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RESUMO

A dengue é hoje uma das mais importantes doendascinsas do mundo em termos de
morbidade e mortalidade. A doenca é endémica erm d&ib0 paises e estima-se que o virus
dengue (DENV) cause anualmente de 50-100 milhdesad®s de doenca febril aguda,
principalmente nas regifes tropicais e subtropickismundo. Para prevencdo da dengue,
atualmente sO existe o combate ao vetor, 0 mosduéties aegyptiportanto, € de extrema
importancia que se desenvolva uma vacina eficara@sta doenca. A grande dificuldade no
desenvolvimento desta vacina esta relacionada @o da DENV possuir quatro sorotipos
(DENV-1, 2, 3 e 4), e uma infec¢do secundéaria paor sorotipo heterélogo pode elevar as
chances de agravamento do quadro clinico do paci€éldr este motivo, a vacina deve ser
tetravalente e igualmente eficaz na protecdo ca#rquatro sorotipos. Com este objetivo, uma
vacina recombinante tetravalente contra a dengaeees desenvolvimento em Bio-Manguinhos.
Para o desenvolvimento e producdo de vacinas vnaisgeral, € necessario que se faca o
monitoramento da carga viral ao longo de todo ccgsso, desde a producdo do antigeno,
purificacdo, inativacdo, liofilizagdo, testes pliicos e clinicos e, apdés o licenciamento do
produto, o processo de farmacovigilancia continAtualmente, o padrdo ouro para o
monitoramento da carga viral realizado em Bio-Mamigois € 0 ensaio de titulacdo por placa de
lise, que leva de sete a dez dias para se obtsuitado. A padronizacado da técnica de RT-PCR
em tempo real (RT-gPCR) permitird que este moniterdo seja realizado em poucas horas.
Desta forma, o nosso objetivo foi desenvolver uratqmolo de RT-gPCR que permitisse
quantificar com maior rapidez e eficacia os virusmgricos candidatos a vacina contra dengue,
em todas as etapas que necessitem do monitorardantarga viral durante o processo de
desenvolvimento e producéo da vacina. Embora adoletgia utilizada ndo seja capaz de
identificar a capacidade infecciosa das particuieas, foi possivel estabelecer um fator de
correcao entre niamero de copias do genoma coneydadiinfecciosas.
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ABSTRACT
Dengue is today one of the most important infectidiseases in the world in terms of morbidity
and mortality. The disease is endemic in more B@wountries and it's estimated that dengue
virus (DENV) causes annually around 50-100 miliohscute fever cases, mainly in the tropical
and subtropical regions of the world. Curently dmly way to prevent Dengue, tis to the combat
the mosquito vectoAedes aegyptiTherefore, it's extremely important to develop effective
vaccine against this disease. The main difficultyhe development of the vaccine is related to
the fact that the Dengue virus has four differaarb/pes (DENV-1, 2, 3 e 4), and a secondary
infection by a heterologous serotype may incredse dhances of worsening the patient's
condition. On this ground, the vaccine should letalent and equally effective in protecting
against all four serotypes. To this end, a teterMatecombinant vaccine against dengue is under
development in Bio—Manguinhos. The development t#wedproduction of viral vaccines needs
the monitoring of the viral load in different stagdrom the antigen production, purification,
inactivation, lyophilization, preclinical and cleal trials and, after the product is licensed a
continued pharmacovigilance is required. Currettiy golden standard method to monitor the
viral load in Bio-Manguinhos is the plaque assalicl takes about seven to ten days to get the
results. The standardization of the real-time RTRRBT-gPCR), will allow that this monitoring
is carried out in a few hours. In this context, developed a protocol of RT-gPCR which enables
to quantify faster and effectiveness the chimerigses candidates to the vaccine against dengue,
throughout all the steps listed above. Despitefdbethat the used methodology isn’'t capable of
identifying the infeccious capability of the virpsrticles, it was possible to stablish a correction
factor between the number of genome copies withinfleecious particles.



1. INTRODUCAO

1.1.0 DENV

A Dengue é uma doenca infecciosa aguda causadavfrel® dengue (DENV),
pertencente ao génefdavivirus, familia Flaviviridae, representado por quatro sorotipos
antigénicamente distintos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 ENV-4) (Calisher, 1989). Os
DENVs sdo mantidos na natureza por um ciclo destngssdo que envolve hospedeiros
vertebrados e mosquitos hematéfagos do géAedes,sendo o homem o Unico hospedeiro
capaz de desenvolver as formas clinicas da infecli@o continente americano, o vetor
transmissor € o mosquittedes aegyptfHenchal e Putnan, 1990; Guzman, 2005; Wearing e
Rohani, 2006; Chaturvide e Nagar, 2008; Nagao dl&dz008).

O géneroFlavivirus possui mais de 70 virus, dos quais 40 sdo patwmE@o homem
(Qi et al, 2008; Bollati et 312010). Sendo os DENVs responsaveis pelas maioxes @e
doenca e mortalidade dentre todos os membros déaseo (Mukhopadhyay et, 2005).

O material genético do DENV é constituido por RN&fitia simples positiva (SSRNA+)
de 10,7 kb, que tem uma Unica fase aberta dedg(tlar inglésppen reading frame ©RF), ou
regido codificante, que é traduzida em uma polgnat, de 3.386 aminoacidos, que é processada
durante e ap0s a transcricdo por proteases caludavirais (Zhang et al, 1988; Fauquet et al,
2005).

