complemento por complexos antígeno-anticorpo, uma reação fisiológica importante 

para a destruição de bactérias por leucócitos (POLLACK, 1983). Além disso, 

anticorpos modificados eram rapidamente removidos da circulação pelo sistema 

retículo endotelial e tinham reduzida atividade de opsonização das bactérias 

(JANEWAY, et al., 1968). 

A segunda geração de IGIV foi caracterizada por uma estrutura molecular não 

clivada, com baixa possibilidade de ativar o sistema anticomplementar sem a 

presença de antígeno (TESCHNER et al., 2007). Embora tivessem uma estabilidade 

maior em relação aos concentrados tratados enzimaticamente, a forma farmacêutica 

ainda era um liófilo. Esse tipo de produto era submetido a uma ou mais etapas de 

cromatografia. As atividades biológicas dos anticorpos, tais como opsonização 

bacteriana e neutralização viral, são melhores que em produtos enzimaticamente e 
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quimicamente tratados. Hoppe e colaboradores (1967) foram os primeiros a publicar 

o uso da cromatografia para purificar imunoglobulina em escala industrial. 

Falksveden usou cromatografia de troca iônica com o mesmo objetivo 

(FALKSVEDEN, 1970; FALKSVEDEN, LUNDBLAD, 1980). Tanaka (2000) usou as 

frações I + II + III de Cohn como material de partida e purificou a IgG utilizando Q-

Sepharose e CM Sepharose (GE Healthcare, Usala Sweden), como trocador de 

íons, para produzir um concentrado altamente purificado. Como resultado, diversas 

preparações de IGIV fabricadas com etapas de cromatografias catiônica e/ou 

aniônica, precedidas por processos de precipitação e filtração, atualmente estão 

disponíveis no mercado. 

Historicamente, IGIVs eram liofilizadas a fim de obter uma preparação estável 

por 2 a 3 anos. Em 1986, McCue e colaboradores relataram que o ajuste do pH para 

4.25, produzia uma solução de IgG límpida e estável. Estudos clínicos 

demonstraram que pacientes toleravam soluções 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 avanço na formulação de IGIV. A vantagem de 

uma formulação líquida é a conveniência, uma vez que não necessita ser dissolvida 

antes da administração. 

 

2.7. Segurança viral das preparações de Imunoglobulinas 

 

Levando em consideração que milhares de doadores são necessários para a 

produção de um único lote de IGIV, a prevenção da transmissão viral por 

hemoderivados é um aspecto fundamental no desenvolvimento destes produtos. 

Entretanto, na produção dos primeiros concentrados de IGIV não houve grande 

preocupação com o risco de transmissão de agentes infecciosos, tais como os vírus 

da AIDS, da hepatite B (HBV) e da hepatite C (HCV), associados com graves 

consequências. O fracionamento de Cohn é associado com a remoção significativa 

destes agentes e pode ser especialmente eficaz na presença de anticorpos, capazes 

de formar complexos com o vírus e aumentar a sua remoção. Estudos revelaram 

que vírus envelopados, tais como HIV e o HBV, são inativados pelo etanol a frio, sob 

condições usadas na produção de IGIV (PISZKIEWICZ et al., 1985; WELLS et al., 

1986; MITRA et al., 1986; HÉNIN et al., 1988; HAMAMOTO et al., 1987). 
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A percepção de que imunoglobulinas produzidas por etanol a frio não possuía 

risco de transmissão de infecções virais mudou em 1983 quando Lane relatou que 

uma IGIV, produzida por etanol a frio, transmitiu hepatite não-A, não-B (LANE, 

1983). Durante este mesmo período, o HIV foi isolado e se mostrou transmissível por 

sangue e derivados (BARRÉ-SINOUSSI et al., 1983; CDC, 1985). O surgimento do 

HIV e relatos de hepatite não-A, não-B e hepatite C, transmitida por algumas 

preparações de IGIV (OCHS et al., 1985; BJORKANDER et al., 1988) levou 

fabricantes e agências reguladoras a examinar os atuais procedimentos de 

fabricação da IGIV, em relação a sua capacidade de eliminar vírus (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 inativação de vírus durante a produção de IGIV foi então iniciado. 

Além disso, a descoberta de novos vírus, como o da síndrome respiratória aguda 

severa (Severe Acute Respiratory Syndrome – SARS) (REILLEY et al., 2003) e o 

aumento nos padrões de qualidade para hemoderivados, levou ao desenvolvimento 

de processos de produção com diversas etapas de inativação viral.   

Apesar da triagem prévia dos doadores, com métodos de detecção viral, 

diversos métodos de redução de vírus foram desenvolvidos para melhorar a 

segurança dos hemoderivados. A etapa de inativação ou redução viral é, 

geralmente, integrada ao processo de produção e compreende o uso de agentes 

químicos, como solvente/detergente (S/D) (HOROWITZ et al., 1985; EDWARDS et 

al., 1987; HOROWITZ et al., 1998), condições físicas extremas, como incubação em 

pH baixo (KIM et al., 2001) ou alta temperatura (UEMURA et al., 1989), radiação 

ultravioleta (CAILLET-FAUQUET et al., 2004) e nanofiltração ( 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 vírus em concentrados de Fator VIII, era 

efetivo na inativação viral de soluções de IGIV. Atualmente o tratamento com S/D é 

adotado por diversos fabricantes de imunoglobulinas. Outra forma efetiva de inativar 

vírus envelopados é o tratamento em condições físicas mais extremas. Inicialmente 

introduzido para reduzir a atividade anticomplementar, o tratamento com baixo pH, a 

37º C por 20 horas ou mais, foi identificado como uma forma efetiva de inativação 

viral, incluindo o HIV (OMAR et al., 1996; BIESERT, 1996; REID et al., 1988). A 

eficácia virucida do tratamento com baixo pH, promoveu o desenvolvimento de 



Revisão da literatura   32 

 

várias versões do processo para uso na formulação do produto final. A incubação de 

IGIV em pH 4.25 por 21 dias a 21º C inativa vírus envelopados, como o HCV (LOUIE 

et al., 1994). Diversas outras condições, do tratamento com baixo pH, demonstraram 

inativar vírus envelopados e alguns não-envelopados (POELSLER et al., 2008). 

 

2.8. Dengue 

 

2.8.1. Aspectos gerais e clínicos 
 

A dengue é considerada a mais importante arbovirose que afeta o homem, 

principalmente em regiões tropicais e subtropicais. Constitui-se de uma doença 

febril, exantemática e aguda de grande relevância em termos de morbidade e 

mortalidade em todo o mundo (GUZMÁN et. al., 2010). O conceito de arbovirose 

deriva da expressão “arthropod-borne viruses”, que significa vírus transmitido por 

artrópodes. A capacidade do vírus se replicar, tanto em artrópodes quanto em 

células de vertebrados, tem permitido sua perpetuação na natureza (FORATTINI, 

1965; BROOKS et. al., 2000). 

Em 1945, Albert Sabin isolou o vírus responsável pela doença, 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 hemorrágica da dengue 

(HALSTEAD, 1992). 

O vírus dengue pertence ao gênero Flavivirus, do latim “flavus” = amarelo, 

sendo tradicionalmente classificado em 4 sorotipos, DENV-1, DENV-2, DENV-3 e 

DENV-4, distinguíveis por sua características antigênicas, e não apresentando 

proteção cruzada entre si (MIAGOSTOVICH et. al., 2000; GUBLER, 2002). 

O vírus realiza sua primeira replicação nas células musculares estriadas e 

lisas, fibroblastos e linfonodos locais, após a sua inoculação através da picada da 

fêmea do mosquito Aedes aegypti (GUZMAN; KOURI, 2003). Após sua 

multiplicação, ocorre o início da fase de viremia, quando o vírus se dissemina por 

todo o organismo, circulando livremente no plasma sanguíneo ou no interior dos 

monócitos (HALSTEAD et. al., 2005). A viremia está diretamente ligada aos 

sintomas gerais da dengue, que estão relacionados aos elevados níveis séricos de 

citocinas, liberadas pela interação dos macrófagos com os linfócitos T auxiliares 

CD4+ ativados (HOMBACH et. al., 2005). Nesta fase também são observados altos 

níveis séricos de interleucina 2 (IL-2), interferon gama (IFN-γ), interferon alfa (IFN-α), 
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que se mantêm elevados até a convalescença, fator de necrose tumoral α (TNF- α), 

interleucina 1 β (IL-1β) e o fator de ativação de plaquetas (PAF). A leucopenia, assim 

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

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

2001). 

Os pacientes com dengue apresentam uma resposta humoral bastante 

vigorosa com produção de anticorpos, provenientes da ativação dos linfócitos B. A 

partir do quarto dia após o início da sintomatologia, tornam-se detectáveis os 

anticorpos IgM específicos, que têm seus níveis elevados até o oitavo dia de 

infecção, quando enfim passam a ser indetectáveis após alguns meses depois da 

cura. Já as imunoglobulinas G específicas, são detectáveis a partir do quarto dia 

após os sintomas iniciais, elevam-se gradualmente até duas semanas após a 

infecção e podem ser detectáveis por diversos anos, conferindo ao indivíduo 

imunidade permanente contra aquele sorotipo ao qual foi infectado (KURANE; 

ENNIS, 1992; FIGUEIREDO; FONSECA, 1996). 

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

formas clinicamente inaparentes (Dengue Clássica), até quadros graves de 

manifestações hemorrágicas e choque (Febre hemorrágica da Dengue - FHD), 

podendo evoluir para o óbito (LIGON, 2004). A dengue clássica inicia-se com febre 

alta, geralmente em torno de 39°C-40°C, com início repentino, associada à cefaleia, 

prostação, artralgia e dor retroorbitária, ocorrendo também episódios de náuseas, 

vômitos e diarréia. Pode ainda causar petéquias, gengivorragias, metrorragia e 

outras manifestações hemorrágicas ao final do período febril (BRASIL, 2005c). 

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

clássica quando, entre o terceiro e sétimo dia, ocorre febre alta, seguida de 

fenômenos hemorrágicos mais intensos. Nesta fase, pode ocorrer extravasamento 

plasmático, plaquetopenia (menor que 70.000/mm3), elevação do hematócrito e 

muitas vezes falência do sistema circulatório (OMS, 2011). O dano hepático é outra 

complicação frequente, com níveis séricos de aminotransferases totalmente 

alterado, sendo este um importante marcador na avaliação da gravidade dos casos 

(SOUZA et. al., 2007). A figura 6 diferencia os sintomas da dengue clássica da 

hemorrágica. 
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Figura 6. Aspectos clínicos da dengue clássica e hemorrágica 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 síndrome do 

choque da dengue (SCD) ainda não foram completamente elucidados. Observa-se 

que, nos casos de infecção sequencial por dengue apresentando FHD ou SCD, 

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

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

facilitando ao novo tipo infectante a penetração em macrófagos. Os vírus utilizam a 

porção Fc dos anticorpos, que estão ligados ao envelope viral, para a ligação com 

os receptores de membrana Fcγ, presentes na membrana celular macrofágica. 

Trata-se do fenômeno de imunoamplificação da infecção dependente de anticorpos 

pré-existentes (antibody dependent enhancement - ADE) (Figura 7), resultando em 

uma maior liberação de citocinas na circulação, ocasionando dano vascular, choque 

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

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

2007).  
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      Figura 7. Modelo para o fenômeno de imunoamplificação da infecção dependente de     

                                        anticorpos (ADE), causado pelo vírus dengue. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

2.8.2. Aspectos Epidemiológicos 
 

Há aproximadamente 2.5 bilhões de pessoas vivendo em áreas endêmicas de 

dengue e existe um número estimado de 100 milhões de novos casos por ano 

(GUBLER, 1998). Atualmente, cerca de 2/5 da população mundial corre o risco de 

contrair a doença. Estima-se que a cada ano, podem surgir 50 milhões de novos 

casos de dengue no mundo (GUZMAN et. al. 2010, OMS, 2009). A maior incidência 

da doença ocorre em regiões tropicais e subtropicais, principalmente em períodos 

quentes e chuvosos (OMS, 1999; BLAIR et. al., 2000). No Brasil, as primeiras 

referências sobre a dengue datam de 1846, em São 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 país, esta epidemia atingiu o número de 11 mil casos, onde os sorotipos DENV-1 

e DENV-4 foram isolados (SIQUEIRA et. al., 2004; NOGUEIRA et. al., 2007). As 

primeiras notificações de casos de Febre Hemorrágica da Dengue ocorreram em 

1990 no Estado do Rio de Janeiro, a partir da introdução do DENV-2 (NOGUEIRA 

et. al., 2002).  O sorotipo 3 da dengue foi inicialmente notificado em 1998 no Estado 

de São Paulo e, em 2002, foi responsável pela maior e mais grave epidemia da 

doença ocorrida no Brasil (DA SILVA et. al., 2002; PAHO, 2003). Após a 

reintrodução do DENV-4 em 2010, o país possui, atualmente, os quatro sorotipos 

 Anticorpo 
procedente de 
infecção prévia 

 DENV 

 FcγR  Monócito 

 Aumento da 
carga viral 

Doença 
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circulantes (GUZMÁN; 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, não há vacina ou tratamento específico, comercialmente 

disponíveis, para combater a infecção por dengue. Os laboratórios acadêmicos e as 

empresas farmacêuticas têm desenvolvido diversas vacinas candidatas contra a 

dengue, utilizando diferentes tecnologias, como, por exemplo, vacinas contendo 

vírus vivos atenuados, vetores virais recombinantes que expressam os antígenos do 

envelope do DENV, proteínas recombinantes e vacinas de DNA. Dentre as várias 

candidatas, a vacina desenvolvida pela Sanofi Pasteur, uma vacina tetravalente que 

contém vírus recombinantes atenuados e que tem como base a cepa da vacina 17D 

contra a febre amarela (YF17D) (GUY et. al., 2011), está a frente nas pesquisas, 

mostrando eficácia de 61,2% contra o tipo 1 do DENV, 81,9% contra o tipo 3 e 90% 

contra o tipo 4. Não sendo confirmada proteção contra o vírus tipo 2 no contexto 

epidemiológico específico da Tailândia, mas os estudos continuam em andamento 

(SABCHAREON et. al., 2012). 

Sendo assim, novas terapias para o combate da doença são uma 

necessidade urgente (WALLACE et. al., 2013; BEAUMIER et. al., 2013). Neste 

contexto, a transferência passiva de anticorpos específicos surge como uma 

alternativa promissora para o tratamento de infecções virais, de forma a promover 

uma rápida recuperação do paciente. 

O conhecimento da virologia, reunido ao longo dos anos, sugere que 

preparações de imunoglobulinas específicas são úteis para a neutralização viral, 

como no caso da hepatite B e de um arbovírus denominado vírus do Nilo Ocidental 

(WNV) (LAW, HANGARTNER, 2008; WADEI et al., 2004, HALEY et al., 2003). Se 

compararmos Dengue e WNV, ambas as infecções possuem similaridades 

imunológicas e patogênicas, além disso, têm um curso de infecção semelhante. A 

literatura tem mostrado que IgG específica, isto é, IgG anti-WNV, é eficiente na 

redução de títulos virais em pacientes gravemente infectados com WNV (SAQUIB et 

al., 2008, WADEI et al., 2004, HALEY et al., 2003). Em estudos pré-clínicos, IgG 

anti-WNV reduziu substancialmente a mortalidade em ratos infectados pelo vírus. 
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Em contraste, uma alta taxa de mortalidade é observada em camundongos, 

infectados por WNV, tratados com imunoglobulina polivalente, em substituição à 

específica (BEN-NATHAN et al., 2003). Atualmente, IGIV específica é muito utilizada 

para tratar infecção por WNV (AGRAWAL, PETERSEN, 2003; SHIMONI et al., 2001; 

HAMDAN et al., 2002). Baseado nessas premissas, a utilização de IGIV com altos 

títulos de anticorpos anti-dengue poderia reduzir as complicações associadas à 

infecção do vírus, assim como seu grau de mortalidade. 

No entanto, a segurança da utilização de uma IGIV produzida no Brasil, ou 

seja, com altos títulos de anticorpos anti-dengue, em pacientes infectados pelo vírus, 

merece atenção. A pré-existência de anticorpos heterólogos, na presença de uma 

infecção por um sorotipo distinto, pode provocar ADE (GUBLER, 2002; GUZMÁN, 

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 fenômeno de imunoamplificação dependente de 

anticorpos (GUZMÁN; KOURI, 2002; BRASIL, 2011e). 

É bem descrito que ADE é dependente da porção Fc dos anticorpos 

(HALSTEAD, 1979; ROTHMAN; ENNIS, 1999; MONGKOLSAPAYA et. al., 2003; 

WHITEHEAD et al., 2007), portanto a utilização de anticorpos fragmentados desta 

porção conservaria a capacidade de neutralização viral e evitaria a possibilidade de 

ocorrência do fenômeno ADE. 

 

2.9. Fragmentação de imunoglobulina 

 

 Moléculas de anticorpos podem ser clivadas em fragmentos com funções 

biológicas distintas. Uma variedade de enzimas pode ser utilizada para este 

propósito, tais como ficina, bromelina, elastase, pepsina e papaína, sendo as duas 

últimas mais amplamente utilizadas (LUO et al., 2002). 