A poliproteina é clivada em trés proteinas estaigudo capsideo (C), da pré-membrana
(prM) e do envelope (E), além das sete proteinaseséruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B e NS5) (Hahn, 1988; Lindenbach et a)12Q(Figura 1-1). A translocacao da
poliproteina na membrana do reticulo endoplasmétidoecionada por sequéncias sinais e sédo
seguidas da clivagem desta poliproteina por prasem do virus e da célula (Zhang et al, 2003).
No N terminal da poliproteina esté a proteina chpsi(C), seguida da pré-membrana (prM) e da

glicoproteina do envelope (E) (Figura 1-2). Duramteafego pela via secretora, a proteina prM e
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clivada pela protease celular furina (Elshuber1et2@03), liberando 91 aminoacidos do N-
terminal e deixando 180 copias da proteina M resitlhl com 180 proteinas E ancoradas a
membrana do virus. Este processo caracteriza aagatuda particula viral (Rice et al, 1985;
Op de Beeck et al, 2003).

Figura 1-1. Imagem mostrando as particulas de DENV imaturcadumo. (a) A particula de Dengue imatura.
Ela tem 60 espiculas proteicas (circuladas) quprsgtam a partir da sua superficie, 0 que a toneaos
uniforme que a forma madura. (b) Estrutura do DEN&tHuro. A superficie do virus é lisa e sua membéana
totalmente fechada por uma concha de proteinaoteima E se organiza em trés dimeros paralelosodeima,
seus diferentes dominios estdo representados fevertties cores (dominios |, Il e Ill estdo cologsdem
vermelho, amarelo e azul, respectivamente) e dgmpte fusdo aparece em verde. Extraido e adapéaddi e
Zhang, 2008.

As proteinas estruturais séo responsaveis pelaf@onda estrutura externa da particula
viral. A proteina prM é o precursor da proteinantembrana (M), a proteina E da origem ao
envelope e a proteina C forma o capsideo virale(Rtcal, 1985) (Figura 1-3). A proteina E &
responsavel pela ligacao a receptores celularsdpfde membrana dependente de pH e possui
importante funcdo indutora de resposta imune. Aersesintetizadas, as proteinas E e prM se
associam formando heterodimeros que brotam parmenl do reticulo endoplasmatico (ER) e
sdo incorporados aos virions imaturos. Os hetemgnformam uma rede de interaces,
criando uma estrutura icosaédrica, que provavekng@ra a forca motriz, levando ao
brotamento. As particulas séo transportadas atds/ésas secretdrias e, pouco antes de serem
liberadas, sdo convertidas em uma forma ativa édrala clivagem da prM pela furina. As

interacdes entre os heterodimeros prM e E séo tamges para o enovelamento correto da
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proteina E e provavelmente também para a protegd@@ridon imaturo contra a inativacdo acida
durante o transporte através das vesiculas acdidasDe Beeck et al, 2003). O organismo
humano responde a estas proteinas durante umadonfecom a producdo dos anticorpos
inibidores da hemaglutinacdo (HI) contra as gliotginas do envelope e neutralizantes (N)
contra a proteina C do capsideo (Chambers et @0)19
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Figura 1-2. Esquema das proteinas codificadas pelo virus doge (A)
Genoma dos flavivirus. (B) A poliproteina dos flduis é expressa em
associagdo com o reticulo endoplasmatico e co ¢radscionalmente clivada
por proteases virais e do hospedeiro. (C) Atividaid@cionais e estrutura das
proteinas do virus do Dengue. Extraido e adaptad@aling, 2010.
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Figura 1-3. Esquema mostrando a estrutura icosaédrica do eiau®calizacéo das
proteinas estruturais nas formas virais maduraatuira. Extraido e adaptado de:
Gardner e Ryman, 2010.

As proteinas ndo estruturais sdo responsaveis gtplatades de expressao e reguladoras
do virus, incluindo replicacdo, viruléncia e pattigelade. Elas sdo proteinas grandes e
altamente conservadas: NS1, NS3 e NS5 e proteieqsepas e hidrofébicas NS2 e NS4
(Chambers et al, 1990).

A glicoproteina NS1 esta associada a membrana,afatm dimeros que ficam na
membrana da célula em contato com o meio extracgMlestaway et al, 1985). Esta envolvida
na maturacdo viral, participa da patogénese intbiad ativacdo da cascata do sistema
complemento e corresponde ao antigeno fixador delemento, participando da indugéo de
anticorpos especificos usando receptor Fc via nwoas dependentes e independentes. Tem
importancia na replicacdo da fita negativa de RNiAdenbach et al, 1999).

A proteina NS3 possui trés atividades enzimaticasinths: de protease, sendo
responsavel pelo processamento proteolitico dgnoddiina viral em sitios que a protease
celular ndo atua (Chambers et al., 1990b; Falgoait,€1991; Yamshchikov & Compans, 1995;
Yamshchikov & Trent 1997; Stocks & Lobigs, 1998 helicase e de nucleotideo-trifosfatase.
As duas Ultimas conferem a esta proteina papelriampe também no processo de replicacédo
do RNA viral. Assim como a NS1 a proteina NS3 tambg@ossui um papel imunoldgico

importante, sendo alvo para células T citotoxidas (et al., 1990; King et al., 2003).
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As quatro pequenas proteinas NS2A, NS2B, NS4A eBN#&%suem uma sequéncia de
aminoacidos pouco conservada, mas nao no seu pddranultiplos trechos hidrofobicos.
Foram relacionadas, até o0 momento, a alguns paxeks propagacao viral. A NS2A esta
provavelmente associada a maturacdo de NS1, regfdicairal e montagem da particula
(Kummerer & Rice, 2002; Leung et al, 2008). A NS2Bum possivel componente da
protease/replicase e atua na formacdo de compendoteapsideo durante a replicacdo. A
protease serina N-terminal (NS3) atua como um aofassencial para a NS2b no
processamento da poliproteina, enquanto a helld@Base C-terminal atua na separagao da fita
simples de RNA (dependente de ATP) durante reg@céEalgout et al., 1991; Chambers et al,
1993; Jan et al.,, 1995; Yamshchikov e Compans, )1996 proteinas NS4a e NS4b estdo
associadas a membrana do RE e sdo possiveis camgoroa replicacdo viral e também
possuem sequéncias codificantes pouco consernvAddS4A interage com NS1 permitindo a
sua interacdo no processo citoplasméatico da reglicedo RNA (Lindenbach e Rice, 1999).

A proteina NS5, tem um peso molecular de 103 lDa, maior e mais conservada
proteina dos flavivirus. Ela possui duas atividesbgsaradas codificadas em dominios. Os 300
aminoacidos do N-terminal da NS5 representam o wmiomnetiltransferase, que metila a
estrutura cap (capeamento do RNA), e os 605 anigmsmclo C-terminal contém o dominio
RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), que tenmyportante papel na amplificacéo do
RNA viral (O'reilly & Kao, 1998; Qi et al, 2008; véesado por Davidson, 2009).

A replicagao (Figura 1-4) do RNA acontece na memdido ER, associada ao complexo
de replicacdo que compreende ambas as proteinase \@elular. Os dois maiores componentes
desse complexo sao as proteinas NS3 e NS5, quecémmpropriedades enzimaticas vitais para
a replicacdo do RNA (Figura 1-4). Durante a regimg os virus também recrutam fatores
celulares que sdo componentes normais no processame traducdo do RNA celular. Nos
ultimos anos, foi reportado que a proteina NS5agke com varias proteinas do hospedeiro para
a replicagéo viral, como fatores celulares relamitms com vias do interferon, proliferacao
celular, regulacdo da transcricdo, permeabilidalidar e transporte vesicular, sugerindo que a
NS5 provavelmente esta envolvida na patogénesk (¥isaour et al, 2009; Ellencrona et al,
2009; Linet al, 2006; Mazzonet al, 2009; Wermel €2@08; Bronzoni et al, 2011).

Diferente da DNA polimerase e muitas RNA polimesageRNA polimerase da familia

Flaviviridae inicia a sintese de RNA vivo através de um mecanisrde novo no qual um
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segundo NTP ¢é adicionado diretamente ao primeirB B[TOH (com a liberacdo de sua porcgéo

pirofosfato), sem a necessidade de um iniciadooi(€fRossmann, 2009).
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Figura 1-4. Ciclo de replicagdo dos flavivirus. A) Interacéo drion com a superficie celular por meio de
receptores, seguido de endocitose. B) A acidificagd endossoma promove a mudanga conformacional da
proteina E que ocasiona na exposi¢do do peptidéosde levando a fusdo das membranas do endossoima e
envelope viral, liberando o RNA viral no citoplasn@ O RNA viral é traduzido nas membranas do R& e
poliproteina é traduzida e processada por enzimlagaces e virais. D) As fitas de RNA viral polaie + sédo
replicadas em estruturas originadas por membraelagaes. E) Montagem de particulas virais imatucpge
adquirem o envelope por brotamento nas membranaREIoF) Transporte da particula viral imatura pelas
membranas do Golgi e clivagem de prM pela protéasea nas cisternas doTrans-Golgi (TGN). Liberadao
particula madura por exocitose para 0 meio extnsrelOs quadrados em tons de laranja indicam odps$i

compartimentos celulares. Extraido de adaptadfelera et al, 2008.

1.1.1. Sorotipos e genoétipos do DENV
Vérios estudos tém revelado que cada sorotipo dd\DE& composto de grupamentos

(clusters) filogeneticamente distintos, os quais t&ido classificados em “gendtipos” ou
“subtipos”. Cada genoétipo € composto de “grupos”“olades” também filogeneticamente
distintos (Lindenbach et al, 2007; Gould e Solon#f8; Qi et al, 2008).



Com base em testes de neutralizacdo, os DENV s&sifttados em quatro sorotipos
imunologicamente distintos: DENV-1, DENV-2, DENV-8 DENV-4. Em cada sorotipo
existem virus com gendétipos diferentes. Emboraegpiologicamente semelhantes, os quatro
sorotipos sdo geneticamente e antigenicamententdistiA infeccdo com um sorotipo leva a
protecdo permanente contra uma reinfeccdo homd@ogpenas parcial contra uma infeccéo
heterdéloga (Wang et al, 2000; Wikramaratna et@102.

Andlises filogenéticas com base na sequéncia denBd@otideos correspondentes a
regido de juncdo das proteinas E e NS1 de diferesgpas de DENV-1 e DENV-2, tém
indicado a existéncia de cinco gendtipos para naddestes sorotipos (Rico-Hesse, 2007).

Para DENV-1 estes s&o: gendtipo |, representadegumas do Sudeste da Asia, China e
Africa Oriental; genoétipo Il com cepas de Taiwafia#andia; gendétipo |1l da Malésia; gendtipo
IV representado por cepas da Australia e a Oesteildas do Pacifico; e gendtipo V
representado pelas cepas coletadas nas Amérigas, da Africa ocidental e algumas cepas da
Asia (Rico-Hesse, 2007; Weaver e Vasilakis, 2009).