 Fragmentos de anticorpos oferecem particulares vantagens, em relação à 

molécula íntegra, para o uso em determinadas técnicas imunohistoquímicas e 

aplicações experimentais. Anticorpos intactos, devido ao peso molecular 

relativamente alto (aproximadamente 160 KDa), apresentam, em alguns casos, 

cinética desfavorável e fraca penetração tecidual (JAIN, 1987; MILENIC et al.,  1990; 

PRIMUS et al., 1980; YOKOTA et al., 1992). Além disso, a clivagem enzimática de 

anticorpos permite eliminar uma função biológica indesejada, realizada por apenas 
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uma parte da molécula. A remoção da porção Fc elimina, ou reduz 

significativamente, sua interação com células do sistema imune, além de diminuir 

reações não específicas (LAMOYI, 1986). 

A região de dobradiça do anticorpo, a qual contêm as pontes dissulfeto 

intercadeias, que separa o sítio de ligação do antígeno da porção Fc, é a região 

preferencialmente alvejada por enzimas proteolíticas. O tratamento com pepsina 

causa a clivagem do anticorpo no lado C-terminal, imediatamente adjacente às 

ligações dissulfeto, que ligam as duas cadeias pesadas (figura 8), formando assim 

um fragmento Fc e um fragmento bivalente F(ab')2 (HASEMANN, CAPRA, 1989). 

Isto resultou nas primeiras preparações de IGIV humana que continham mais de 

80% de fragmentos F(ab')2 (BARANDUN et al., 1962). Estes fragmentos mantêm a 

capacidade de formar complexos antígeno-anticorpo, retendo assim o potencial de 

neutralizar agentes patogênicos, entretanto são desprovidos de funções efetoras. 

Já o tratamento com papaína cliva a IgG no lado N-terminal, imediatamente 

antes das ligações dissulfeto (figura 8), resultando na geração de um fragmento Fc 

e dois fragmentos monovalentes Fab idênticos. Os fragmentos Fab conservam a 

capacidade de reagir com os antígenos, entretanto a capacidade de neutralização é 

limitada contra alguns patógenos. Como as subclasses de IgG exibem vários graus 

de resistência à papaína, 30-40% das moléculas de IgG permanecem intactas, 

portanto a preparação mantém alguma função efetora específica e não-específica 

(BARANDUN et al., 1975). 

 

                Figura 8. Tratamento proteolítico de Imunoglobulina 

 

 

 
 

   Fonte: (http://ebioscience.com/knowledgecenter/antigen/immunoglobulin/structure.htm) 

Clivagem proteolítica por pepsina Clivagem proteolítica por papaína 
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2.10. Doença de Chagas 

 

2.10.1. Aspectos gerais 

No ano de 1908, o pesquisador brasileiro Carlos Chagas, descreveu em um 

artigo clássico, datado de 1909, tanto a forma clínica característica da doença, como 

também seu agente etiológico, principal mecanismo de transmissão (CHAGAS, 

1909). O agente etiológico da doença de Chagas é o protozoário flagelado 

Trypanosoma cruzi (T. cruzi), sendo assim denominado em homenagem a Oswaldo 

Cruz, seu antigo orientador. Mesmo tendo sido descrita há mais de 100 anos, a 

doença de Chagas ainda representa um importante problema de saúde pública, 

encontrada em 18 países da América do Sul e Central (ROCHA et. al., 2007). 

 O ciclo biológico da doença (figura 9) envolve um hospedeiro vertebrado e 

um invertebrado (vetor). O parasito circula na natureza, entre seus hospedeiros, sob 

três estágios morfológicos distintos: amastigota, epimastigota e tripomastigota. 

 

                                 Figura 9. Ciclo evolutivo do Tripanossoma cruzi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Fonte: Adaptado de (Rassi Jr, Rassi, Marin-Neto, 2010) 
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 Hoje, estima-se que na América Latina existam cerca de 12 milhões de 

pessoas infectadas com o T. cruzi e que 75 milhões estejam expostas à infecção 

(OMS, 2013). No Brasil, atualmente predominam os casos crônicos da doença 

decorrentes de infecções adquiridas no passado, com cerca de três milhões de 

indivíduos infectados. (BRASIL, 2012). As regiões endêmicas normalmente se 

localizam nas zonas rurais, onde em geral as condições socioeconômicas são mais 

precárias. Em razão destas dificuldades econômicas, ao longo dos anos, as 

populações rurais vêm migrando para as zonas urbanas, diminuindo a população 

exposta a vetores infectados.  

 A transmissão da doença também pode ocorrer por via congênita, embora em 

menor proporção. No Brasil, a infecção por essa via é menor que 1% do total dos 

casos. Outra forma de transmissão acontece por meio do transplante de órgãos de 

indivíduos infectados, principalmente rins, coração, medula óssea e pâncreas, tanto 

de doadores vivos como cadavéricos (DIAS et. al., 2007). Existe ainda a 

probabilidade de transmissão por doação sanguínea, sendo esta a mais frequente 

em países não endêmicos, como EUA e Canadá, e países latino-americanos que 

estejam em processo de erradicação do vetor. No ano de 2006, através de um 

programa de triagem nos bancos de sangue dos EUA, detectou-se mais de 500 

doações infectadas pelo T. cruzi (BERN et. al., 2007). No Brasil, nos anos 80, esse 

tipo de transmissão apresentava prevalência média de 7,03%, esse coeficiente caiu 

para 3,18% na década de 90 e atualmente gira em torno de 0,6%. Esses índices 

refletem a efetividade dos programas de combate ao vetor e maior controle do 

sangue e hemoderivados, através da triagem clínica da doação voluntária (BRASIL, 

2012). 

 

2.10.2. Fases Clínicas 
 

 A doença de Chagas pode ser reconhecida por suas fases clínicas: aguda e 

crônica. 
 

2.10.2.1. Fase Aguda 
 

 Esta fase é frequentemente assintomática, com duração de 6 a 8 semanas. 

Nesta ocorre uma infecção generalizada pelo T. cruzi, o que torna possível sua 

detecção na circulação. A escassez e/ou ausência de sintomas ocorre na maioria 
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dos pacientes e, quando existentes, suas manifestações são comuns a qualquer 

infecção sistêmica, como febre, linfadenopatia, taquicardia, esplenomegalia, vômito, 

diarréia, anorexia, edema e linfocitose. A presença de inflamação no local de 

entrada do parasito, em geral próximo aos olhos (edema palpebral unilateral), o 

chamado “Sinal de Romaña” (figura 9), é bastante característico da doença, 

entretanto só é encontrado em cerca de 50% dos casos agudos. Estima-se que esta 

fase seja diagnosticada em menos de 10% dos indivíduos infectados (PUNUKOLLU 

et. al.,2007). 

 O tratamento é feito com benzonidazol, indicado durante a fase aguda, na 

infecção congênita e na infecção crônica recente, esta última característica de 

crianças em idade escolar de zonas endêmicas. O tratamento da fase aguda 

promove melhora dos sintomas, desaparecimento dos parasitos circulantes após 

cerca de 5 dias de tratamento e, mais tardiamente, a negativação da sorologia em 

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

 
  

2.10.2.2. Fase Crônica 

 A fase crônica da doença inicia-se quando a parasitemia cai a níveis 

indetectáveis e quando os sintomas clínicos relacionados à fase aguda 

desaparecem, ou seja, após 4 a 8 semanas de infecção. Na fase crônica, entre 60% 

e 70% dos indivíduos infectados permanecem assintomáticos pelo resto da vida, 

evoluindo na forma chamada indeterminada, laboratorial ou subclínica da doença. 

No entanto, de 10 a 30 anos após a infecção aguda, 30% a 40% dos pacientes 

desenvolvem manifestações clínicas, decorrentes de alterações cardíacas e/ou 

digestivas. Essas ocorrências são mais frequentes em indivíduos do sexo masculino 

entre 20 e 45 anos de idade (BARRET et. al., 2003; ANDRADE et. al., 2005). 

 A cardiomiopatia chagásica ou cardiomiopatia dilatada inflamatória acomete 

cerca de 30% dos infectados pelo T cruzi, um terço destes desenvolve a doença 

grave, que inclui arritmias malignas, dilatação ventricular e insuficiência cardíaca 

(URBINA et. al., 2003; DIAS et. al., 2007). Por fim, 8% a 10% dos indivíduos 

desenvolvem a forma digestiva com gravidade variada. Nestes casos é frequente 

observar algum grau de acometimento do sistema nervoso autônomo, que, em geral, 

precede as alterações de motilidade, com consequente dilatação desses órgãos, 

levando ao megaesôfago e ao megacólon (PRATA et. al., 2001; BARRET et. al., 

2003). 
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2.10.3. Cardiomiopatia chagásica crônica 

 

 Resultante do progressivo dano ao miocárdio, através de uma miocardite 

fibrosante, a cardiomiopatia chagásica é uma das características mais evidentes da 

doença de Chagas. Apenas 25% dos pacientes infectados pelo T. cruzi podem 

apresentar manifestações clínicas mais graves e consequentemente a evolução 

para o óbito. Dentre as causas de óbitos em pacientes infectados pela doença, as 

mais comuns são a insuficiência cardíaca, tromboembolismo pulmonar e sistêmico, 

arritmias graves e também a morte súbita. Em um estudo com 411 indivíduos, 

observou-se que a morte súbita ocorreu em 60% dos pacientes crônicos, 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 chagásica 

é de 2 a 4 vezes menor que de pacientes com cardiomiopatia dilatada idiopática 

(MADY et. al., 1994; RASSI et. al., 2006). 

 Um terço dos casos de insuficiência cardíaca no Brasil é decorrente da 

cardiomiopatia chagásica, e este mesmo problema é a terceira maior causa de 

indicação de transplante no país (MENDEZ et. al., 2001; BOCCHI et. al., 2001).           

Os mecanismos mais estudados, que levam a cardiomiopatia chagásica crônica 

(CCC), envolvem a inflamação em resposta ao parasito e a autoimunidade. Na fase 

aguda, foram descritas alterações em componentes do sistema β-adrenérgico 

cardíaco de transdução de sinais, que incluem a redução dos níveis plasmáticos de 

catecolaminas, a diminuição de afinidade do agonista pelo receptor β-adrenérgico 

cardíaco, e elevação dos níveis de adenosina monofosfato cíclico (AMPc) na célula 

cardíaca (BUSTAMANTE et al., 2003; LO PRESTI et al., 2006).  

 Na forma indeterminada foi observado que a regulação da função cardíaca 

pela noradrenalina também está comprometida e, provavelmente, associada às 

modificações no sistema adrenérgico cardíaco, que ocorreram no início da infecção. 

Além disso, o tipo de cepa do parasito, fatores genéticos do hospedeiro e 

reinfecções nas fases aguda e indeterminada podem agravar o comprometimento 

cardíaco (BUSTAMANTE et. al., 2007).  

 Segundo Gironès e Fresno (2003), a cronicidade da lesão ao miocárdio 

decorre da ativação da resposta imune ao parasito, juntamente aos múltiplos 

antígenos cardíacos. Na realidade, o mimetismo molecular entre os antígenos do 

hospedeiro e do parasito resultaria em resposta das células efetoras T e B contra os 
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antígenos cardíacos, levando à lesão do miocárdio. Essa agressão crônica ao 

coração culmina em dano progressivo às fibras miocárdicas e consequente 

formação de cicatriz fibrótica. Contudo, ainda não há evidência que defina a etiologia 

da miocardite crônica e insidiosa que resulta na CCC. 

           Estudos clínicos, em pacientes cardiopatas de etiologia chagásica, revelaram 

um padrão de citocinas mais predominante de resposta Th1, com produção de IFN-γ 

e níveis elevados de TNF-α, especialmente em pacientes com comprometimento 

mais severo (SILVA et. al., 1992; ABEL et. al., 2001). Os modelos experimentais da 

doença de Chagas, aguda e crônica, revelaram que as citocinas são elementos 

importantes na geração e controle da resposta imune, que pode levar ao dano 

tecidual (SILVA et. al., 1992; SOARES et. al., 2001). Essas citocinas, que são 

produzidas na infecção do T. cruzi, têm seus efeitos influenciados por vários fatores, 

como virulência da cepa, fatores genéticos do hospedeiro e presença ou não de 

reinfecções (SAMUDIO et. al., 1998; REVELLI et. al., 1999). 

           Mesmo com os mecanismos patogênicos da cardiomiopatia chagásica, ainda 

não elucidados totalmente, não existe dúvida de que o infiltrado inflamatório 

cardíaco é o maior causador da lesão no miocárdio. As características 

histopatológicas da cardiomiopatia dilatada ocorrem devido à presença de 

miocardite difusa com intenso infiltrado linfomononuclear, destruição das fibras 

cardíacas e consequentemente fibrose, que também atinge o sistema de condução 

cardíaco. Além disso, há inflamação crônica deste sistema de condução, o que 

explica as frequentes arritmias observadas nos pacientes cardiopatas (HIGUCHI et. 

al., 1993; ENGMAN et. al., 2002).  

            O infiltrado inflamatório é constituído de macrófagos (50%), linfócitos T (40%) 

e linfócitos B (10%) (MILEI et. al., 1992). Com relação à resposta imune celular, 

observa-se que existe predomínio de linfócitos T CD8+ sobre os linfócitos T CD4+, 

numa proporção de 2:1 (REIS et al.,1993; TOSTES et al.,1994). Histiócitos e células 

endoteliais do tecido cardíaco de pacientes com cardiomiopatia chagásica 

apresentam aumento da expressão de moléculas antígeno leucocitário humano 

(HLA, human leukocyte antigen) de classe I e II. Essas moléculas estão envolvidas 

na apresentação de antígenos para os linfócitos T CD8+ e T CD4+, respectivamente. 

 Em concordância com o que se observa no coração, diversos trabalhos com 

células do sangue periférico de pacientes com doença de Chagas têm mostrado que 

a infecção crônica induz desvio da resposta imunológica para um perfil pró-



Revisão da literatura   44 

 

inflamatório, com produção de citocinas do tipo Th1 e supressão de citocinas anti-

inflamatórias 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 número de 

linfócitos, produtores de IFN-γ, de pacientes cardiopatas crônicos, é 

significativamente maior do que o de pacientes na forma indeterminada da doença, 

indicando uma capacidade aumentada destes pacientes em responder ao estimulo 

pró-inflamatório do parasito (ABEL et. al., 2001). 

 Os níveis de TNF-α estão significativamente mais elevados em pacientes com 

doença de Chagas que em indivíduos normais. Esses níveis estão ainda mais 

elevados em pacientes portadores de cardiomiopatia chagásica crônica sem 

disfunção ventricular ou na forma indeterminada da doença (FERREIRA et. al., 

2003; TALVANI et. al., 2004). A elevação do TNF-α observada nos pacientes com 

disfunção ventricular é provavelmente secundária à insuficiência cardíaca em si 

(LEVINE et al.,1990). Entretanto, o aumento do TNF-α observado em 

cardiomiopatas crônicos sem disfunção ventricular sugere a existência de um 

estimulo contínuo para a produção de citocinas inflamatórias ao longo da infecção, o 

que pode contribuir para o desenvolvimento ou a progressão da cardiomiopatia. 

      

2.10.4. Tratamento da cardiomiopatia chagásica crônica 
 

 

 A terapia disponível para doença de Chagas consiste no uso do benzonidazol, 

eficaz na erradicação do parasito na fase aguda da doença. No entanto, sua eficácia 

na cura da CCC estabelecida é bastante discutida, apesar de ensaios experimentais 

recentes apontarem um efeito benéfico do uso do referido medicamento na fase 

crônica da doença, ao reduzir os distúrbios cardíacos característicos da CCC 

(GARCIA et al., 2005). De forma geral, o paciente recentemente diagnosticado como 

portador da doença de Chagas deverá, inicialmente, além da história clínica e 

exame físico detalhado, realizar eletrocardiograma. Caso esta avaliação inicial não 

apresente alterações o indivíduo deverá ser mantido em acompanhamento, em nível 

ambulatorial, anualmente. Se os achados da avaliação inicial evidenciarem 

comprometimento cardíaco o paciente deverá ser submetido ao Holter 24 horas, 

ecocardiograma e teste ergométrico. No caso de sintomas gastrointestinais, além 

dos já mencionados, é recomendado a realização de exame contrastado com bário 

do trato digestivo (BERN et al., 2007). 
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 A única alternativa para os pacientes com CCC, agravada pela insuficiência 

cardíaca (IC), é o transplante de órgão. Portanto, a CCC tem frequentemente um 

curso fatal, já que o tratamento é sintomático e a possibilidade de realização de 

transplantes cardíacos é bem menor que a demanda (DIAS et al., 1997). Este 

procedimento é dispendioso e complexo, e, no caso específico da insuficiência 

cardíaca de etiologia chagásica, apresenta ainda como agravante o uso de 

imunossupressores pós-transplante, que pode reativar a infecção devido ao 

parasitismo tecidual persistente na fase crônica da doença. 

 Ainda como agravante do tratamento, grande parte dos indivíduos com CCC, 

que evoluem para insuficiência cardíaca congestiva franca, pertencem a camadas 

socioeconômicas mais desfavorecidas, para a qual o acesso aos tratamentos clínico 

e cirúrgico adequados, transplante cardíaco e o uso de drogas imunossupressoras é 

limitado. A IC grave impossibilita o indivíduo de trabalhar, acarretando ônus para o 

Estado e baixa qualidade de vida para o enfermo (BERN et al., 2007; DIAS et al., 

1997). Portanto, o estabelecimento de uma terapia eficaz reduzirá, 

consideravelmente, os custos com internações hospitalares e aposentadorias 

precoces. 

 

2.10.5. Imunoglobulina para o tratamento da Cardiomiopatia Chagásica Crônica  

 

 A doença de Chagas afeta uma população de cerca de 25 milhões de 

pessoas na Américas Latina. Como a cardiomiopatia chagásica crônica ocorre em 

cerca de 25% dos indivíduos infectados pelo T. cruzi, se hoje conseguíssemos 

erradicar totalmente a transmissão da doença ainda nos restaria uma população de 

cerca 7,5 milhões de cardiopatas chagásicos, que estariam evoluindo para morte 

nos próximos anos (CENTRO de GESTÃO e ESTUDOS ESTRATÉGICOS, 2006). 

Sendo assim, o desenvolvimento de uma terapia que leve a diminuição das lesões 

cardíacas e ao bloqueio da evolução da CCC é de grande interesse. 

 Apesar dos avanços dos tratamentos medicamentosos, a insuficiência 

cardíaca crônica (ICC) ainda é uma doença progressiva e com alta taxa de 

morbidade e mortalidade. Diversos estudos mostram que as citocinas inflamatórias, 

como TNFα, interleucina IL-β e IL-6, têm seus níveis aumentados progressivamente 

de acordo com a gravidade da doença (MANN et. al., 2002; AUKRUST et. al., 2005). 

Interessantemente o aumento dos mediadores inflamatórios não é acompanhado por 
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incremento das citocinas anti-inflamatórias, tais como IL-10 (AUKRUST et al., 1999). 

Uma série de estudos experimentais tem demonstrado que os efeitos biológicos 

dessas citocinas pró-inflamatórias podem explicar diversos mecanismos de 

progressão da doença, como, por exemplo, a indução de apoptose, desenvolvimento 

de fibrose, dentre outros (MANN et. al., 2002; AUKRUST et. al., 2005). 

 Embora não completamente elucidada, sabe-se que na cardiopatia chagásica 

crônica as lesões inflamatórias apresentam um aspecto de reação de 

hipersensibilidade tardia, sugerindo assim, a participação de linfócitos Th1 na sua 

patogênese, uma vez que esta subpopulação celular promove a ativação de 

macrófagos pela secreção de citocinas como o IFN- (LIEBERMANN et al., 1991). 

Também é caracterizada por uma bem reconhecida cardiomegalia e insuficiência 

cardíaca congestiva, sendo um aspecto grave na morbidade dos portadores 

(KÖBERLE, 1968). 

 A descrição de ativação das citocinas em insuficiência cardíaca levanta a 

possibilidade de utilizarmos imunoglobulina venosa procurando seu efeito benéfico 

através da imunomodulação. Apesar da atraente hipótese, existem poucos estudos 

disponíveis na literatura visando esta forma de tratamento. 

 Na área cardiológica, as imunoglobulinas polivalentes têm sido utilizadas há 

relativamente pouco tempo, apesar de sua ação imunorreguladora ser reconhecida 

por mais de duas décadas. Neste contexto, há relatos de sua utilização em 

cardiologia, notadamente na cardiopatia dilatada e na insuficiência cardíaca crônica 

(MCNAMARA; ROSENBLUM; JANOSKO, 1997; BOZKURT; VILLANUEVA; 

HOLUBKOV, 1999). Foram demonstrados efeitos benéficos em pacientes com 

cardiomiopatia dilatada após o tratamento com altas doses de IGIV, inclusive com 

pacientes refratários ao tratamento com anti-hipertensivos e anticoagulantes 

(BALLOW, 1997; GULLESTAD et al., 2001).  

 Desde que a cardiomiopatia chagásica também é do tipo dilatada, a 

realização de um trabalho experimental de terapêutica com IGIV, em murinos 

cardiopatas chagásicos crônicos, mostra-se promissor. Este trabalho visa 

estabelecer o efeito cardioprotetor, resultante do uso de imunoglobulina humana 

intravenosa, através da avaliação morfométrica, imunológica e funcional, como 

forma de terapêutica eficaz para o tratamento da CCC. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo Geral 

 

Produção de soluções de imunoglobulina humana intravenosa e avaliação de 

sua eficácia para o tratamento da dengue e da cardiomiopatia chagásica. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

 

 Produção, através de metodologia clássica de Cohn-Oncley, de lote piloto de 

IGIV polivalente; 

 Triagem de plasmas de doadores voluntários para identificação e seleção de 

bolsas contendo anticorpos específicos anti-dengue; 

 Produção de solução de imunoglobulina G anti-dengue; 

 Produção de solução de imunoglobulina G anti-dengue, clivada da porção Fc; 

 Caracterização das soluções de IgG obtidas, segundo o que preconiza a 

última edição da  Farmacopéia Européia; 

 Identificação da ação neutralizante da IGIV específica frente a diferentes 

sorotipos de DENV; 

 Investigação da eficácia e segurança pré-clínica do uso de imunoglobulina 

específica no modelo de infecção primária pelo DENV-3; 

 Avaliação da eficácia pré-clínica do uso de IGIV polivalente para o tratamento 

da cardiomiopatia chagásica em modelo animal infectado cronicamente com o 

Trypanosoma cruzi. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Produção de imunoglobulina humana polivalente 

 

Este projeto experimental foi conduzido após aprovação do Comitê de Ética 

do HEMOPE (processo n° 002/2011). Os pacientes não foram identificados e os 

dados do estudo foram analisados de forma anônima. 

O material de partida utilizado foi o plasma fresco congelado, recebido na 

Fundação HEMOPE. Todo o plasma utilizado foi previamente triado no setor de 

sorologia do HEMOPE para checar a ausência de contaminação pelo vírus da 

imunodeficiência humana (HIV1, HIV2), antígeno de superfície do vírus da hepatite B 

(HBsAg), vírus da hepatite C (HCV), Vírus T Linfotrópico Humano  (HTLV), doença 

de Chagas e sífilis.  

A IgG foi obtida através do método de Cohn-Oncley (figura 10) (precipitação 

com etanol a frio). O processo geral utilizado neste trabalho é ilustrado na figura 11. 

O método de fracionamento com etanol a frio baseia-se na mudança de solubilidade 

das proteínas plasmáticas através do ajuste do pH, temperatura, força iônica e 

concentração de etanol. 

Uma mistura de 1.000 bolsas (doadores) de plasma (170 L) foi descongelada 

a 4°C, temperatura na qual algumas proteínas (crioprecipitado) são insolúveis e 

precipitam. O crioprecipitado foi então removido por centrifugação e o sobrenadante 

tratado segundo o método 6 de Cohn et al., (1946). O fibrinogênio foi precipitado na 

fração I de Cohn e a imunoglobulina G separada da albumina (fração V) através da 

precipitação da fração II + III. Os precipitados foram removidos do sobrenadante 

através de centrifugação a 12.000 rpm. 
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                           Figura 10. Isolamento de IgG do plasma humano. 

 

 

    Fonte: (Cohn et al., 1946; Oncley et al., 1949) 

 

 

De acordo com o método 9 de Oncley et al., (1949), a fração II + III foi 

solubilizada e, em seguida, a fração III precipitada. O sobrenadante foi clarificado 

por filtração. A partir da solução filtrada 1,9 Kg de pasta de IgG (fração II) foi 

precipitada e separada por centrifugação a 12.000 rpm. A pasta de IgG foi, por fim, 

dissolvida em água purificada e clarificada por filtração. 
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Figura 11. Processo geral de produção de imunoglobulina intravenosa  

humana. 
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Para reduzir a força iônica, a solução foi diafiltrada com água purificada e teve 

sua concentração proteica ajustada para 5% (peso/volume). Um sistema Pellicon - 

Millipore de 30kD foi usado para realizar a diafiltração e ajuste da concentração 

proteica. A solução com baixa força iônica foi submetida a um processo de 

inativação viral por ação 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 catiônica foi realizada, com CM-

Sepharose FF como fase estacionária. Para remover IgA e outras impurezas, uma 

cromatografia de troca aniônica, em DEAE-Sepharose FF, foi empregada. Os 

eluatos cromatográficos foram concentrados por ultrafiltração (Pellicon - Millipore de 

10kD) e diafiltrados com uma solução de glicina a 0.25 mol/L, usando o mesmo 

sistema. A concentração proteica foi ajustada para 5% (peso/volume) e o pH 

ajustado a 4.2 – 4.3 com HCl 0,1N. A solução foi filtrada em filtros esterilizantes e 

envasada de forma asséptica. Por fim, foi realizada uma última etapa de inativação 

viral, através da incubação do recipiente final a 23-27°C por 21 dias, antes do 

estoque a 2-8°C. 

  

4.2. Produção de imunoglobulina humana anti-dengue 

 

Para a produção de IGIV anti-dengue foi utilizada a metodologia descrita na 

seção 4.1, entretanto, por se tratar de uma preparação específica, foi utilizada uma 

mistura de plasma previamente triado.  

Um “pool” de plasma de doadores brasileiros selecionados (região Nordeste) 

foi empregado para produzir as preparações de IGIV. Um kit ELISA comercial (E-

DEN01G panbio diagnostics, Cheshire, UK) foi utilizado para a determinação indireta 

dos títulos de anticorpos IgG anti-dengue e seleção dos plasmas. 

Plasma fresco congelado obtido na Fundação HEMOPE, de doadores 

brasileiros saudáveis, 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 presença de anticorpos anti-dengue. Ao final da triagem, foram 

selecionadas 200 bolsas de plasma contendo anticorpos específicos, as quais 

forneceram 346g de pasta de IgG (fração II de Cohn). 
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4.3. Controle dos produtos acabados 

 

 Para checar as propriedades funcionais dos produtos, durante o processo e 

das preparações finais, foram utilizados os protocolos definidos pela Farmacopéia 

Européia e descritos pela Agência Regulatória Nacional (BRASIL, 2000). 

Determinação de polímeros e agregados foi realizada usando cromatografia de 

filtração em gel, com coluna Biosep SEC-S3000 (600 x 7.8mm) (Phenomenex). 

Imunodifusão radial foi usada para determinar  IgM e distribuição das subclasses de 

IgG. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) foi utilizada para mensurar IgA e 

IgE, além de confirmar a ausência de contaminantes no plasma, como HIV1 e HIV2, 

HBsAg, HCV, HTLV, doença de Chagas e sífilis. 

 Com o objetivo de mensurar γ-globulina, foi utilizada eletroforese em acetato 

de celulose. Os métodos utilizados para a determinação de pirogênios e da atividade 

anticomplementar estão de acordo com as monografias da Farmacopéia Européia 

(2.6.8 e 2.6.17 respectivamente). Análise de termoestabilidade foi desempenhada 

através da incubação da preparação final em banho-maria a 57 ° C por 4 horas. 

 

4.4. Identificação de sorotipos anti-dengue 

 

A determinação dos anticorpos antidengue específicos para cada um dos 

sorotipos do vírus circulantes foi realizada pela técnica de neutralização por redução 

de placas (PRNT) de acordo com a metodologia descrita por Morens e 

colaboradores (1985), com pequenas modificações, e seguindo as recomendações 

da OMS (2007). Foram avaliadas, pela técnica de PRNT, três amostras: a mistura de 

plasma inicial (selecionado para a produção de IGIV anti-dengue), a preparação de 

imunoglobulina anti-dengue e uma IGIV polivalente comercial (Kiovig/ Baxter 

International Inc, Deerfield, IL, USA). O teste, bem como a preparação de estoques 

de vírus e manutenção da cultura celular, foram desenvolvidos no Laboratório de 

Virologia e Terapia Experimental (LaViTE), do Centro de Pesquisas Aggeu 

Magalhães. 
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4.4.1. Manutenção 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 antibióticos 

penicilina/estreptomicina a 1% (Invitrogen, Carlsbad, CA). As garrafas de células 

foram mantidas em estufa à 37ºC, com atmosfera 5% de dióxido de carbono (CO2). 

As células Vero foram mantidas durante todo o experimento e utilizadas para o 

crescimento de vírus e preparação das placas para o teste de neutralização.  

Para a preparação das placas, a contagem das células Vero foi efetuada em 

câmara de Newbauer, utilizando-se o corante vital Trypan blue (Sigma, St Louis, 

MO, USA). Em seguida, suspensões de células Vero, a uma densidade de 300.000 

células/mL, foram distribuídas em placas de 24 poços (NUNC), no volume de 0,5 mL 

por poço. As placas foram mantidas em estufa à 37ºC, a uma atmosfera 5% de CO2 

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

 

4.4.2. Preparação dos Estoques dos Vírus: DENV-1, DENV-2 e DENV-3  
 

As amostras de DENV-1, DENV-2 e DENV-3 pertencem à coleção de vírus do 

LaViTE e correspondem às amostras de vírus isolados nas epidemias ocorridas no 

estado de Pernambuco, doadas pelo Laboratório Central de Saúde Pública 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 37ºC em 5% 

CO2, a uma multiplicidade de infecção (moi) de 0.1, por 5-6 dias a 37 ºC in 5% CO2. 

As suspensões de células contendo os vírus foram submetidas ao 

congelamento e descongelamento e, em seguida, centrifugadas a 2.000 rpm por 10 

minutos a 4 ºC. Os sobrenadantes contendo as partículas virais foram coletados e 

adicionado SFB na proporção de 20%, em seguida distribuídos em criotubos em 

alíquotas de 0,5 mL e estocadas à -80 ºC. Cada suspensão viral foi titulada por 

ensaio de placa, utilizando células da linhagem VERO, para determinar a diluição 

adequada para o teste, devendo conter de 20 a 30 unidades formadoras de placa 

(UFP). 
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4.4.3. Neutralização por redução do número de placas (PRNT)  

 

Inicialmente, as três amostras de IgG (20μl) foram inativadas por 30 minutos 

em banho-maria a 56°C, em seguida foi realizada a diluição da amostra do pool de 

plasma (1/20 até 1/2560) em MEM utilizando-se microplacas de 96 poços (NUNC), 

no volume final de 100μl, sendo uma placa para cada sorotipo viral. Após a diluição, 

100μl da suspensão viral de DENV-1, DENV-2 e DENV-3, previamente titulados, 

com uma concentração de aproximadamente 30 UFP/mL foram adicionados nos 

locais correspondentes a cada um dos três sorotipos. 

Após incubação a 37°C, em 5% de atmosfera de CO2 por 1 hora, o meio das 

placas de 24 poços contendo as células Vero foi descartado e 50μL de cada diluição 

da mistura vírus-IgG foi inoculado, em triplicata. As placas foram novamente 

incubadas a 37°C em 5% de CO2 por 1 hora, para permitir a adsorção do vírus. Após 

este período, as células foram cobertas com 500μL de meio semi-sólido: 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, à 37 ºC, em 5% de CO2. Após incubação, o meio semi-sólido 

foi descartado das placas de 24 poços e uma solução de formalina a 3,5M foi 

adicionada (2mL por poço, incubadas por 1 hora) para fixação das células e 

inativação das partículas virais. Após, descarte da formalina, as células foram 

coradas com solução (1:50) de cristal violeta (0,5mL/poço), lavadas em água 

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

 

4.4.4. Critérios de positividade e determinação dos títulos de anticorpos  

 

Amostras da mistura de plasma inicial, da preparação de imunoglobulina anti-

dengue e da Kiovig, que apresentaram redução de 50% ou mais no número de 

placas virais (PRNT50), em comparação com as amostras dos vírus inoculadas 

sozinho, foram consideradas positivas. Amostras que não apresentaram redução de, 

no mínimo, 50% das placas virais na menor diluição de soro utilizada (1:20) foram 

consideradas negativas. 
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O percentual de neutralização foi calculado utilizando a fórmula proposta por 

Vazquez e colaboradores (2003), apresentada a seguir:  

 

% Redução = [1 – (P amostra / P vírus controle)] x 100, onde P significa contagem 

de placas. 

 

 

4.4.5. Validação dos resultados 
 

Para garantir a acurácia e diminuir as variações intra e inter teste, todos os 

procedimentos laboratoriais foram desenvolvidos pelo mesmo técnico. Controles 

positivos (vírus inoculado na ausência de soro) e negativos (soro de indivíduos 

sabidamente negativos) foram incubados para cada um dos vírus. Poços com 

células não-infectadas também foram utilizados como controle. Os critérios utilizados 

para validar o resultado do teste foram: integridade da monocamada de células não-

infectadas, pouca ou nenhuma redução na contagem de placas dos soros negativos 

e apropriadas contagem de placas do controle positivo. 

 

4.5. Produção de imunoglobulina humana anti-dengue fragmentada da porção 

Fc 

 

Como material de partida para a produção de solução de fragmentos F(ab')2 

de IgG anti-dengue foi utilizado a IGIV específica preparada como descrito na seção 

4.3. Cinquenta mililitros da solução a 5% de IGIV anti-dengue foi diluída a 2,5% com 

tampão acetato pH 4.0 e, em seguida, diafiltrada (Pellicon - Millipore de 30kD) contra 

5 volumes do mesmo tampão. Cem mililitros de uma solução de pepsina (Sigma-

Aldrich, Steinheim, Germany) a 1,25% foram então adicionados. O pH da solução foi 

ajustado para 4.0 e a mesma foi incubada a 37 ºC por 24 horas, sob agitação 

branda. A digestão da pepsina foi interrompida pelo reajuste do pH para 7.0 usando 

hidróxido de sódio 0.5M.  A solução foi filtrada em filtro 0,22 µm, diluída a 2% com 

tampão fosfato (PBS pH 7.0) e diafiltrada contra 5 volumes do mesmo tampão.  
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Três colunas de proteína G (5mL HiTrap – GE Healthcare) foram postas em 

série e  usadas para purificar os fragmentos F(ab')2. A coluna foi equilibrada com 

PBS pH 7.0 e a solução diafiltrada foi então aplicada. Em seguida a coluna foi 

lavada com PBS para remoção dos fragmentos F(ab')2. Para a eluição dos 

fragmentos Fc e IgG residual foi utilizado tampão glicina 0.1M. Foram realizados três 

ciclos, onde, para cada um deles, foram aplicados 75mL (ou um total de 375 mg de 

proteína) do diafiltrado na coluna. O fluxo utilizado correspondeu a 5mL/min.  