DENV-2 inclui cinco gendtipos principais: Dois rasnde genotipo Asiatico, 0 genotipo
Asiatico | (cepas da Malasia e Tailandia) e Asaitic (cepas do Vietnd, china, Taiwan, Sri
Lanka e Filipinas); Genétipo Cosmopolita (cepagd\datralia, Africa oriental e ocidental, lIhas
do pacifico e da India, e india continental); Ggmdtamericano (cepas da América latina, e
cepas mais antigas identificadas no Caribe, illmpatifico e india); Genétipos do Oeste da
Asia/América (cepas da Tailandia do Vietnd e cdpatdas nas Américas nos ultimos 20
anos); Genotipo Silvestre do oeste da Africa e stedda Asia (Rico-Hesse, 2007; Weaver e
Vasilakis, 2009).

Varios estudos tém mostrado a existéncia de qgainotipos de DENV-3: Gendtipo |,
Filipinas, Indonésia e Malasia; Gendtipo Il, Tadéa Vietnd e Bangladesh; Gendtipo 1ll, Sri
Lanka, india, Africa e Samoa; e gendtipo IV, PdRico, Américas Latina e Central e Taiti.
(Wang et al, 2000; Weaver e Vasilakis, 2009).

Os quatro genotipos correspondentes ao DENV-4 &snotipo | com cepas da
Tailandia, Filipinas, Sri Lanka e Japdo; Genotipaepresentado por cepas da Indonésia,
Malasia, Taiti, Caribe e Américas; Gendtipo Ill caepas da Tailandia (distintas das outras
tailandesas); e gendtipo IV com cepas silvestreMdiasia (Wang et al, 2000; Weaver e
Vasilakis, 2009).
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Esta classificacéo foi confirmada por outros essualtalisando a sequéncia completa do
gene da proteina E e a regido ndo codificante BIC@&) (Wang et al, 2000). O papel das
variagbes genéticas combinadas com a evolucaoreipidgica viral, indicou que, gendtipos
especificos pertencentes a certos sorotipos astasaociados a maior ou menor severidade da
doenca causada pelo virus do Dengue (Rico-HesB&).2@ variacdo genética entre genotipos
pode ser responsavel pelas diferencas na infecgldarg principalmente em macroéfagos,
sugerindo que certas cepas possuem mais virulgoeiautras e assim, apresentem uma alta

taxa de replicacao viral resultando em aumenteedearslade da doenca (Vaughn et al, 2000).

1.2.Ciclo de transmisséo do virus

Os DENVs sao transmitidos, através da picada denasquitoAedes aegyptfAedes
albopictusou Aedes polynesiensisom menor frequéncia, em regides da Asia e dicadfr
(Bancroft, 1906; Rosen et al, 1954; Halstead, 19388 0rio et al, 2003), de pessoa a pessoa,
sendo os humanos os principais hospedeiros pamgpkfieacdo, ao contrario do que acontece
com outros flavivirus. O ciclo tem inicio quand@oa a ingestdo de sangue pela fémea
(hematofaga) ddAe. aegypticontendo o virus, obtido a partir de um hospedeaxiebrado
virémico (fase de viremia 4-12 dias), ocorre unfadgdo das células epiteliais do intestino do
mosquito, que propaga-se através da lamina basaltekiino para a circulacdo alcancando as
glandulas salivares do mosquito vetor, apos unogerde 8 a 12 dias, no chamado periodo de
incubacao extrinseca (Figura 1-5). O mosquito @rdn@anecer infectante até o fim da vida (cerca
de um més) e podera transmitir a infeccdo compkdticulas virais (Tomashek e Margolis,
2011). O DENV replica também em humanos, no peraahtecido como incubagéo intrinseca,
gue dura de 3 a 14 dias antes do aparecimentardomas. As pessoas infectadas, por sua vez,
podem transmitir DENV para os mosquitos de 1 aa?® dintes do aparecimento dos sintomas
(Nishiura e Halstead, 2007) e até cerca de 7 diapediodo de viremia, podendo alcancar
concentracdes de até “169pias de RNA viral por mililitro de sangue, mesmas infeccdes

assintomaticas (Mohammed et al, 2008; Linnen €Qf18).
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Figura 1-5. Ciclo de vida do virus da Dengue. Fonte: Tomaghklargolis, 2011.

Durante o periodo de viremia, que existe tanto easo€ sintomaticos quanto
assintomaticos, ha indicios de que DENV possaraesmitido por produtos do sangue, doacdo
de 6rgados ou tecidos, ou mesmo através de expos@fmacional em instituicbes de saude
(Tambyah et al, 2008; Wilder-Smith et al, 2009).

1.3. Sintomatologia da Dengue

As infeccdes pelo DENV podem variar de assintoraatimu um estado febril brando, a
guadros mais graves que podem levar a morte, a Fébmorragica do Dengue (FHD) e a
Sindrome de Choque por Dengue (SCD) (Figura 1-6).

A forma classica da Dengue é caracterizada poe felta, dor de cabeca frontal ou retro-
orbital, dor muscular, vomitos, dor nas articula;dadiga severa e eritema maculopapular. Em
suas formas mais graves, FHD e SCD, a doenca incha sindrome caracterizada por
extravasamento de plasma, petéquias, hemocondamtegerrame peritoneal e/ou pleural.
Individuos que apresentem as formas mais gravesdaknca, quando ndo tratados

adequadamente, podem chegar ao choque e a maetea @ al, 2007).
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Figura 1-6. Antiga (A) e nova (B) classificacéo dos casos dadne. Fonte: WHO, 2009.