Os eluatos cromatográficos que continham os fragmentos F(ab')2 foram 

coletados e combinados e, em seguida, filtrados a 0,22 µm. Os eluatos foram 

concentrados por ultrafiltração (Pellicon - Millipore de 10kD) e diafiltrados com uma 

solução de glicina a 0.25 mol/L, usando o mesmo sistema. A concentração proteica 

foi ajustada para 5% (peso/volume) e o pH ajustado em 4.2 – 4.3. A solução foi 

filtrada em filtros esterilizantes e envasada de forma asséptica.  

A determinação dos pesos moleculares e pureza da solução foram realizadas 

usando cromatografia de filtração em gel, com coluna Biosep SEC-S3000 (600 x 

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

 

 Na tabela 1, resumimos as propriedades bioquímicas e biofísicas das 

preparações de imunoglobulinas produzidas. Para as análises foram utilizados os 

protocolos definidos pela Farmacopéia Européia e descritos pela Agência 

Regulatória Nacional (BRASIL, 2000). 

 A eletroforese mostrou um nível de pureza satisfatório, com 96,8 e 98,1% das 

proteínas migrando na região de gamaglobulinas (figura 12). A distribuição de 

subclasses de IgG, presentes nas amostras, são compatíveis com as presentes no 

soro normal (MORELL et al., 1972). 

 

 

Figura 12. Eletroforetogramas de soluções de imunoglobulina polivalente (A) e anti-

dengue (B) com bandas, correspondentes à fração gamaglobulina, de 96.8 e 98,1% 

respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

As IGIVs produzidas contêm traços de imunoglobulinas IgA e IgM, estas 

foram principalmente removidas por etapas de cromatografia de troca catiônica e 

aniônica, respectivamente. Alguns autores têm apontado que a administração de 

soluções de imunoglobulina, com quantidades significativas de IgA, pode causar 

reação anafilática grave em pacientes com deficiência de IgA (VYAS et al., 1968, 

BJORKANDER et al., 1987), razão pela qual a mesma foi removida. 

 

A B 
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Tabela 1. Caracterização das preparações de imunoglobulina 

Análise Valores de referência 
IGIV 

polivalente 

IGIV  

anti-dengue 

pH 4,0 – 7,4 4,25 4,27 

Concentração proteica 45 – 55 mg/mL 52,1 mg/mL 51 mg/mL 

Pureza eletroforética Mínimo de 95%  

de gamaglobulina 
96,8% 98,1% 

Polímeros e agregados 

Mínimo de 90% de 

monômeros e dímeros 
97,4% 97,9% 

 

Máximo de 3% de 

polímeros e agregados 

 

1,3% 
 

1,0% 

IgA - 0.13 mg/mL 0.16 mg/mL 

IgM - 0.18 mg/mL 0.10 mg/mL 

Distribuição de subclasses Percentual Percentual Percentual 

IgG1 65 – 70 66 68 

IgG2 20 – 25 22 19 

IgG3 7 – 10 8 7 

IgG4 3 – 6 4 6 

Atividade  

anticomplementar (%) 
≤ 50 46 39 

Termoestabilidade  

(57 °C/4h) 

Ausência de  

gelificação 

Ausência de  

gelificação 

Ausência de  

gelificação 

Anti-HBs* Mínimo de 0.5 IU/g 6.7 IU/g 1.24 IU/g 

Pirogênios Ausente Ausente Ausente 

 

* Anti-HBs = Anticorpos contra antígeno de superfície do vírus da hepatite B 

 

A quantidade total de agregados presente nas preparações estão dentro dos 

limites aceitáveis. Dimerização de IgG e formação de agregados também estão 

associados ao aumento do risco de ocorrência de efeitos adversos (KROEZ et al., 

2003). Esses agregados ligam-se e ativam componentes do sistema complemento e, 
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portanto, a determinação da atividade anticomplementar foi adotada rotineiramente. 

Nas preparações de IgG produzidas, o consumo de complemento não 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 não agregado 

(GELFAND, 2006). Inicialmente desenvolvida para produzir uma solução estável, a 

formulação em baixo pH também foi utilizada para desenvolver uma etapa de 

inativação viral ao final do processo de produção. 

 Foram realizadas duas etapas de inativação viral: tratamento com 

solvente/detergente e incubação em baixo pH. O tratamento com S/D é efetivo 

contra vírus envelopados (UEMURA et al., 1994; CHANG et al., 2000). A incubação 

em baixo pH também representa um robusto método de inativação de vírus 

envelopados, incluindo o HIV (BOS et al., 1998; OMAR et al., 1996; BIESERT, 1996; 

REID et al., 1988). Os produtos reagiram negativamente, ou seja, não foram reativos 

ao HCV, HIV1 e HIV2, HTLV, HBsAg, doença de Chagas e sífilis, que são 

importantes parâmetros de biossegurança. 

 Completando as análises bioquímicas e biofísicas, as amostras foram 

submetidas à prova de termoestabilidade, na qual nenhuma alteração, como 

gelificação ou floculação, foi observada. Os produtos, formulados em glicina (0.25 

mol/L), demonstraram adequada osmolalidade. 

 

5.1. Identificação de sorotipos anti-dengue 

 

 Uma vez que a IGIV anti-dengue foi cuidadosamente caracterizada, nós 

decidimos quantificar os anticorpos contra os sorotipos DENV-1, DENV-2 e DENV-3, 

presentes na preparação. A tabela 2 apresenta estes dados. 

 

Tabela 2. Títulos de anticorpos anti-dengue presentes na IGIV específica  

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 preparação de imunoglobulina específica apresentou nível elevado de 

anticorpos anti-dengue, com títulos 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 

área endêmica (CORDEIRO et al., 2007), este resultado era esperado. No Brasil, 

por ocasião da coleta das amostras, três sorotipos estavam em circulação, DENV-1, 

DENV-2 e DENV-3, e com casos isolados de infecção por DENV-4 na Região Norte 

do país (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 preparação comercial de IGIV - Kiovig 

(preparada a partir do plasma de doadores americanos) não apresentou títulos de 

anticorpos anti-dengue significativos. 

 A viabilidade de uma IGIV brasileira (com títulos elevados de anticorpos anti-

dengue) para o tratamento da infecção por dengue, relaciona-se a aplicabilidade de 

IGIV específica para o tratamento de WNV (SAQUIB et al., 2008; WADEI et al., 

2004; HALEY et al., 2003). Entretanto, a segurança do uso de uma preparação 

brasileira de IGIV em pacientes com infecção pelo DENV ainda precisa ser 

confirmada. A pré-existência de anticorpos heterólogos, na presença de uma nova 

infecção, por um sorotipo distinto, pode causar ADE (GUBLER, 2002; GUZMÁN, 

KOURI, 2004; ROSS, 2010; WILDER-SMITH et al., 2005). Sabendo que os quatro 

sorotipos do vírus existem no Brasil, estudos são necessários para verificar se a 

administração de IGIV brasileira, em paciente infectados por dengue, é segura ou 

pode causar ADE. 

 

5.2. Imunoglobulina humana anti-dengue fragmentada da porção Fc 

 

A determinação dos pesos moleculares e pureza da solução de fragmentos 

F(ab')2 foi realizada usando cromatografia de filtração em gel. A preparação final 

contém 80% de fragmentos F(ab')2 (~110 kDa) e cerca de 10% de pequenos 

fragmentos (< 50 kDa). Cerca de 8,5% da preparação possui peso molecular 

próximo à região de monômeros  (IgG íntegra) (> 150 kDa) e apenas 1,5% possui 

peso molecular superior a 200 kDa. 

A solução fragmentada da porção Fc possui pH final de 4.29 e concentração 

proteica igual a 51,4 mg/mL. Assim como sua preparação precursora, a solução de 

fragmentos F(ab')2 não apresentou pirogênios. 
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Avaliação da eficácia e segurança do uso de preparações 

específicas de imunoglobulina no modelo de infecção 

primária pelo DENV-3 
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6. MATERIAIS E MÉTODOS  

  

Os ensaios foram realizados em colaboração com o laboratório de Interação 

Microrganismo/Hospedeiro do Departamento de Microbiologia da UFMG, integrante 

do Instituto Nacional de Pesquisa em Dengue (INCT em Dengue, CNPq). 

 

6.1. Vírus 

 

Neste trabalho foi utilizado o sorotipo 3 do vírus 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 fêmeas 

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 água e ração. Os protocolos experimentais foram previamente aprovados 

pelo comitê de ética e experimentação animal da UFMG (CETEA 113/ 2009).  

Para indução da dengue experimental os animais foram inoculados por via 

intraperitoneal com 100PFU/100μL 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, após a inoculação do vírus 

(figura 13).  

O tratamento com as IGIVs foi realizado por via intravenosa. Diversos 

protocolos de administração foram realizados inicialmente, avaliando a curva de 

letalidade dos animais. Esses protocolos consistiram em dose única (4 horas antes 

ou 4 horas após a infecção) ou em administrações múltiplas (4 horas antes, 24 e 72 

horas após), 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 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Experimento 

de letalidade 

2) Animais tratados com IGIV anti-dengue 

(4 horas antes, 24 e 72 horas após a 

infecção): 
 

Grupo A. Animais (n=6) tratados apenas 

com veículo (água 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. 

1) Animais tratados com 300 mg/kg de 

IGIV anti-dengue: 
 

Grupo A. Animais (n=6) tratados apenas 

com veículo (água e glicina 0,3 M); 
 

Grupo B. animais (n=6) tratados com IGIV 

anti-dengue 4 horas antes da infecção; 
 

Grupo C. Animais (n=6) tratados com 

IGIV anti-dengue 4 após a infecção; 
 

Grupo D. Animais (n=6) tratados com 

IGIV anti-dengue 4 horas antes, 4 horas 

após e em administração múltipla (4 horas 

antes, 24 e 72 horas após a infecção). 

Experimento de letalidade 

Análise histológica após tratamento com 10 mg/Kg  

4 horas antes, 24 e 72 horas após infecção 

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

Grupo B. Animais (n=6) tratados apenas com o veículo (água 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. 

Análise 

histológica 
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6.3. Titulação do vírus Dengue 

 

Células Vero foram crescidas em meio RPMI com 5% de soro fetal bovino 

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

gentamicina (50ug/mL).  Em seguida tripsinizadas, homogeneizadas e implantadas 

em placa de seis poços a uma densidade de 1x106 células/poço. As placas foram 

incubadas em uma estufa a 37ºC por cerca de 24 horas, quando então seus poços 

apresentaram uma monocamada de células com uma confluência de 70% a 80%. As 

amostras de baço foram pesadas, maceradas com “cadinho” e pistilo de porcelana 

estéreis e diluídas seriadamente em meio RPMI com antibióticos na ausência de 

SFB. As amostras de sangue foram somente diluídas em meio RPMI. A cada poço 

de uma placa foi adicionado 400 µL de cada uma das diluições (10-2 a 10-7) de uma 

dada amostra. O controle de células correspondeu a um poço não-inoculado, ao 

qual foi acrescentado apenas o meio RPMI com antibióticos na ausência de SFB. 

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

(período de adsorção) durante o qual foram gentilmente movimentadas de quinze 

em quinze minutos para garantir uma distribuição homogênea das partículas virais 

sobre a monocamada de células. Terminado o período de adsorção, o meio foi 

retirado dos poços e desprezado, e as células lavadas com uma solução tampão de 

fosfato (“tampão fosfato – PBS”) (0.4 M NaCl e 10 mM de NaPO4). Em seguida, foi 

adicionado meio 199 contendo 1,5% de carboximetilcelulose, antibióticos e 3% de 

SFB. As placas foram incubadas a 37oC por 7 dias ou até que aparecessem os 

efeitos citopáticos observados ao microscópio invertido. As mesmas foram fixadas 

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

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

amostras, os quais foram expressos em PFU/mL (unidades formadoras de placas 

por mililitro). 

 

6.4. Determinação dos níveis de citocinas  

 

Para dosagem de citocinas, fragmentos de pulmão e baço, foram 

homogeneizados em PBS contendo inibidor de proteases (0,1 mM “fluoreto de 

fenilmetilsulfonil”, 0,1 mM “cloreto de benzetônio”, 10 mM “EDTA” e 20 KI aprotinina 

A) e 0,05% “Tween 20”, na proporção de 0,1 g de tecido para cada mL de solução; 

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, após 

centrifugação de 5.500 rpm, durante 10 minutos à 4ºC (Centrífuga BR4, Jouan, 

Winchester, VA, USA). O soro foi obtido a partir do sangue total (15 min à 37o C 

seguidos de 30 min à 4o C) por centrifugação a 10.000 rpm por 10 minutos e 

posteriormente armazenado à -20o C até análise posterior. 

As amostras de soro, pulmões e baço foram analisadas na diluição 1:2 em 

PBS contendo 0,1% de albumina bovina, ao passo que as amostras de fígado foram 

analisadas na diluição 1:5 como previamente padronizadas em  Costa e 

colaboradores (2012). 

Os níveis de IFN-γ, TNF-, IL-6, IL-10 e CXCL1 foram medidos no baço, soro 

e pulmões (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 poços (C96 MicroWell™ 

Plates, Nunc, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA ). Os anticorpos de 

captura foram diluídos em PBS, pH 7,4, sendo que a sensibilização ocorreu durante 

18 horas à 4º C. A reação foi bloqueada com PBS acrescido de 1 de albumina 

bovina (Sigma, Chemical Co., USA). As amostras, os padrões e o branco (albumina 

0,1%) adicionados ao poços e incubados por 18 hs. A reação foi detectada pela 

incubação com streptavidina conjugada com peroxidase (“HRP-Streptavidin 

Pharmingem” - 1:4000) e revelada com “OPD (o-fenilenodiamina dicloridrato” –

Sigma Aldrich, St Louis, USA). Após 30 minutos a reação foi interrompida com 

H2SO4. 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 quantificação do acúmulo de neutrófilos 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 -20ºC. Após o descongelamento, 1 g de tecido foi 

homogeneizado em 1,9 mL de tampão (pH 4,7) (0,1 M NaCl, 0,02 M NaPO4, 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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(Centrífuga. BR4, Jouan, Winchester, VA, USA). O precipitado foi submetido à lise 

hipotônica (15 mL de solução de NaCl  0,2% seguido de adição de igual volume de 

solução contendo NaCl 1,6% e glicose 5%, 30 s após ). 

Após nova centrifugação, o precipitado foi ressuspendido em tampão NaPO4 

0,05 M (pH 5,4) contendo brometo de “hexadeciltrimetilamônio (HTAB)” 0,5% e re-

homogeneizado. Alíquotas de 1 mL da suspensão foram transferidas para 

microtubos (Tubo 3810, Eppendorf do Brasil, São Paulo, SP Brasil) de 1,5 mL e 

submetidas a três ciclos de congelamento/descongelamento utilizando-se nitrogênio 

líquido. Essas amostras foram novamente centrifugadas por 15 minutos a 3000 g e 

os sobrenadantes coletados. As amostras dos tecidos foram diluídas previamente à 

análise em tampão NaPO4 0,05 M na razão 1:3 (fígado) 1:10 (pulmão) e 1:20 (baço). 

 A atividade da mieloperoxidase no precipitado ressuspendido foi calculada 

pela medida das alterações na densidade óptica (OD) a 450 nm utilizando 

“tetrametilbenzidina” (1,6 mM) e H2O2 (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. Quantificação dos níveis de plaquetas circulantes 

 

No momento do sacrifício, 10 μL do sangue dos animais NI e infectados foram 

coletados da veia cava inferior e colocados em tubos heparinizados. Este volume foi 

diluído na proporção de 1:100 em solução de oxalato de amônio 1%, o volume 

incubado por 20 minutos à temperatura ambiente e posteriormente 10 μL colocados 

na câmara de Neubauer Bright-Line (Optik Labor, Bad Homburg, Germany). Após 

nova incubação de 15 minutos, o número de plaquetas foi quantificado no 

microscópio óptico invertido (TCM 400 - LABOMED, Culver City, CA, USA) utilizando 

a objetiva de 40X.  
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6.7.  Análise do índice de hematócrito 

 

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

tubo capilar de vidro heparinizado para determinação de micro-hematócrito 

(Perfecta), o qual foi centrifugado em uma centrífuga de micro-hematócrito, rotação 

por 10 minutos (Centrifuge hematocrit HT).  Em seguida, foi realizada uma proporção 

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

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

 

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

 

                            Vermelho ----------------------------- X 

 

Os resultados foram expressos em percentagem e quanto maior o valor 

obtido, maior a concentração de hemácias no sangue, indicativo de aumento do 

extravasamento plasmático. 

 

6.8. Avaliação dos níveis das Transaminases Hepáticas 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 

obtenção do soro. A dosagem das transaminases hepáticas foi realizada através de 

teste colorimétrico utilizando sistemas reagentes específicos para cada uma delas. A 

transaminase ALT foi dosada pelo Kit K035 Bioclin (Quibasa, Belo Horizonte, Brasil). 

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

 

  6.9. Análise Histopatológica  

 

 No sétimo dia após a infecção, os animais foram sacrificados e o fígado dos 

animais coletados. Estes foram imersos em formol tamponado a 10% em PBS por 

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

das amostras. Para o processamento, os tecidos foram submetidos a subsequentes 

passagens em etanol em diferentes concentrações (80%, 90% e absoluto (2x) – 30 

minutos cada), xilol (2x – 20 minutos cada) e em parafina líquida (2x – 30 minutos 

cada) (Paraplast – Sigma, Deisenhofen, Germany). Esses tecidos foram incluídos 

em blocos de parafina. 
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Cortes de 5 micrótomos (µm) de espessura foram dispostos em lâminas de 

microscopia. Após essa fase, foram desparafinizados (xilol 20 minutos; álcool 

absoluto, 90%, 80% e 70% - 5 imersões; água). As lâminas foram coradas segundo 

a técnica de coloração de Hematoxilina de Harris (20 segundos) e Eosina (8 

segundos). Em seguida, houve a desidratação (álcool 70, 80, 90% e absoluto (2x) – 

5 imersões; xilol (2x) – 5 imersões) e montagem das lâminas com Bálsamo do 

Canadá sintético.  

 

6.10. Análise estatística 

 

Os resultados foram apresentados como média ± erro padrão médio (EPM). 

As diferenças entre as médias foram analisadas utilizando-se análise de variância 

(ANOVA) com pós-testes de Student-Newman-Keuls. Quando necessário foi 

utilizado o teste t de student. Diferenças entre as curvas de sobrevida foram 

calculadas usando o teste Log rank. Para a realização de todas as análises, 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 

preparação de IGIV anti-dengue, no modelo de infecção primária 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 avaliação da letalidade dos animais após a infecção 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 à 

infecção pelo DENV-3 adaptado.  

 

 

Figura 14. Efeito do tratamento com IVIG anti-dengue sobre a letalidade após a 

infecção primária 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 após ou  4 horas antes + 24 e 72 horas após a infecção i.p com 100 PFU/100μL 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 após a infecção i.p com 100 PFU/100μL do DENV-3. A 

letalidade foi verificada a cada 12 horas durante 14 dias. Resultados são expressos como 

% de sobrevida. dpi = dias após a infecção. i.p = intraperitoneal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) (B) 
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O protocolo de tratamento 4h antes, 24 e 72 horas após a infecção com um 

inóculo 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 

veículo. Em seguida, buscamos então investigar se o tratamento com diferentes 

doses (dentro da categoria de baixa terapia) resultaria em maior letalidade dos 

animais.  A Figura 14B mostra que não houve diferença 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 os animais 

tratados com a IGIV anti-dengue apresentaram maior letalidade após a infecção pelo 

DENV-3. Para isso, foi utilizado o protocolo de tratamento de 4 horas antes, 24 e 72 

horas após a infecção na dose de 10mg/kg de ambas as Imunoglobulinas (Kiovig e 

IGIV anti-dengue).  

A Figura 15 mostra que os animais tratados com IGIV anti-dengue 

apresentaram intensa alteração hematológica no sétimo dia após a infecção, 

demonstrado pelo aumento dos níveis de hematócrito e marcante queda no número 

de plaquetas circulantes (Fig. 15A e 15B, respectivamente).  

Os animais tratados com Kiovig apresentaram alterações hematológicas 

importantes muito similares às 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 níveis de alanina 

aminotransferase (ALT) (Fig. 15C), onde esse aumento foi condizente com a lesão 

hepática vista neste grupo (Fig. 16). Os painéis (D-F) mostram o intenso acúmulo de 

neutrófilos nos órgãos dos animais tratados com IGIV anti-dengue. 

Nos animais tratados com KIOVIG, os níveis de atividade da mieloperoxidase 

(MPO) foram semelhantes aos níveis verificados no grupo que recebeu apenas o 

veículo, exceto no fígado dos animais tratados com KIOVIG, que apresentaram 

níveis mais elevados (Fig 15D-F). 
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Figura 15. Efeito do tratamento com IVIG anti-dengue (DV) após a infecção primária 

com DENV-3 (100 PFU/100μL). 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 após a 

infecção. Após 7 dias de infecção, os animais foram sacrificados e o sangue, baço, fígado e 

pulmão coletados para as seguintes análises: (A) Índice de hematócrito, expresso em 

porcentagem (%). (B) Número de plaquetas no sangue expresso em número de plaquetas X 

103 μL de sangue. (C) Níveis da transaminase hepática ALT no soro, apresentados em U/mL 

de soro, (D-F) análise da atividade da MPO. Os resultados são apresentados como 

unidades relativas por 100mg de tecido. Resultados são expressos como media ± SEM. NI- 

não infectado. * para p< 0.05, quando comparado aos animais NI. # para p< 0.05, quando 

comparado ao grupo infectado com inóculo subletal. ## para p< 0.05, quando comparado ao 

grupo IVIG CT. 
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Figura 16. Análise histológica do tecido hepático após tratamento com a IVIG anti-

dengue (DV) em animais infectados com DENV-3 (100 PFU/100μL). 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 após a infecção. Após 7 dias de infecção, os animais foram 

sacrificados e o fígado foi coletado, processado e os cortes corados pela técnica de H&E 

para análise histopatológica. As figuras são representativas de um animal de cada grupo.  

NI- não infectado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Corroborando os dados de maior letalidade, assim como maior manifestação da 

doença, os animais tratados com a IGIV anti-dengue apresentaram elevados níveis de 

todas as citocinas avaliadas (IL-6, TNF-α, IFN-γ e IL-10) assim como da quimiocina 

CXCL-1. Já nos animais tratados com KIOVIG, os níveis dessas citocinas foram mais 

semelhantes às observadas nos animais que receberam o veículo, exceto para TNF-α 

que esteve mais aumentado nos animais que receberam a KIOVIG (Fig. 17). 

 Finalizando as análises, a carga viral no baço e no sangue dos camundongos 

tratados com a IGIV anti-denge, KIOVIG ou com o veículo foi realizada. A Figura 18 

mostra a elevada carga viral tanto no baço quanto no sangue dos animais tratados com 

a IGIV anti-dengue. No baço a diferença foi superior a 2 log, em relação aos animais 

tratados com o veículo. Os animais que receberam KIOVIG também apresentaram 

níveis muito elevados de carga viral em ambos os sítios analisados. Os valores nesse 

grupo foram similares aos encontrados nos animais tratados com a IGIV anti-dengue. 
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Figura 17. Concentração das citocinas após tratamento com IVIG anti-dengue (DV) em animais 

infectados com DENV-3 (100 PFU/100μL). 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 após a infecção. Após 7 dias de infecção, os animais foram sacrificados e o baço, pulmão e 

soro coletados para análise por ELISA da concentração das citocinas IL-6 (A), TNF-α (B e G) e IFN-γ 

(D e H), IL-10 (E) da quimiocina CXCL-1 (C e F). Houve aumento dos níveis de citocinas (IL-6, TNF-α, 

IFN-γ, IL-10) e da quimiocina CXCL-1). Os resultados são expressos por pg/100mg de tecido ou 

pg/mL de soro. NI = não infectado. i.p = intraperitoneal. ND = não-detectável. Todos os resultados são 

expressos como media ± SEM e são representativos de pelo menos 2 experimentos. * para p< 0.05, 

quando comparado aos animais NI. # para p< 0.05, quando comparado ao grupo infectado com 

inóculo subletal. ## para p< 0.05, quando comparado ao grupo KIOVIG (IVIG CT). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo 2 – Resultados  75 

 

GOUVEIA, F. L. 

Figura 18. Carga viral no baço e sangue após tratamento com IVIG anti-dengue (DV) 

ou KIOVIG (IVIG CT) em animais infectados com DENV-3 (100 PFU/100μL). 

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 após a infecção. 

Após 7 dias de infecção, os animais foram sacrificados e o baço e sangue coletados para  o 

ensaio de titulação viral. (A) carga viral no baço representada por log do PFU/g de baço e 

(B) viremia expressa por log de PFU/mL de sangue. i.p = intraperitoneal. ND = não-

detectável. Resultados expressos como mediana. * para p< 0.05, quando comparado com o 

grupo veículo. 
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8. DISCUSSÃO 

 

Uma das grandes limitações para a criação de modelos experimentais de 

dengue decorre da dificuldade de isolados do vírus 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 doença grave (FHD/SCD) vista em humanos. Esses modelos de infecção primária 

têm permitido o estudo de diversas moléculas bem como dos mecanismos de 

proteção e/ou doença associados à infecção pelo Dengue (ATRASHEUSKAYA  et 

al, 2003; SOUZA  et al, 2009; ASSUNÇÃO-MIRANDA  et al, 2010; GUABIRABA  et 

al, 2010; FAGUNDES et al, 2011; COSTA, 2012).  

 Estudos epidemiológicos sugerem fortemente que a maioria dos casos de 

dengue grave está relacionada a indivíduos que sofreram infecção secundária 

heteróloga ao sorotipo inicial ou é decorrente de crianças nascidas de mães imunes 

a um ou mais sorotipos do DENV. O fenômeno da ADE é considerado então 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 contribuição com a fisiopatologia da 

doença. Até o presente momento, apenas dois estudos foram publicados 

demonstrando a ocorrência desse fenômeno em camundongos in vivo (BALSITIS et 

al, 2010; ZELLWEGER et al, 2010).  

A administração passiva de anticorpos específicos tem se mostrado uma 

importante terapia no tratamento ou mesmo na modificação do curso de um grande 

número de infecções por diferentes Flavivirus, incluindo a infecção pelo vírus da 

Encefalite Japonesa (KURODA, YASUI, 1988; ROEHRIG, et al., 2001), pelo vírus da 

Encefalite de Murray Valley (KURODA, YASUI, 1988; BROOM et al., 2000), do vírus 

da encefalite de Saint Louis  (KURODA, YASUI, 1988; MATHEWS, ROEHRIG, 

1984), do vírus do Oeste do Nilo (BEN-NATHAN  et al., 2003), bem como do vírus da 

febre amarela cepa 17D (SCHLESINGER, BRANDRISS, WALSH, 1985). Entretanto, 

evidências a cerca dos efeitos do tratamento com pools de imunoglobulina humana 

na infecção por dengue são bastante escassas e controversas (RAJAPAKSE, 2009).  

Utilizando o modelo de infecção primária sistêmica pelo DENV-3 buscou-se 

verificar os efeitos do tratamento de baixa dose de uma IGIV específica. Os 

resultados são sugestivos de ocorrência do fenômeno ADE nos camundongos 
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tratados com IGIV anti-dengue. Esses animais apresentaram exacerbação de todos 

os parâmentros clínicos, bioquímicos e virológicos descritos anteriormente para os 

animais tratados com anticorpos específicos. De maneira interessante, os animais 

tratados com a IGIV anti-dengue também apresentaram níveis da citocina IL-10 

bastante aumentados. Assim como para o TNF-α, elevados níveis de IL-10 no soro 

de pacientes, também foram associados a manifestações mais graves da doença 

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 vírus Ross 

River, Mahalingam e Lidbury (2002) descreveram que a facilitação da infecção e 

principalmente o aumento da replicação viral nas células da linhagem fagocítica 

mononuclear não estavam apenas associados com os processos extrínsecos 

relacionados à adsorção do vírus, mas também com o aumento da produção de IL-

10 e consequente supressão de importantes mecanismos intracelulares 

relacionados com a produção de mediadores antivirais, como os IFNs do tipo I e o 

óxido nítrico. Mais recentemente, Chareonsirisuthigul, Kalayanarooj e Ubol (2007), 

descreveram esse mesmo perfil de subversão de mecanismos intracelulares, 

induzida por anticorpos, em células humanas da linhagem THP-1 frente à infecção 

pelo DENV-2. O tratamento com KIOVIG (Baxter International Inc, Deerfield, IL, 

USA) causou a exacerbação dos parâmetros hematológicos e da carga viral, 

semelhantes aos vistos nos animais que receberam a IGIV anti-dengue. Por se tratar 

de uma preparação importada, proveniente de área não endêmica para DENV, os 

títulos encontrados para os sorotipos do vírus dengue não foram significativos 

(tabela 2). Sendo assim, a exacerbação dos parâmetros observados, após 

tratamento com KIOVIG, deva-se, provavelmente, a existência de anticorpos para 

outros Flavivírus, a exemplo do Vírus do Oeste do Nilo, que estejam permitindo a 

ocorrência de fenômeno de ADE, de menor intensidade, nesses animais. 

A fim de alcançar um estado de imunidade frente à infecção por DENV e 

afastar a possibilidade de ocorrência de ADE foi produzida uma preparação 

intravenosa de fragmentos F(ab’)2 de IgG anti-dengue (seção 4.4). Estes fragmentos 

mantêm a capacidade de formar complexos antígeno-anticorpo, retendo assim o 

potencial de neutralização viral, entretanto, por serem desprovidos da porção Fc 

eliminam a possibilidade de ocorrência de ADE, fenômeno dependente desta 

porção. A avaliação da eficácia do uso dos fragmentos F(ab’)2, no modelo de 

infecção primária pelo DENV-3, ainda será conduzida. 
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9. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

9.1. Desenho do estudo experimental 

 

Este projeto experimental foi conduzido após aprovação do Comitê de Ética 

do Uso Animal (CEUA) do Centro de Biotecnologia e Terapia Celular (CBTC), 

Hospital São Rafael, Salvador – BA (número de protocolo 245/ 2009, protocolo de 

renovação). Trinta camundongos da linhagem C57BL/6, pesando entre 23 - 28 g, 

sexo feminino, foram obtidas do biotério central do Centro Multidisciplinar para 

Investigação Biológica na Área de Ciência em Animais de Laboratório (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). 

Não 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 15o 

dia pós infecção foi realizada leitura em microscópio óptico com a finalidade de 

acompanhamento da parasitemia. No 40o e 180o dias pós-infecção, todos os animais 

foram submetidos à avaliação funcional cardíaca, que consistiu na realização de 

eletrocardiograma, ecocardiograma e teste ergométrico. Após 9 meses da infecção, 

os animais do grupo imunoglobulina receberam dose de 1 mg/kg/dia da 

imunoglobulina humana polivalente (HEMOPE), diluída  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) 

diluída em salina durante 5 dias, também por via intraperitoneal. 

Três meses após o uso de imunoglobulina ou albumina, os animais dos 3 

grupos realizaram nova avaliação funcional cardíaca, sendo posteriormente 

sacrificados e submetidos à avaliação morfométrica e dosagem de citocinas (Figura 

19). 
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Figura 19. Desenho do estudo experimental. 

 
 

 

 

 

9.2. Animais 

 

Trinta camundongos fêmeas da linhagem C57BL/6 foram mantidos no biotério 

do CBTC (Centro de Biotecnologia e Terapia Celular) com água e comida ad libitum, 

sob condições ideais de temperatura e luminosidade. Todo o protocolo foi 

acompanhado por veterinário do biotério do CBTC, e as manipulações foram feitas 

de acordo com as normas de manipulação de animais do National Institutes of 

Health (NIH). 

 

9.3. Infecção de camundongos por T. cruzi 

 

Vinte camundongos fêmeas 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 avaliação da infecção aguda foi feita 

através da parasitemia periódica. Os níveis parasitêmicos dos camundongos 

infectados foram acompanhados a partir do 15o dia pós-infecção pela contagem em 



Capítulo 3 – Materiais e Métodos  81 

 

GOUVEIA, F. L. 

microscópio óptico dos parasitos presentes em 50 campos (magnitude de 400x) em 

uma lâmina contendo 5 μl de sangue periférico obtido da cauda do animal e coberto 

com uma lamínula 24 x 24 mm (MELO et al., 1978). 

 

9.4. Esquema de tratamento 

 

Visando explorar os efeitos imunomodulatórios da IgG, para esta fase do 

trabalho, foi utilizada a preparação de imunoglobulina polivalente humana produzida 

no HEMOPE, cuja produção foi descrita na seção 4.1.  

Dez camundongos chagásicos crônicos (com 9 meses de infecção) foram 

alocados no grupo imunoglobulina e receberam uma administração de 1 mg/kg/dia 

em salina durante 5 dias, por via intraperitoneal. Outros 10 camundongos com 

mesmo tempo de infecção receberam solução contendo 1 mg/kg/dia de albumina 

humana (Albumina Sérica Humana Normal à 20% - Baxter Bioscience) em salina 

durante 5 dias, também por via intraperitoneal. Os animais foram acompanhados 

durante este período para observar possíveis efeitos tóxicos dos tratamentos. 

 

9.5. Avaliação eletrocardiográfica (ECG) 

 

As análises do ECGs incluíram a mensuração da frequência cardíaca, além 

das medidas dos intervalos PR e QT corrigido e, a avaliação quanto à presença de 

distúrbios de condução e arritmias. A fim de minimizar as interferências 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 não apresentam a onda T separada do complexo 

QRS (BESTETTI et al., 1990), o intervalo QTc foi mensurado no lugar da duração do 

complexo de QRS. O intervalo de QT foi medido utilizando como referência o início 

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. 