A incidéncia das formas mais graves € maior ergiiefaccdes secundarias que ocorrem
quando um individuo é infectado por um sorotipet@bgo ao da infec¢do priméria (Halstead
e Deen, 2002; Premaratna, 2007; Tomashek e Ha20lHl). Diversas teorias sdo propostas
para explicar o alto grau de variacdo das mangéstaclinicas causadas pelos DENV. A teoria
da infeccdo sequencial ou da facilitacdo dependiminticorpos (do ingléSADE - antibody
dependent enhancementonsidera que ha um aumento da replicacédo vinahecréfagos via
anticorpos heterélogos. Em infec¢des secundarimsccuirus de sorotipo diferente da infeccéo
anterior, os anticorpos que reagem de forma cruzaigteeste novo sorotipo, sem neutraliza-los.
Estes complexos, ao serem reconhecidos e intemdabz por fagdcitos mononucleares,

resultariam na infec¢é@o celular e replicacdo viEalsas células infectadas liberam na corrente
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sanguinea mediadores vasoativos, aumentando a gislioede vascular, ativacdo do sistema
complemento e da tromboplastina tissular (HastEa81)

A teoria da viruléncia viral sugere que a gravidaldedoenca deve-se as variagOes
genéticas e antigénicas das diferentes cepaswe Wma explicacdo admitida é que a evolucdo
genética do virus dentro de cada sorotipo possaodgem a cepas epidémicas ou mais
virulentas (Rosen et al, 1977; Rico-Hesse,1990).

No Brasil atualmente co-circulam os 4 sorotipos ENV, o que favorece infeccbes
sequenciais. Por este motivo é de extrema impoaéamcdesenvolvimento de uma vacina
tetravalente, que proteja de forma eficaz e dunadoontra os quatro sorotipos de DENV, ja que
uma vacina contra somente um dos sorotipos podepeesentar uma infeccdo primaria,
aumentando o risco de infec¢bes secundarias estv@amnados (Monath, 2007; Tomashek e
Harold, 2011).

1.4.Epidemiologia da Dengue

Atualmente a dengue é a doenca infecciosa tramEmpior mosquito com maior
frequéncia no mundo em termos de morbidade e ridatld. A doenca é endémica em mais de
60 paises e estima-se que os DENVs causem anualdeb0-100 milhdes de casos de doenca
febril aguda, sendo 500 mil casos hemorragicos,n2i0énortes e taxa de mortalidade variando
entre 0,03% e 13,7%. Em 2006, este indice foi & (Halstead, 2007; WHO, 2009; Costa et
al, 2012) (Figura 1-7).

O numero de paises afetados pelo DENV vem aumemtandto e, além disso, os
paises que ja eram afetados sofrem com a circutdgdmvos sorotipos, levando a ocorréncia
de surtos e aumento do numero de mortes. Atualmemtgior parte das regifes afetadas pelo
DENV sofrem circulagédo dos quatro sorotipos dos/{Buzman, 2010) (Figura 1-8).
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O mapa mostra:
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Areas afetadas:
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Mapa de Consenso Global IDAMS: Estas &reas de risco sao definidas com base em um consenso entre uma variedade de fontes de dados, incluindo: sistemas de vigilancia nacional, literatura publicada,
questionarios e novos artigos formais e informais.
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Figura 1-7. Estado da infec¢do mundial pelo DENV, em 2013usdg dados coletados pelo IDAMS. As regides doakdido coloridas de acordo com sua atuacao
situagdo com relacdo a circulagdo do virus e addeegmais afetadas estdo marcadas com os circubosielos. Extraido e adaptado de:
http://www.healthmap.org/dengue/index.php
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Figura 1-8. Distribuicdo dos sorotipos do DENV em 1970 (a)0@2 (b).
Extraido e adaptado de: Guzman et al, 2010.

1.4.1. Dengue nas Americas

Desde 1896 existem registros de epidemias de dengue&ontinente americano,
ocorrendo em intervalos irregulares nos Estadosldasn{EUA) e em paises do Caribe, mas o
sorotipo ndo era conhecido. Em 1953, foram isoladaprimeiras amostras de DENV-2 em
Trinidade, em 1963, em Porto Rico, foi isolado palemeira vez o DENV-3 nas Américas
(Gubler et al, 1997). Durante as décadas de 6Q epiffemias de dengue eram raras devido a
erradicacdo dde. aegypti Com a descontinuidade do programa de erradigagdnicio dos
anos 70, re-infestacdo e disseminacdo do vetoméwitavel, conforme mostra a figura 1.7
(Gubler et al, 1997; Anderson et al, 1956).

O DENV-1 foi introduzido na Jamaica, em 1977, cadsauma Pandemia que se

expandiu para todas as llhas do Caribe, paise8rdasicas Central e Sul, causando epidemias
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principalmente nas Guianas e Venezuela. No perdedt®77 até 1980, foram notificados mais
de 702.000 casos da doenca, praticamente todesoasteados pelo DENV-1 (PAHO,1989).

Em 1981, o DENV-4, foi introduzido nas llhas do iBar(Gubler et al, 1997), durante
este ano ocorreu a primeira epidemia de Febre Hégioa do Dengue (FHD) em Cuba, com a
introducdo de uma nova variante do DENV-2, posterémte classificado com o genotipo
Asiatico. Foram notificados cerca de 344.000 casos aproximadamente 116.000 internacdes
e 158 obitos (Kouri et al, 1986; Gubler, 2006),9B4s foram infeccdes do tipo secundaria
(Guzman et al, 2010).