Após a indução de anestesia utilizando o sistema de isofluorano (0,5 a 2%), 

foi iniciada a aquisição dos registros eletrocardiográficos. 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 biológicos 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. Avaliação funcional por ergometria 

 

Dentre os parâmetros que avaliam o grau de acometimento do coração na 

CCC, a tolerância ao esforço é o de maior significado. O teste ergoespirométrico é 

um exame importante na avaliação funcional cardíaca em geral. Quando 

comparados a indivíduos saudáveis, os pacientes cardiopatas habitualmente 

apresentam menor tempo de exercício e distância percorrida. 

Quanto aos parâmetros espirométricos, no início do exercício, observa-se que 

a produção de CO2 aumenta linearmente com o consumo de O2, mantendo uma 

relação VCO2/VO2 (também chamada de quociente respiratório) próxima de 1. Com 

a progressão do esforço, a produção de CO2 ultrapassa o consumo de O2, e começa 

a haver aumento do QR, que é 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 câmara 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 analógico-digital (ML 

820, PowerLAb, ADInstruments, Austrália). Os dados foram armazenados em 

computador para análise no programa Chart 5 for Windows – Metabolism for 

PowerLab System. 

Os animais foram colocados na esteira 20 minutos antes de iniciar o 

exercício. A velocidade inicial foi de 12 cm/s, com modificação do estágio a cada 5 

minutos, com incrementos na velocidade de 6 cm/s. Os testes foram realizados até 

os animais entrarem em exaustão, caracterizada pela permanência por 5 segundos 

ou mais na área de choque. Os parâmetros avaliados foram tempo de exercício, 

distância percorrida, velocidade final, estágio máximo alcançado, consumo de 

oxigênio, produção de dióxido de carbono, quociente respiratório e gasto energético. 

 

9.7. Avaliação funcional por ecocardiograma transtorácico 

 

O ecocardiograma transtorácico é um exame complementar de baixo custo, 

que fornece informações fundamentais sobre a função ventricular esquerda e direita, 

sistólica e diastólica, sobre os volumes e diâmetros das cavidades cardíacas, sobre 

o funcionamento das válvulas, dentre outras. Na CCC, em sua forma dilatada, 
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observa-se disfunção ventricular de grau variados, associada à dilatação de 

câmaras cardíacas, marcadamente do ventrículo esquerdo. 

Para aquisição das imagens foi utilizado equipamento desenhado para 

pequenos roedores, o Vevo da Visual Sonics (Toronto, Canadá), que dispõe de 

transdutor de 30 Mhz e propicia elevado detalhamento da anatomia cardíaca. Os 

exames foram gravados no disco rígido do próprio equipamento. 

Para a realização do estudo ecocardiográfico os animais foram anestesiados 

com isofluorano (0,5 a 2%) por via inalatória, sendo controlada a concentração do 

anestésico ofertado pela frequência cardíaca, que deveria manter-se acima de 350 

bpm (STYPMANN et al., 2007). Apesar de o anestésico deprimir a frequência 

cardíaca, a relação frequência cardíaca/fração de encurtamento mantém-se 

constante (ROTTMAN et al., 2007). Anestesiado, o animal foi colocado em decúbito 

dorsal em mesa móvel, facilitando a aquisição da imagem nas diferentes janelas 

acústicas, e aquecida a 37o C, com o intuito de evitar hipotermia. A avaliação 

ecocardiográfica transtorácica foi realizada utilizando como ferramentas os modos 

unidimensional (modo-M) e bidimensional, e o doppler pulsado. 

A função sistólica do ventrículo esquerdo (VE) foi avaliada utilizando as 

janelas paraesternal longitudinal, paraesternal transversal e paraesternal direita. O 

diâmetro ventricular foi mensurado em cinco ciclos cardíacos seguidos. 

 

9.8. Avaliações histológica e morfométrica 

 

Após eutanásia dos animais, os corações e fragmentos de músculo 

esquelético foram removidos e fixados em formalina 4%, para processamento 

histológico. Secções dos corações e dos músculos dos animais foram coradas por 

hematoxilina e eosina e analisadas por microscopia de campo claro, para a 

contagem de células inflamatórias, ou por tricrômio de Masson, para a avaliação do 

percentual de fibrose. 

As quantificações foram realizadas em cortes de coração inteiro depois de 

escaneamento das lâminas utilizando o sistema Aperio ScanScope (Aperio 

Technologies, Vista, CA). As imagens foram analisadas com o programa Image Pro 

Plus (versão 7.0, Media Cybernetics, San Diego, CA). 
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9.9. Avaliação por imunoflourescência 

 

As quantificações foram realizadas em cortes de coração inteiro depois do 

escaneamento das lâminas utilizando o sistema Aperio ScanScope (Aperio 

Technologies, Vista). Secções de 4 μm foram desparafinizadas (xilol 1 e 2 - 10 

minutos cada), reidratadas (álcool absoluto, álcool 90%, álcool 70%, álcool 30% e 

água destilada - 5 minutos cada) e submetidas a recuperação antigênica em tampão 

citrato (Zymed, San Francisco, CA) à temperatura controlada (95º - 98ºC) por 20 

minutos. Após esfriar, as lâminas foram lavadas em PBS, incubadas 10 minutos com 

background blocker (Diagnostic BioSystems, Pleasonton, CA) para bloqueio das 

ligações inespecíficas e incubadas com anti-IgG humana conjugada com Alexa Fluor 

488 (1:200, Molecular Probes, MD, USA) por 12 h a 4º C. Posteriormente, as 

lâminas foram lavadas com PBS Tween 20 0,05%, contracoradas com azul de 

Evans 0,001% (10 minutos) e lavadas com PBS. As lâminas foram montadas com 

lamínulas de vidro utilizando-se o meio de montagem Vectashield (Vector 

Laboratories, Inc., Burligame, CA) contendo DAPI (4'-6-diamidino-2-fenilindol) para 

marcação dos núcleos. As imagens foram obtidas em microscópio confocal Fluoview 

1000 (FV 1000, Olympus, Japão). 

 

9.10. Avaliação das concentrações 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 instruções do fabricante. 

Foram analisadas as seguintes citocinas: IL-1α, IL-1β, 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-γ, KC, MIP-1 α, 

MIP-1 β, MCP-1, RANTES e TNF-α. 

As amostras de soro, diluídas 1:4, assim como as citocinas recombinantes, 

foram incubadas com microesferas fluorescentes ligadas a anticorpos, e depois com 

o anticorpo de detecção conjugado com biotina, seguido de incubação com 

estreptavidina-ficoeritrina. As microesferas foram contadas no Sistema Bio-Plex 200 

(Bio-Rad, Richmond, CA), sendo os dados analisados com auxílio do software Bio-

Plex Manager. 

 



Capítulo 3 – Materiais e Métodos  85 

 

GOUVEIA, F. L. 

Foram mensuradas as concentracões de TNF-α, IFN-γ e IL-10 em extrato de 

coração. As proteínas do coração foram extraídas de 100 mg de tecido/mL em 

solução salina e adicionados 0,4 mmol/L de cloreto de sódio, 0,05% Tween 20, e 

inibidores da protease (0,1 mmol/L de fenilmetilsulfonilfluoride, 0,1 mmol/L cloreto de 

benzetônio, 10 mmol/L de ácido etilenodiaminotetracético e 20-KI A/100 aprotinina 

mL). Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 10 min a 3000 g, com 

manutenção dos sobrenadantes congelados a 70o C. As concentrações de citocinas 

no extrato foram estimadas usando kits de ensaio imunoenzimático TNF-α, IFN-γ e 

IL-10 (R & D Systems), de acordo com as instruções do fabricante. A reação foi 

revelada após incubação com conjugado de estreptavidina-peroxidase, seguido por 

detecção utilizando 3,3’ 5,5’ - tetrametilbenzidina e da leitura em 450 nm. 

 

9.11. Análise estatística 

 

As variáveis eletrocardiográficas (IPR, QTc e FC) foram comparadas pelo 

one-way ANOVA com pós-teste Tukey nos grupos controle, albumina e 

imunoglobulina. O teste de Fisher foi utilizado para comparar a frequência da 

arritmia entre os animais tratados e não tratados com imunoglubulina. Variáveis 

ecocardiográficas avaliadas sequencialmente no mesmo animal foram comparadas 

entre os grupos por ANOVA de medidas repetidas (repeated measures) com o pós-

teste Tukey nas avaliações ecocardiográficas. O teste t de student não pareado foi 

utilizado na ergometria, ecocardiografia e histopatologia para comparar os animais 

crônicos com os controles não infectados de mesma idade e, para comparar os 

animais chagásicos crônicos dos dois grupos. A avaliação das citocinas foi feita 

através do teste ANOVA seguido de teste de comparações múltiplas de Neuwan-

Keuls. Os resultados foram considerados significantes quando p <0,05. Os dados 

obtidos foram avaliados considerando distribuição paramétrica com o auxílio dos 

programas Graphpad Prism 5 (2007) e BioCalc. 

 

 

 

 

 

 



Capítulo 3 – Resultados  86 

 

GOUVEIA, F. L. 

10. RESULTADOS 

 

10.1. Caracterização do modelo de cardiomiopatia chagásica crônica 

 

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 pós-infecção, tendo sido 

observado o pico de parasitemia por volta do 30º dia (Figura 20). 

 

Figura 20. Avaliação da infecção aguda, pela cepa Colombiana de T. cruzi, através 

da análise da parasitemia. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

10.1.1. Avaliações eletrocardiográficas 
 

Para esta análise foram utilizados os dados eletrocardiográficos dos animais 

cujos traçados permitiram avaliação dos intervalos medidos. Avaliada de forma 

isolada a frequência cardíaca (FC), entre os animais não infectados (n=9) e 

chagásicos (n=19), não observamos diferença com significância estatística, com FC: 

421,3 ± 14,53 bpm no grupo não infectado e FC: 420,7 ± 11,55 bpm nos animais 

chagásicos (IC 95%: -39,71 - 0,41; p = 0,97) (Figura 21). 
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Figura 21. Avaliação da frequência cardíaca em animais não infectados e chagásicos 

crônicos. Resultados são expressos como a média ± SEM de 9 animais não infectados e 

19 animais chagásicos crônicos (6 meses pós-infecção). 

 

 

 

 

 

 

 

 

O prolongamento do intervalo PR, que indica o retardo na condução entre os 

átrios e os ventrículos, não foi observado nos animais chagásicos crônicos, que 

tiveram duração do intervalo PR maior do que os animais não-infectados (73,53 ± 

5,34 ms × 58,56 ± 16,37 ms; IC 95%= -32,93 - -2,98; p=0,098), porém sem atingir 

significância estatística (Figura 22A). Não houve diferença entre os animais dos dois 

grupos quanto à duração do intervalo QTc (29,84± 2,34 ms × 28,5± 3,11 ms; IC 

95%= -9,43-6,74; p=0,73) (Figura 22B). 

 

 

Figura 22. Avaliação dos intervalos eletrocardiográficos em animais não infectados e 

chagásicos crônicos. Duração do intervalo PR (A) e do intervalo QTc (B) nos 

camundongos não-infectados e chagásicos (6 meses pós-infecção). Resultados expressos 

como a média + SEM de 9 dos animais não infectados e 19 animais dos animais 

chagásicos. 
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Os animais não-infectados (n=9) não apresentaram arritmias cardíacas as 

quais foram observadas nos animais chagásicos crônicos. Dos 19 animais 

infectados crônicos 3 evoluíram para ritmo de BAVT e 5 evoluíram com diversas 

bradiarritimias (Figuras 23 e 24). 

 

Figura 23. Traçados eletrocardiográficos. (A) ECG de camundongo não-infectado. 

Observam-se todos os complexos QRS precedidos por onda P, com intervalo PR normal. 

(B) ECG de camundongo chagásico, com evidência de BAV de 2o grau Mobitz tipo II. Os 

intervalos PRs são constantes, com presença de uma onda P bloqueada (*), não seguida de 

QRS. (C) ECG de camundongo chagásico, com evidência de BAV de 3o grau, no qual onda 

P (**) e QRS não se correlacionam; os átrios e os ventrículos estão dissociados. (D) ECG de 

camundongo chagásico, com evidência de ritmo juncional, no qual se observa onda P (***) 

retrógrada, localizada após o QRS. 
 

 

 
 

Figura 24. Avaliação de arritmias entre animais não-infectados e chagásicos crônicos. 

Percentual de arritmias (A) e BAVT (B) nos camundongos não-infectados e em chagásicos 

crônicos (6 meses). Resultados expressos em percentuais de 9 dos animais não infectados 

e 19 animais dos animais chagásicos. * p < 0,05. 
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10.1.2. Avaliações ergométricas e respirométricas 
 

Para esta análise foram utilizados os dados eletrocardiográficos e 

respirométricos dos animais cujos traçados permitiram avaliação acurada dos 

intervalos medidos. O tempo de exercício (2.577 ± 117,3 s × 1.688 ± 83,95 s; IC 

95%: 587,1-1.190; p = <0,0001), a distância percorrida (730,4 ± 59,19 m × 348,6 ± 

25,73 m; IC95%: 269,7-493,8; p = <0,0001), o estágio alcançado (8,8 ± 0,25 × 6,18 ± 

0,28; IC95%:1,69-3,55; p = <0,0001) e a velocidade final atingida (52,8 ± 1,50 cm/s × 

37,09 ± 1,70 cm/s; IC95%:10,12-21,3; p = <0,0001) foram maiores entre os animais 

não-infectados, quando comparados aos animais chagásicos (Figura 25). 

 

 

Figura 25. Avaliação dos dados ergométricos em animais não-infectados e 

chagásicos crônicos (6 meses pós-infecção). (A) Tempo de exercício. (B) Distância 

percorrida. (C) Velocidade final alcançada. (D) Estágio máximo atingido. Resultados 

expressos em média ± SEM de 9 dos animais não infectados e 19 animais dos animais 

chagásicos. *** p < 0,0001. 
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Os animais não infectados e chagásicos tiveram um aumento nos valores de 

VO2, VCO2 e gasto energético com a progressão do esforço, com significância 

estatística, porém não foi detectada diferença entre os dois grupos nestes 

parâmetros. Os valores de QR, tanto em repouso quanto no pico do esforço, foram 

maiores nos animais chagásicos que tiveram uma discreta queda no QR no pico do 

esforço, o que não ocorreu nos animais não-infectados (Figura 26). 

 

 

Figura 26. Avaliação dos dados respirométricos em animais não-infectados e 

chagásicos crônicos. (A) VO2. (B) VCO2. (C) Gasto energético. (D) Quociente respiratório. 

Resultados expressos em média ± SEM de 8 dos animais não infectados e 18 animais dos 

animais chagásicos. * p < 0,05. ** p < 0,001. *** p < 0,0001. 
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10.1.3. Avaliações ecocardiográficas 
 

Para esta análise foram utilizados os dados ecocardiográficos dos animais 

cujos traçados permitiram avaliação acurada dos intervalos medidos. Não foram 

observadas diferenças estatisticamente significantes entre o grupo de camundongos 

não-infectados e o de chagásicos crônicos, quando avaliados fração de ejeção 

(63,89 ± 3,68 % × 66,5 ± 3,39 %; IC95%:-14,33-9,11; p=0,64), diâmetro diastólico 

(3,27 ± 0,07 mm × 3,05 ± 0,07 mm; IC95%:-0,02-0,44; p=0,07) e diâmetro sistólico 

(2,32 ± 0,10 mm × 1,94 ± 0,08 mm; IC95%: 0,09-0,65; p=0,06) do ventrículo 

esquerdo (Figura 27), evidenciando que neste modelo os animais não evoluem com 

dilatação ventricular e disfunção sistólica. 

 

 

Figura 27. Avaliação dos parâmetros ecocardiográficos em animais não-infectados e 

chagásicos crônicos. Diâmetros sistólico (A) e diastólico (B) finais do ventrículo esquerdo. 

(C) Fração de ejeção. Resultados expressos em média ± SEM de 8 dos animais não 

infectados e 18 animais dos animais chagásicos. 
 

 

 

 

 
 

10.2. Avaliação dos efeitos da terapia com imunoglobulina 

 

Os animais chagásicos 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 óbitos, sendo 01 em cada grupo, assim, restando 18 

animais para serem avaliados. As avaliações cardiológicas foram repetidas nos 18 

animais chagásicos após 120 dias da infusão de albumina ou imunoglobulina 

(Figura 28). 
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Figura 28. Sobrevida dos animais não-infectados e chagásicos crônicos do grupo 

albumina e do grupo imunoglobulina. Resultados expressos em média ± SEM de 8 dos 

animais não infectados e 18 animais dos animais chagásicos. 
 

 

 

 

10.2.1. Avaliações de função cardíaca 
 

10.2.1.1. Resultados eletrocardiográficos 
 

Para esta análise foram utilizados os dados ecocardiográficos dos animais 

cujos traçados permitiram avaliação acurada dos intervalos medidos. À avaliação da 

frequência cardíaca, entre os animais chagásicos tratados com albumina e 

imunoglobulina (Figura 12), não foi observado diferença com significância estatística 

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. Avaliação da frequência cardíaca em animais chagásicos crônicos 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, não houve diferença com significância estatística, quando avaliado 

o intervalo PR, entre os animais chagásicos tratados com albumina, quando 

comparados entre si (72,3 ± 3,26 ms × 81,5 ± 8,84 ms; IC95%:-27,31-9,55; p=0,31), 

ou no grupo imunoglobulina no pré e pós tratamento (74,3 ± 9,97 ms × 63,6 ± 4,70 

ms; IC95%:-29,4-50,77; p=0,56). Entretanto, houve influência da terapia com 

imunoglobulina no prolongamento do intervalo QTc, quando avaliado este grupo nas 

fases pré e pós-tratamento (25,8 ± 2,76 ms × 38,0 ± 4,08 ms; IC95%:-22,5- -1,84; 

p=0,02) (Figura 30). 