No periodo de 1989, ocorreu na Venezuela a segomaiar epidemia de FHD/SCD
(Sindrome do Choque por Dengue) das Ameéricas, cercacde 20 mil casos onde co-
circularam os DENV-1, DENV-2 e DENV-4 (Malavigeat 2004).

No ano de 1994, o DENV-3 foi reintroduzido na Néguwa e Panama e, em 1995, no
México (PAHO,1997). Esta variante de DENV-3 mastse geneticamente distinta daquela
gue anteriormente circulava nas Américas (gendtif)ce foi caracterizada como genotipo lli
(Lanciotti et al, 1994; Anonymus, 1995). Este ggubdfoi associado a ocorréncia de epidemias
de FHD/SCD no Sri Lanka e india e casos de FHD mxidd e paises da América Central
(Gubler et gl 1997). Nos anos seguintes, o DENV-3 foi detectado outros paises do
continente, chegando a América do Sul (Pinheiro®€,1997; Rigau-Perez et al, 2002).

Atualmente o Dengue apresenta surtos ciclicos queem a cada 3 a 5 anos, tendo o
maior ocorrido em 2002, com mais de 1 milhdo desasportados e uma taxa de mortalidade
por Dengue hemorragica de 1,2%. Os quatro sorof{ipe&lV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-

4) circulam na regido. (WHO, 2009).

E importante destacar que um surto de Dengue poagver de 70 a 80% da populacéo,
0 que pode levar a perdas econdmicas significa{iaating, 2001). Outras perdas econdmicas
estdo relacionadas a despesas hospitalares, untpueezrca de 500 mil pessoas com Dengue
hemorragica requerem hospitalizacdo a cada anon A& populacdo adulta, uma grande parte
dos hospitalizados consiste de criangas, sendtesneasos, a taxa de mortalidade de 2,5%,
envolvendo custos hospitalares adicionais. O ingp&@cbndmico provocado pelos surtos da
dengue é semelhante ao causado por outras doempasncalaria, meningite e hepatite. Além
disso, com 0 aumento da urbanizacdo nas areas eadéeno aumento da area de transmissao

existe um risco de que estes nimeros sejam aindaamao futuro (Clark et al, 2005; Anderson
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et al, 2007; Morens e Fauci, 2008; Suaya et al92B@owlton et al, 2009; Guzman e Isturiz,
2010).

Sugere-se que 0s quatro sorotipos tenham sidoadgs de quatro passagens zoonagticas
para humanos independentes (Vasilakis et al, 200d4Jlos os sorotipos parecem ter sido
originados na Asia, exceto DENV-3, que aparenteesutgiu na América. A prevaléncia dos
guatro sorotipos do Dengue variou de forma dis@atdongo do tempo. Enquanto DENV-1 teve
trés periodos onde sua prevaléncia aumentou, negmouoe 1970, 1980 e 2000, DENV-2 teve
sua populacdo aumentada no inicio da década de 4980, DENV-3 teve um aumento
abrupto no inicio da década de 2000 e DENV-4 fanico que, apdés um periodo de expansao da
populagdo nos anos 1980, apresentou um momentondeugdo da populagdo, em meados da
década de 1990 (Costa et al, 2012).

1.4.2 Dengue no Brasil

No Brasil, o primeiro relato ndo confirmado de Desgdatado de 1923, foi registrado no
estado do Rio de Janeiro, na cidade de Niterdigivesi, 1991). Durante 0s anos seguintes, esta
doenca ndo chegou a ser um problema grave de pabtiea. Isto esta diretamente ligado ao
importante feito, ocorrido na década de 30, a eragdo doA. aegyptidas areas urbanas, em
acao realizada pelo 6rgdo de saude publica na émsmonsavel pelo controle da Febre
Amarela, que teve como consequéncia indireta ora@lentlo Dengue (Martins e Castineiras,
2007). A origem da grande dimensao das epidemid3edgue na atualidade, a ponto de se ter
transformado em um problema de salude publica ragitem a seguinte cronologia: o primeiro
momento esta relacionado com a grande atividadeDEBYV no continente americano,
deflagrado pela reinfestacdo do Brasil pelo vAtoaegyptiem 1977, fato este que contribuiu
para a reintroducdo do virus do Dengue no Braslamms 80. Desde entdo, mais de 60% dos
casos registrados de Dengue nas Americas ocorreyd@nasil (Figura 1-9).

Em seguida, ocorreu um surto de Dengue no periodgpreendido entre 1981 e 1982,
causado pelos sorotipos 1 e 4, na cidade de Bda {R®raima), proximo a fronteira com a
Venezuela. Tal surto foi contido por medidas lockscontrole de vetores e, durante os quatro
anos seguintes, ndo houve registro de atividadeides no Brasil (Nogueira et al, 2007).

Somente a partir de 1986 que o dengue se tornqurainiema de Salude Publica nacional,
com a introducdo do DENV-1 no municipio de Novaalgiu (RJ), (Schatzmayr et al, 1986),
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alcangando um elevado numero de notificagfes eiosvéstados do Brasil (Miagostovich et al,
1993; Nogueira et al, 1999; Figueiredo, 2000). E3801 um novo sorotipo, 0 DENV-2 foi
isolado na cidade de Niterdi (Nogueira et al, 1988}a nova situagédo epidemioldgica resultou
no agravamento do quadro clinico e a notificac& moneiros casos de Dengue Hemorragica
(DH) e da Sindrome de Choque por Dengue (SCD) dm gan dezembro de 2000 mais um
sorotipo, 0 DENV-3, foi detectado no municipio devid Iguacu, sendo responsavel até aquele
momento pela maior e mais grave epidemia de dej@uescrita no pais e no continente
americano, ndo apenas pelo elevado numero de cagbés (794.200 casos) como pela

ocorréncia de casos graves e fatais (Araujo €0819).
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Figura 1-9. Gréafico comparativo o nimero de casos de Dengugrasil e nas Américas. Extraido e
adaptado de Nogueira et al, 2007.