 

 

Figura 30. Avaliação dos intervalos eletrocardiográficos em animais chagásicos 

crônicos tratados com albumina ou com imunoglobulina. Duração do intervalo PR (A) e 

do intervalo QTc (B) nos camundongos chagásicos tratados com albumina ou com 

imunoglobulina nas fases pré- (6 m.p.i) e pós-tratamento (8 m.p.i). Resultados expressos em 

média ± SEM de 8 dos animais grupo albumina e 9 animais do grupo imunoglobulina. 

 

 

 

 

No grupo albumina, dos 09 camundongos analisados, 07 inicialmente 

encontravam-se em ritmo sinusal e 2 animais em BAVT. Após o 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 progressão de doença arrítmica (Figura 30). 
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No grupo imunoglobulina, dos 09 animais analisados, 06 inicialmente 

encontravam-se em ritmo sinusal, 02 animais em BAV 2o grau Mobitz II e, 1 em 

BAVT. Após o uso de imunoglobulina apenas 01 animal manteve-se em ritmo 

sinusal, sendo observada a progressão da doença arrítmica nos 08 animais 

restantes que progrediram para ritmo de BAVT (Figura 31). 

 

 

Figura 31. Traçados eletrocardiográficos de animais chagásicos crônicos. ECG de 

camundongo albumina pré-tratamento, em ritmo sinusal (A) e pós-tratamento, em BAVT (B). 

ECG de camundongo imunoglobulina pré-tratamento, em ritmo sinusal (C) e pós-tratamento, 

em BAVT (D). 

 

 

 

 

 

As diferenças entre os percentuais de arritmias em geral e de BAVT foram 

significativas quando comparados os grupos tratado com albumina ou com 

imunoglobulina (Figura 32). 
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Figura 32. Avaliação de arritmias em animais chagásicos crônicos tratados com 

albumina ou com imunoglobulina nas diferentes fases do tratamento. Percentual de 

arritmias (A) e BAVT (B) nos camundongos chagásicos nas fases pré- (6 m.p.i) e pós-

tratamento (8 m.p.i). Resultados expressos em média ± SEM de 8 dos animais grupo 

albumina e 9 animais do grupo imunoglobulina. 

 

 

 

 

10.2.1.2. Resultados da avaliação funcional ergométrica e respirométrica 
 

Para esta análise foram utilizados os dados dos animais cujos traçados 

permitiram avaliação acurada dos intervalos medidos. Quando considerados os 

parâmetros de tempo de exercício, distância percorrida, velocidade final e estágio 

máximo alcançado, observamos uma diferença com significância estatística entre os 

animais chagásicos dos dois grupos, com importante agravamento funcional nos 

animais tratados com imunoglobulina (Figura 33). 

Nos animais tratados com imunoglobulina observamos uma redução 

significativa do tempo de exercício (1774 ± 91,06 s × 1096 ± 156,1 s; IC95%: 315,8-

1040; p < 0,001), distância percorrida (378,3 ± 34,0 m × 175,9 ± 37,0 m; IC95%: 

97,34-307,3; p < 0,001), velocidade final alcançada (38,5 ± 2,01 cm/s × 25,2 ± 2,80 

cm/s; IC95%: 6,26-20,34; p < 0,001) e estágio final (6,41 ± 0,33 × 4,20 ± 0,46; 

IC95%:1,04-3,39; p < 0,001) quando comparamos pré- e pós-uso da terapia com 

imunoglobulina humana. Entretanto, não evidenciamos uma redução significativa 

dos parâmetros acima mencionados (tempo de exercício, velocidade final e do 

estágio máximo alcançado) no grupo albumina. 
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Figura 33. Avaliação dos dados ergométricos em animais chagásicos crônicos 

tratados com albumina ou com imunoglobulina. (A) Tempo de exercício. (B) Distância 

percorrida. (C) Velocidade final alcançada. (D) Estágio máximo 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 redução do VO2 no pico do esforço 

(5981 ± 185,2 ml/Kg/h × 4479 ± 436,7 ml/Kg/h; IC95%:403,9-2600; p<0,05), com 

significância estatística, não sendo observado alterações no grupo albumina (Figura 

34). 

 

 

Figura 34. Avaliação de VO2 e VCO2 em animais chagásicos crônicos tratados com 

albumina ou imunoglobulina. VO2 de repouso (A) e de pico do esforço (B). VCO2 de 

repouso (C) e de pico do esforço (D). Resultados expressos em média ± SEM de 8 dos 

animais grupo albumina e 9 animais do grupo imunoglobulina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
 

Quanto à produção de dióxido de carbono pôde-se observar queda acentuada 

no VCO2 em repouso no grupo albumina, não sendo evidenciadas alterações 

significativas no grupo tratado com imunoglobulina (Figura 34). 
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Os animais de ambos os grupos apresentaram gasto energético similar em 

repouso, porém com piora do gasto energético no pico do esforço no grupo tratado 

com imunoglobulina (715,3 ± 23,2 Kcal × 532,1 ± 40,8 Kcal; IC95%: 76,3-290; p < 

0,001), não sendo evidenciadas variações no grupo albumina. Observou-se ainda 

queda do quociente respiratório nos dois grupos, sem significância estatística no 

pico do esforço (Figura 35). 

 
 

Figura 35. Avaliação de gasto energético e quociente respiratório em animais 

chagásicos crônicos tratados com albumina ou imunoglobulina. Gasto energético em 

repouso (A) e no pico do esforço (B). Quociente respiratório em repouso (C) e no pico do 

esforço (D). Resultados expressos em média ± SEM de 8 dos animais grupo albumina e 9 

animais do grupo imunoglobulina. 
 

 

 

10.2.1.3. Resultados ecocardiográficos 
 

Foi evidenciada uma queda da fração de ejeção mensurada ao 

ecocardiograma em ambos os grupos, porém com significância estatística apenas 

no grupo albumina (66,6 ± 2,65 % × 54,5 ± 2,54 %; IC95%: 4,27-19,89; p < 0,01) 

(Figura 36). 
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Figura 36. Avaliação da fração de ejeção mensurada pelo ecocardiograma em animais 

chagásicos crônicos tratados com albumina ou imunoglobulina. Resultados expressos 

em média ± SEM de 8 dos animais grupo albumina e 9 animais do grupo imunoglobulina. 
 

 

 

Quando da avaliação dos diâmetros sistólico e diastólico final do ventrículo 

esquerdo não observamos alterações no grupo imunoglobulina, porém ganho 

significativo desses volumes no grupo albumina (Figura 37). 

 

Figura 37. Avaliação dos diâmetros sistólico e diastólico final do VE mensurados pelo 

ecocardiograma em animais chagásicos crônicos 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. Avaliações histológicas e morfológicas 
 

Secções de corações de camundongos chagásicos crônicos apresentaram 

alterações histológicas características da cardiomiopatia chagásica crônica (Figura 

38), com evidência de infiltrados inflamatórios focais e disseminados compostos 

predominantemente por células mononucleares, miocitólise, mionecrose e fibrose. 

Na figura 38A, um corte de coração normal, com coloração por hematoxilina e 

eosina, mostra fibras cardíacas sem alterações morfológicas e/ou inflamatórias. A 

figura 38B mostra corte de coração de animal chagásico crônico, tratado com 

albumina humana, com coloração por hematoxilina e eosina, evidenciando intenso 

infiltrado inflamatório multifocal produzido por células mononucleares, 

frequentemente aderidas a fibras cardíacas, produzindo lesões miocitolíticas nas 

mesmas. Na figura 38C, observa-se corte de coração chagásico crônico tratado 

com albumina, com coloração por tricrômio de Masson, evidenciando aumento de 

deposição de colágeno no interstício das fibras cardíacas. 
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Figura 38. Histologia de secções 

de coração de camundongos 

sacrificados dois meses após 

terapia com albumina.  

(A), Corte de coração normal, 

coloração pela H&E, mostrando 

fibras cardíacas sem alterações 

morfológicas e ou inflamatórias. 

Aumento de 60x. 

(B), Corte de coração de animal 

chagásico crônico, tratado com 

albumina humana, coloração pela 

H&E, mostrando intenso infiltrado 

inflamatório por células 

mononucleares, frequentemente 

aderidas a fibras cardíacas, 

produzindo lesões miocitolíticas. 

Aumento de 60x. 

(C), Corte de coração de animal 

chagásico crônico, tratado com 

albumina humana, coloração por 

tricômio de Masson, mostrando 

em azul, a proliferação colágena 

no interstício de fibras cardíacas. 

Aumento de 20x. 
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Figura 39. Histologia de secções 

de coração de camundongos 

sacrificados dois meses após 

terapia com imunoglobulina.  

(A), Corte de coração de animal 

chagásico crônico, tratado com 

imunoglobulina humana, 

coloração pela H&E, mostrando 

intenso infiltrado inflamatório focal 

intenso e agressivo por células 

mononucleares, produzindo 

lesões miocitolíticas em células 

cardíacas. Aumento de 60x. 

(B), Corte de coração de animal 

chagásico crônico, tratado com 

imunoglobulina humana, 

coloração pela H&E, mostrando 

intenso infiltrado inflamatório focal 

intenso e agressivo por células 

mononucleares, produzindo 

destruição e amputação de uma 

fibra cardíaca. Aumento de 100x. 

(C), Corte de coração de animal 

chagásico crônico, tratado com 

imunoglubulina humana, 

coloração por tricômio de Masson, 

mostrando em azul, fibrose difusa 

em área com cardite multifocal, 

por células mononucleares. 

Aumento de 20x. 
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Ao avaliar por morfometria a inflamação e fibrose de forma comparativa, entre 

os dois grupos de animais chagásicos, observamos uma redução tanto de fibrose e 

inflamação nos animais tratados com imunoglobulina. Ocorreu uma redução 

substancial da área de fibrose nos animais chagásicos tratados com imunoglobulina 

comparados aos tratados com albumina (3,56 ± 0,11% × 8,032 ± 1,09%; IC 95%: 

2,24-6,69; p= <0,001) com significância estatística. Avaliando isoladamente 

inflamação, também observamos uma redução significativa na comparação dos dois 

grupos (11.039 ± 569,3 células/mm2 × 18.410 ± 20303 células/mm2; IC95%:2902-

11840; p=<0,001) (Figura 40). 

 

Figura 40. Avaliação morfométrica de secções de corações de animais não-infectados 

e chagásicos tratados com albumina ou com imunoglobulina. (A) Número de células 

inflamatórias por mm2 quantificado em secções coradas com H&E. (B) Percentual de fibrose 

quantificado em secções coradas com tricrômio de Masson. Resultados expressos em 

média ± SEM de 8 dos animais grupo albumina e 9 animais do grupo imunoglobulina. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

A avaliação histopatológica no coração dos animais tratados com 

imunoglobulina caracteriza-se por processo inflamatório, focal e agressivo em fibras 

cardíacas com achado frequente de vasos com arterite por células mononucleares, 

muitos apresentando substância hialina acidófila depositada na íntima, e em outros 

casos pode ser visto a obliteração completa dos vasos por trombose. Vários vasos 

com alterações foram encontrados na junção atrioventricular. Em contrapartida, a 

análise histopatológica do coração dos animais do grupo albumina, evidenciou 

inflamação multifocal, não sendo observada arterite exuberante, nem depósito de 

substância acidófila nos vasos (Figura 41). 
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Observou-se intensa inflamação dos plexos nervosos intracardíacos, com 

grande destruição dos plexos neuronais intracardíacos, com grande destruição dos 

neurônios no grupo imunoglobulina, fato pouco evidente no grupo albumina (Figura 

42- 43). 

Além do coração, foi realizada a avaliação histopatológica de músculo 

esquelético. Tanto os animais chagásicos tratados com albumina quanto com 

imunoglobulina apresentaram inflamação acentuada no músculo esquelético, 

caracterizando uma miosite intensa observada na fase crônica da doença (Figura 

44). Na figura 44A, observa-se corte de músculo esquelético de animal chagásico 

crônico, tratado com albumina humana, mostrando intenso infiltrado inflamatório por 

células mononucleares, frequentemente aderidas, produzindo destruição de fibras 

musculares. A figura 44B mostra corte de músculo esquelético de animal chagásico 

crônico, tratado com imunoglobulina humana, mostrando intenso infiltrado 

inflamatório por células mononucleares, frequentemente aderidas, produzindo 

destruição de fibras musculares. Observa-se predomínio de arterite obliterante, com 

depósito de substância hialina acidófila na camada íntima. Já nas figuras 45 e 46 

são observados depósitos de IgG em secções de coração dos camundongos, após 

tratamento com albumina e imunoglobulina. 
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Figura 41. Histologia de secções de coração de camundongos sacrificados dois 

meses após terapia com albumina e imunoglobulina. (A), Corte de coração de animal 

chagásico crônico, tratado com albumina humana, coloração pela H&E, mostrando infiltrado 

inflamatório por células mononuleares, multifocal. O corte foi realizado na junção 

atrioventricular, mostrando uma arteríola sem arterite, pérvia, e com espessamento da 

camada média. Aumento de 10x. (B), Corte de coração de animal chagásico crônico, tratado 

com albumina humana, coloração pela H&E, mostrando infiltrado inflamatório por células 

mononuleares, com arteríola pérvia, com discreto espessamento da camada média. 

Aumento de 40x. (C), Corte de coração de animal chagásico crônico, tratado com 

imunoglobulina humana, coloração pela H&E, mostrando intensa arterite, com deposição de 

substância hialina acidófila na camada íntima, produzindo semi-oclusão da arteríola 

localizada na junção atrioventricular. Aumento de 10x. (D), Corte de coração de animal 

chagásico crônico, tratado com imunoglobulina humana, coloração pela H&E, mostrando 

intensa arterite, com deposição de substância hialina acidófila na camada íntima, produzindo 

semi-oclusão da arteríola. Aumento de 60x. 
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Figura 42. Histologia de secções de coração de camundongos sacrificados dois 

meses após terapia com albumina. (A), Corte de coração de animal chagásico crônico, 

tratado com albumina humana, mostrando plexo neuronal intracardíaco, com aspecto 

morfológico normal, sem alterações neuronais. (B), Corte de coração de animal chagásico 

crônico, tratado com albumina humana, mostrando pequeno plexo neuronal intracardíaco, 

com discreta inflamação por células mononucleares. Secções coradas com H&E. Aumento 

de 100x. 
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Figura 43. Histologia de secções 

de coração de camundongos 

sacrificados dois meses após 

terapia com imunoglobulina.  

(A), Corte de coração de animal 

chagásico crônico, tratado com 

imunoglobulina humana, 

coloração pela H&E, mostrando 

gânglio neuronal intracardíaco, 

com intenso infiltrado inflamatório 

circunjacente por células 

mononucleares. Aumento de 20x. 

(B), Corte de coração de animal 

chagásico crônico, tratado com 

imunoglobulina humana, 

coloração pela H&E, mostrando 

gânglio neuronal intracardíaco, 

com intenso infiltrado inflamatório 

circunjacente por células 

mononucleares. Aumento de 60x. 

(C), Corte de coração de animal 

chagásico crônico, tratado com 

imunoglubulina humana, 

coloração por tricômio de Masson, 

mostrando gânglio neuronal 

intracardíaco, com intensa fibrose 

e destruição neuronal. Aumento 

de 60x. 
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Figura 44. Histologia de secções de músculo esquelético de camundongos 

sacrificados dois meses após terapia com albumina ou imunoglobulina. (A), Corte de 

músculo esquelético de animal chagásico crônico, tratado com albumina humana, 

mostrando intenso infiltrado inflamatório por células mononucleares, frequentemente 

aderidas, produzindo destruição de fibras musculares. (B), Corte de músculo esquelético de 

animal chagásico crônico, tratado com imunoglobulina humana, mostrando intenso inf iltrado 

inflamatório por células mononucleares, frequentemente aderidas, produzindo destruição de 

fibras musculares. Observa-se predomínio de arterite obliterante, com depósito de 

substância hialina acidófila na camada íntima. Secções coradas com H&E. Aumento de 20x. 
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Figura 45. Imunofluorescência de secções de coração de camundongos sacrificados 

dois meses após terapia com albumina. (A), Corte de coração de animal chagásico 

crônico, tratado com imunoglobulina humana, mostrando pequena arteríola com depósito de 

IgG no lúmen. O depósito de IgG (em verde) foi marcado através de anticorpo anti-IgG 

humana com AlexaFlúor 488. O coração foi contra-corado com azul de Evans. Aumento de 

60x. (B), Corte de coração de animal chagásico crônico, tratado com albumina humana, 

mostrando uma arteríola com vasculite de pequena intensidade, sem depósito de IgG no 

lúmen. O coração foi contra-corado com azul de Evans. Aumento de 60x. 
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Figura 46. Imunofluorescência 

de secções de corações de 

camundongos sacrificados dois 

meses após terapia com 

imunoglobulina.  

(A), Fibra cardíaca em animal 

chagásico crônico, tratado com 

imunoglobulina humana, 

mostrando depósito de IgG 

através de anticorpo anti-IgG 

humana marcado com AlexaFlúor 

488. Aumento de 60x. 

(B), Corte de coração em animal 

chagásico crônico, tratado com 

imunoglobulina humana, 

mostrando um vaso com arterite 

obliterante, o depósito de IgG (em 

verde) foi marcado através de 

anticorpo anti-IgG humana com 

AlexaFlúor 488. Em fibras 

cardíacas podem ser 

evidenciados alguns depósitos de 

IgG. O coração foi contra-corado 

com azul de Evans. Aumento de 

60x. 