O risco da introdugdo do DENV-4 no pais era imiegntma vez que este sorotipo
circulava em paises vizinhos como a Venezuela énilwh (Guzman e Kouri, 2002). Contudo,
somente em 2010 ocorreram 0s primeiros casos deVBEBM Roraima e Amazona€m
janeiro de 2011, foi isolado no Para e, em marcmdsmo ano, 0s primeiros casos de DENV-4
no Rio de Janeiro, introduzidos pelo municipio demdi (SVS 2011).

Outro fator foi determinante para aumentar a galeddo problema, a dificuldade em
programar o controle adequado do vetor em granoesimdades urbanas, o que resultou no
rapido espalhamento do virus e no desenvolvimenpilemias em varios estados.

Atualmente, ndo existe vacina contra nenhum dastipos de DENV, de forma que a
prevencédo € a Unica forma de evitar a dissemindgdtoenca, possivel apenas com a quebra da

cadeia de transmisséo do virus atraves da elimonagévetor dos locais onde se reproduzem.
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Além disso, dados da OMS de 2009 (WHO, 2009) refora importancia do diagnéstico mais
preciso, pois 0s mesmos mostram que, sem diagaostitatamento adequado, a taxa de
mortalidade pode exceder 20%, enquanto que, comms@ca assisténcia médica e maiores
chances de diagnostico, esta taxa pode cair a $#és Eatores demonstram que o diagndstico
precoce da doenca € essencial para reduzir sual¢éar@ortalidade, bem como as implicacbes
sécio-econbmicas decorrentes da doenca (Kamil 28086; Torres e Castro, 2007).

A mudancga nos padrdes da epidemiologia da Dengeeéer uma causa multifatorial.
O impacto da expansao das regides endémicas padti porotipos do virus e a associagao
entre as formas mais severas da doenca e infese@esdarias tem sido bem documentado
(Gubler, 2002; Halstead, 2007; Ooi e Gubler, 200fia-Conyeet al, 2009; Guzman e Isturiz,
2010; Guzman et al, 2010; San Martin et al, 20H¥ta propagacdo pode ser ainda mais
exacerbada com a participacdo de outros vetoresp @onteceu no surto de 2001, no Havai,
onde cAedes albopictuoi o principal vetor (Halstead, 2007; Knowltehal, 2009; Lambrechts
et al, 2010). Sugere-se que alguns sorotipos, pasoeé sequéncia da ocorréncia das infeccbes
também impactam na incidéncia das formas seveesk@r et al, 2009; Fried et al, 2010; Hang
et al, 2010). Além disso, os fatores humanos, indtu caracteristicas genéticas, mudancas nos
padrbes de movimentacao (das areas rurais parmeas @rbanas, por exemplo) e longevidade,
também parecem estar impactando na epidemiolodizedgue. (Halstead et al, 2001; Halstead,
2006; Simmons e Farrar, 2009; Cummings et al, 20@3tas mudancas no quadro
epidemioldgico da doenca, juntamente com as oulifasildades relacionadas anteriormente,
sao complicadores que fazem com que a producaandevacina seja um verdadeiro desafio
(Tapia-Conyeet al, 2009; Simmons e Farrar, 2009; Guzman 04l0).

Recentemente, foi detectado o sorotipo 4 na regiazonica, na cidade de Manaus
(Figueiredo et al, 2008). Esta ocorréncia est&i@mt@da a grande incidéncia deste sorotipo nos
paises que fazem fronteira com o Brasil, como ae¥iegla e a Colombia. Este relato refere-se
ao primeiro isolamento registrado do sorotipo DEMNYie Brasil em 25 anos. Tais descobertas
reforcam a necessidade de uma vigilancia epidegicddconstante e, para tal, os estudos nesta
area devem estar associados aos de técnicas déstiag modernas e mais eficientes. Além das
técnicas classicas, devem ser utilizados tambéaiensioleculares para o controle adequado de
novas epidemias e prevencdo do aumento de casas f# doenca (Medronho, 2006;
Figueiredo et al, 2008; Medronho, 2008).
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1.5. Diagnostico laboratorial do Dengue

O diagnéstico eficiente e acurado da dengue € ttenea importancia clinica (deteccéo
precoce e confirmagdo de casos), atividades ddama@, controle de surtos, patogenia,
pesquisas académicas, desenvolvimento de vacteates clinicos.

Métodos diagndsticos laboratoriais para confirmafeccéo pelo virus da dengue podem
envolver detecgdo do virus, acido nucleico viratjgenos ou anticorpos, ou uma combinacéo
destas técnicas. Apos o inicio da doenca, na fas#aa os virus podem ser detectados no soro,
plasma, células sanguineas circulantes e outradotepor 4-5 dias. Durante os primeiros
estagios da doenca, isolamento do virus, &cideeimacbu antigenos podem ser utilizados para
diagnosticar a infeccdo. No fim da fase de infece§oda, a serologia para pesquisa de
anticorpos IgM e IgG é o método de escolha paragndstico (WHO, 2009).