(C), Corte de coração em animal 

chagásico crônico, tratado com 

imunoglobulina humana, 

mostrando uma arteríola com 

trombo de IgG e células. O 

depósito de IgG (em verde) foi 

marcado através de anticorpo 

anti-IgG humana com AlexaFlúor 

488. O coração foi contra-corado 

com azul de Evans. Aumento de 

60x. 
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10.2.4. Avaliação da produção de citocinas 
 

Foi avaliado um painel de citocinas no soro de animais não-infectados, 

chagásicos tratados com albumina e imunoglobulina, sacrificados dois meses após o 

início do tratamento. As concentrações de 22 citocinas foram determinadas usando 

a plataforma Luminex (Figuras 47-49). 

De um modo geral, houve um aumento ou tendência de elevação da maioria 

das citocinas quando comparadas as concentrações no soro de animais normais e 

chagásicos controles. As seguintes citocinas apresentaram-se significativamente 

aumentadas no grupo chagásico controle (tratado com albumina): IL-1β, IL-5, IL-10, 

IL-17 e RANTES. 

Quando os resultados dos grupos chagásicos tratados com albumina ou com 

imunoglobulina foram comparados, observamos uma elevação estatisticamente 

significativa em várias citocinas (IL-2, IL-3, IL-9, IL-12p40, IL-13, G-CSF, GM-CSF, 

IFNγ, MIP1α, KC, MCP-1, eotaxina) no grupo tratado com imunoglobulina em 

relação ao grupo chagásico tratado com albumina. 

Foi realizada também a avaliação dos níveis de IFNγ, TNFα e IL-10 no tecido 

cardíaco. Extratos de corações de camundongos chagásicos crônicos tratados com 

albumina ou com imunoglobulina humana apresentaram níveis similares dessas três 

citocinas (Figura 50). 
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Figura 47. Concentrações séricos de IL-1α (A), IL-1β (B), IL-2 (C), IL-3 (D), IL-5 (E), IL-6 

(F), IL-9 (G) e IL-10 (H). Soros de animais não-infectados, chagásicos 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. Concentrações séricas de IL-12p40 (A), IL-12p70 (B), IL-13 (C), IL-17 (D), 

IFNγ (E), TNFα (F), GM-CSF (G) e G-CSF (H). Soros de animais não-infectados, 

chagásicos 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. Concentrações séricas de KC (A), MCP1 (B), MIP1α (C), MIP1β (D), Eotaxina 

(E) e RANTES (F). Soros de animais não-infectados, chagásicos 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. Concentrações de IFNγ (A), TNFα (B) e IL-10 (C) no coração. Extratos de 

corações de animais chagásicos 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. DISCUSSÃO 

 

A cardiomiopatia chagásica crônica é forma comum da cardiomiopatia 

dilatada e causa importante morbimortalidade na América Latina, sendo o seu 

prognóstico pior do que o das outras etiologias. Nas últimas décadas, várias opções 

terapêuticas vêm sendo desenvolvidas ou aprimoradas no sentido de retardar o 

progresso da disfunção ventricular em pacientes com insuficiência cardíaca, porém a 

reversão do processo nunca foi alcançada na sua plenitude, e o prognóstico desses 

pacientes continua sendo bastante limitado. O presente estudo experimental, com o 

uso de modelo murino de cardiomiopatia chagásica crônica, de forma inédita, 

demonstra que o uso de imunoglobulina humana, administrada por via 

intraperitoneal, está associado à melhora do padrão histológico, porém esta melhora 

não se correlaciona com a melhora dos distúrbios da condução atrioventricular e/ou 

melhora funcional cardíaca. 

Do ponto de vista de caracterização da doença, os animais chagásicos, neste 

trabalho, apresentaram alterações eletrocardiográficas representadas 

principalmente, por prolongamento do intervalo PR e arritmias, e na maioria dos 

camundongos, por bloqueio atrioventricular total. Do mesmo modo, os animais 

chagásicos, quando comparados aos não-infectados, apresentaram pior 

desempenho nos parâmetros ergométricos de tempo de exercício, distância 

percorrida, velocidade final alcançada e estágio máximo atingido. Animas 

chagásicos e não-infectados apresentaram valores semelhantes de gases ao teste 

respirométrico, bem como de parâmetros ecocardiográficos, não tendo sido 

evidenciada dilatação de câmaras cardíacas ou disfunção ventricular nos animais 

infectados com T. cruzi.  

A escolha do modelo utilizado no presente trabalho teve como base a 

publicação 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 demonstração de significativa redução de infiltrados inflamatórios 

por apoptose de células inflamatórias no coração, além de redução da fibrose 

intersticial, seis meses após o transplante com células-tronco mononucleares de 

medula óssea. Porém, vale ressaltar que os autores não realizaram avaliação 

funcional cardíaca nos animais. 
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Em 2006, Rocha e colaboradores publicaram artigo descrevendo a 

caracterização da função cardiopulmonar em camundongos C57BL/6 cronicamente 

infectados por T. cruzi, utilizando o modelo de infecção com 100 formas de 

tripomastigotas da cepa Colombiana. Foi evidenciado, ao eletrocardiograma, um 

aumento do intervalo PR e distúrbios de condução do coração, sendo o BAV 10 grau 

relacionado a uma redução na densidade de receptores adrenérgicos β1 e ao 

aumento na densidade de receptores muscarínicos M2 no coração de camundongos 

chagásicos crônicos quando comparados aos normais. De forma similar, nosso 

trabalho também demonstrou, com este modelo, o prolongamento do intervalo PR e 

a presença de arritmias cardíacas em camundongos chagásicos crônicos.  

No entanto, não observamos disfunção sistólica e/ou dilatação das câmaras 

cardíacas ao ecocardiograma, com o modelo utilizado, não podendo, portanto, 

caracterizá-lo como cardiomiopatia dilatada chagásica crônica. No trabalho de 

Rocha, em 2006, quando avaliadas as alterações ecocardiográficas, observam-se 

dados compatíveis com disfunção diastólica, sem evidências também de dilatação 

de câmaras cardíacas. Gonçalves e colaboradores, em 1986, demonstraram 

metodologia capaz de induzir experimentalmente cardiomiopatia dilatada, muito 

semelhante a CCC, inclusive com caracterização de aneurisma apical do ventrículo 

esquerdo em cerca de 45% dos animais. Recentemente, Goldenberg e 

colaboradores (2008) utilizaram modelo de infecção com tripomastigotas da cepa 

Brasil de Trypanosoma cruzi em camundongos C-129, mostrando, à ressonância 

nuclear magnética, dilatação do ventrículo direito, sem alterações no diâmetro do 

ventrículo esquerdo. Assim, não conseguimos reproduzir experimentalmente 

dilatação das câmaras cardíacas no modelo por nós utilizado, porém observamos 

alterações arrítmicas significativas, caracterizando portanto a forma arrítmica da 

doença.  

Quando analisamos, de forma comparativa, os animais controles e os 

infectados quanto ao desempenho funcional cardíaco avaliado pela ergometria, 

observamos a piora funcional nos camundongos chagásicos. Esta piora funcional foi 

incialmente relacionada à disfunção ventricular esquerda, o que não se confirmou 

após análise dos parâmetros ecocardiográficos. Observamos também a piora 

funcional no grupo imunoglobulina em relação ao grupo albumina, traduzida por 

redução do tempo de exercício, distância percorrida, velocidade final alcançada e 

estágio máximo atingido. Os camundongos do grupo imunoglobulina evoluíram para 
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ritmo de BAVT em quase sua totalidade o que pode ter influenciado na piora 

funcional, visto não apresentarem disfunção sistólica caracterizada por dilatação 

ventricular e queda da fração de ejeção ao ecocardiograma. Todavia, na avaliação 

histopatológica do musculo esquelético, tanto dos animais chagásicos tratados com 

albumina quanto os que utilizaram imunoglobulina, foi evidenciada inflamação 

acentuada, caracterizando miosite intensa, o que pode ter contribuído para o fraco 

desempenho funcional à ergometria. Desta forma, a utilização da ergometria com a 

finalidade de avaliação da capacidade funcional cardiovascular no modelo de CCC, 

deverá ser validada em outros trabalhos, já que o processo inflamatório em músculo 

esquelético pode ser considerado um fator limitante para a avaliação do 

desempenho cardiovascular.  

O mecanismo pelo qual a imunoglobulina humana exerce seu papel na 

imunomodulação ainda não é inteiramente compreendido. Já foi demonstrado o 

papel patogênico de anticorpos no soro de pacientes com Chagas que reagem 

contra receptores muscarínicos e adrenérgicos dos cardiomiócitos (BORDA et al., 

1996; RIBEIRO et al., 2007). A imunização de camundongos com proteínas 

recombinantes P0 e P2β do T. cruzi induz a produção de altos títulos de anticorpos 

com reatividade cruzada com o receptor β-adrenérgico, levando à presença de 

arritmias ventriculares, alterações de repolarização e defeitos de condução nesses 

animais (BERGAMI et al., 2001). Esses dois mecanismos acima mencionados 

poderiam ser responsáveis pela maior prevalência de eventos bradiarrítmicos. Além 

do que, apesar da melhora significativa do percentual de fibrose e da inflamação do 

tecido cardíaco dos animais tratados com imunoglobulina, o processo inflamatório no 

grupo imunoglobulina caracterizou-se por ser focal e mais agressivo, com o 

acometimento dos vasos arteriais, levando à deposição de matéria hialina acidófila 

na camada íntima, com consequente obliteração das arteríolas, visto de forma mais 

acentuada na junção atrioventricular, o que de certa forma poderia justificar a piora 

dos distúrbios 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 

progressão do processo inflamatório, estando o benefício associado à modulação da 

resposta celular e humoral à miosina, além de redução significativa de TNF-α. Shioje 

e colaboradores (2004), também com uso de modelo murino, evidenciaram que uso 

de imunoglobulina humana leva à redução da progressão do processo inflamatório 
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por supressão da resposta Th1. Assim como, Gong e colaboradores (2007) 

demostraram o efeito terapêutico de redução da progressão de dano ao miocárdio, 

assim como, redução da produção de TNF-α com uso de IGIV e vitamina C. 

Em nosso trabalho observamos à histopatologia deposição de substância 

hialina acidófila na camada íntima dos vasos arteriais no grupo imunoglobulina, 

sendo que, pela da análise do tecido com o uso de imunoflourescência foi observado 

ser este depósito de imunoglobulina. Tal observação nos levou a considerar a 

imunização do animal com uma dose elevada de antígeno proteico estranho (IGIV) 

levando à formação de anticorpos contra o antígeno. Já é estabelecido que a 

medida que são formados cada vez mais complexos antígeno-anticorpo alguns 

deles irão se depositar nos leitos vasculares, principalmente pequenas artérias, 

caracterizando a chamada doença do soro. Tal hipótese nos levou a questionar o 

uso de imunoglobulina humana em modelo murinho, porém diversos trabalhos 

experimentais já utilizaram esta forma de terapia em miocardite autoimune com boa 

resposta e, até o momento, sem registro de tal ocorrência.  

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 BALB/c, tratados 

com imunoglobulina humana intravenosa sete dias após inoculação do parasito. 

Também relatam que em modelo murino de cardiomiopatia chagásica crônica, 

tratado com imunoglobulina, foi observado melhora dos eventos arrítmicos 

bradicárdicos, caracterizada pela redução do intervalo PR e melhora da bradicardia. 

Neste trabalho de fase aguda não há relato de registros eletrocardiográficos. 

Entretanto, como já mencionado anteriormente, em nosso trabalho, a quase 

totalidade dos camundongos do grupo imunoglobulina evoluiu para bloqueio 

atrioventricular total.  

A avaliação da produção de citocinas no soro dos animais demonstrou um 

aumento significativo em 12 das 22 citocinas analisadas no grupo tratado com 

imunoglobulina, em relação ao grupo tratado com albumina. Os modelos 

experimentais da doença de Chagas revelaram que as citocinas são elementos 

importantes na geração e controle da resposta imune, que pode levar ao dano 

tecidual (SILVA et. al., 1992; SOARES et. al., 2001). As interleucinas IL-β e IL-6 

tiveram seus níveis aumentados nos animais tratados com imunoglobulina. Diversos 

estudos mostram que essas interleucinas têm seus níveis aumentados 
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progressivamente de acordo com a severidade da doença (MANN et. al., 2002; 

AUKRUST et. al., 2005). Além disso, IFN-γ, uma citocina que já vem sendo 

apontada como importante mediador e marcador de gravidade na cardiopatia 

chagásica crônica (GOMES et al, 2003), também teve seus níveis aumentados nos 

animais tratados com IGIV. Os efeitos biológicos dessas citocinas pró-inflamatórias 

podem explicar diversos mecanismos de progressão da doença, como, miosite 

intensa, desenvolvimento de fibrose, dentre outros (MANN et. al., 2002; AUKRUST 

et. al., 2005). 

Porém quando foi realizada a avaliação de três citocinas no coração (IFNγ, 

TNFα e IL-10), não foi detectada uma diferença significativa entre os dois grupos 

chagásicos. As dosagens no coração sugerem que, apesar de numericamente haver 

uma diminuição das células inflamatórias no coração, as células inflamatórias 

presentes no coração de camundongos chagásicos tratados com imunoglobulina 

encontram-se ativadas e produzindo estes fatores em grande quantidade, o que 

pode resultar na agressividade das lesões observadas neste grupo. É possível que o 

aumento destas citocinas no soro se deva à ativação de células em outros 

compartimentos, tais como baço, medula óssea ou mesmo de outros tecidos através 

da estimulação de macrófagos residentes. Conforme foi observado no coração, 

houve a formação de depósitos de complexos imunes, e talvez a presença de 

depósitos de complexos imunes cause a ativação de fagócitos com a consequente 

produção de mediadores solúveis, incluindo citocinas pró-inflamatórias. A análise de 

citocinas não evidenciou, portanto um efeito imunomodulador sistêmico ou local (no 

coração) após a terapia com imunoglobulina humana. 

Este trabalho teve como principais limitações o modelo utilizado que, até 

então, não havia sido avaliado do ponto de vista ecocardiográfico, não reproduzindo, 

portanto, modelo de cardiomiopatia dilatada. Assim como, a avaliação dos dados da 

ergometria e respirometria foram prejudicados pela importante miosite evidenciada à 

analise histopalógica. Outra limitação foi a evidência de depósito antígeno-anticorpo 

no lúmen dos vasos arteriais com redução importante do calibre dos mesmos nos 

animais tratados com imunoglobulina, fato esse não mencionado em nenhum 

protocolo anterior. Estas alterações podem ter prejudicado o efeito imunomodulador 

da terapia com o uso da imunoglobulina. Deste modo, concluímos que a terapia com 

imunoglobulina humana não demonstrou eficácia anti-inflamatória nem induziu a 

melhora da função cardíaca no modelo murino de cardiopatia chagásica crônica. 
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12. CONCLUSÕES 

 

As metodologias planejadas foram satisfatórias resultando na produção de 

três diferentes preparações de imunoglobulina humana. As preparações foram 

bioquímica e biofisicamente caracterizadas e os resultados foram condizentes com 

os protocolos definidos pela Farmacopeia Europeia e descritos pela Agência 

Regulatória Nacional 

O estudo descreveu, pela primeira vez, a produção de uma preparação de 

imunoglobulina anti-dengue, além da produção dos seus fragmentos F(ab')2 

específicos. 

Utilizando o modelo de infecção primária sistêmica pelo DENV-3 os 

resultados preliminares apontaram um agravamento da doença e aumento da 

mortalidade dos animais, após tratamento com imunoglobulina anti-dengue. Esses 

resultados são sugestivos de ocorrência do fenômeno ADE nos camundongos 

tratados com IGIV específica. 

Os animais tratados com IGIV anti-dengue apresentaram intensa alteração 

hematológica, demonstrado pelo aumento dos níveis de hematócrito e marcante 

queda no número de plaquetas circulantes. 

O tratamento com imunoglobulina aumentou, de modo significativo, os níveis 

de ALT, onde esse aumento foi condizente com a lesão hepática observada nos 

animais. Além disso, houve intenso acúmulo de neutrófilos nos órgãos dos animais 

tratados com IGIV anti-dengue. 

A análise de citocinas evidenciou um aumento destas no soro dos animais 

tratados com a IGIV, assim como da quimiocina CXCL-1. Esses animais também 

apresentaram intenso aumento da carga viral, tanto no baço quanto no sangue. 

Com relação à avaliação de IGIV em cardiomiopatia chagásica, o modelo 

utilizado neste trabalho reproduz a forma arrítmica da doença de Chagas e não a 

forma dilatada com disfunção ventricular.  

O tratamento com imunoglobulina humana não reduziu a incidência de 

arritmias cardíacas em camundongos cronicamente infectados pela cepa 

Colombiana de T. cruzi.  

O tratamento com IGIV não melhorou a tolerância ao exercício mensurada 

através dos paramêtros 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 redução da inflamação e 

fibrose, porém com maior agressividade das lesões à analise histológica.  

A análise de citocinas evidenciou um aumento destas no soro dos animais 

chagásicos tratados com IGIV em relação aos animais normais, não havendo 

evidências de um efeito imunossupressor sistêmico ou local (no coração) após a 

terapia com imunoglobulina humana. 
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