A resposta de anticorpos contra a infec¢ao diferaabrdo com o status imunolégico do
paciente. Quando a infeccdo por dengue ocorre essops que nao foram previamente
infectadas por um flavivirus or imunizadas com waeaina flaviviral, como a da febre amarela,
0s pacientes desenvolvem uma resposta de anticpripadria caracterizada pelo lento aumento
de anticorpos especificos. Anticorpos IgM séo asmgiras imunoglobulinas a aparecer. Estes
anticorpos séo detectaveis em 50% dos pacientass3apdlias do inicio da doenga, aumentando
para 80% no 5° dia e 99% no 10° (Figura 1-10). € pio nivel de IgM ocorre cerca de 2
semanas apos o inicio dos sintomas e entdo dimigeeaimente a niveis indetectaveis depois
de 2-3 meses. Ja as IgGs geralmente sdo deteataveitilos mais baixos e no final da primeira
semana de doenca, aumentando lentamente depoisig&msoroldgica ainda detectavel apds
alguns meses, e provavelmente para toda vida (Wdateet al, 2007; Guy e Almond, 2008).

Durante uma infeccdo secundaria, os titulos decaptbs aumentam rapidamente e
reagem amplamente contra muitos flavivirus. O igotle imunoglobulina dominante neste tipo
de infeccdo é a IgG, que pode ser detectada em raleis, até mesmo durante a fase aguda,
persistindo por periodos de 10 meses ao restodda @s niveis iniciais de IgM em infeccbes
secundarias sao significativamente mais baixosequénfecgdes primarias, podendo até mesmo
ser indetectaveis, dependendo do caso (Andersal 2007). Para distinguir infecgdo priméaria
de secundéaria de dengue, razdoes de anticorposd@Mel testes de avidez de IgG sédo mais
comumente utilizadas atualmente que o teste dedulda hemaglutinacao (HI) (Shepard et al,
2004, Clark, 2005).
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Muitos grupos de estudo mostraram que a razao ¢gdi/anti-DENV em soros
coletados em nos primeiros 30 dias apos o inicosiltomas pode ser usada para classificar
acuradamente os pacientes como sofrendo infec@@arma ou secundaria (Innis et al, 1989;
Kuno et al, 1991; Shu et al, 2003; de Souza eR@0d4; de Souza et al, 2007). A faixa de
proporgbes discriminatorias 1,2-2,0, dependendo lakmratério ensaios e protocolos de
interpretacdo. Na infeccdo primaria, niveis elegadi® IgM anti-DENV podem ser observados
dentro de poucos dias apos o inicio da doencajdsegriguns dias depois, pela producédo de
IgG anti-DENV em niveis moderados (Guzman e Kol®96; Gubler, 1998; Vazquez et al,
2007; Koraka et al, 2001; Alcon et al, 2001; Safgilet al, 2004; As-Ngasang et al, 2006;
Blacksell et al, 2008). Ja na infeccdo secundégisl, € detectada poucos dias depois e em
niveis mais baixos do que na infeccdo primariapantp IgG rapidamente aumenta até niveis
muito elevados (Innis et al, 1989; Guzman e Kol®Q6; Gubler, 1998; Vaughn et al, 1997,
Vaughn et al, 1999; As-Ngasang et al, 2006; Vazgued, 2007). A avidez dos anticorpos IgG
anti-DENV é uma medida da intensidade com que adg@ga ao antigeno e também & um
discriminador eficaz de infec¢cbes por DENV primére& secundarias. Os estudos mostraram
gue, durante o primeiro més apos o inicio da dqoemgalor da avidez da IgG anti-DENV é
tipicamente baixo em infec¢bes primarias, mas rafa infeccdes secundarias (de Souza et al,
2004; Matheus et al, 2005, Matheus et al, 2005I8aleza et al, 2007; Domingo et al, 2009).

Uma série de métodos diagndsticos laboratoriaissielm desenvolvida para apoio aos
cuidados com o paciente e controle da doenca. dlfesdo método diagndstico depende do
objetivo com o qual o teste é feito (como diagmastclinico, vigilancia epidemiolégica,
desenvolvimento de vacina), do tipo de instalagbesnhecimento técnico de que o laboratério
dispde.

Em geral, testes com sensibilidade e especificidali@s requerem tecnologia e
conhecimentos mais complexos, enquanto testesosamddem comprometer sensibilidade e
especificidade em detrimento da facilidade de zagfio e rapidez. O isolamento do virus e
acido nucleico sdo mais laboriosos e dispendiaseas, também sdo mais especificos que os
métodos soroldgicos de deteccdo de anticorposguydi1l-11 mostra que existe uma relacdo
inversa, em geral, entre a facilidade de uso oss#uédade de um dado método diagnostico e a
confianca nos resultados deste teste (WHO, 2009).
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Figura 1-10. Variacéo do titulo de IgM e 1gG nas respostamfec¢des primaria e secundaria pelo virus
da dengue e os métodos diagnésticos que podersadoaliem cada etapa. Fonte: Adaptado de Guzman et
al, 2010.
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Figura 1-11. Comparacgédo de testes diagndésticos de acordo cam su
acessibilidade e confianca. Fonte: Adaptado de \\2909.

A infeccdo pelo virus da dengue produz um ampleasp de sintomas, muitos dos quais
sdo nao especificos. Com isso, o diagndstico bassadhente nos sintomas clinicos néo é

confiavel. Confirmacéo laboratorial precoce do diéiico clinico pode ser valiosa porque
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alguns pacientes podem progredir de dengue cligareadengue severa, e as vezes até morte,
em um curto periodo de tempo (WHO, 2009).

Até o 5° dia da doenca, durante o periodo febmilgcbes por dengue podem ser
diagnosticadas através do isolamento viral m caltle células, por detecgcdo do RNA viral
atraveés de testes de amplificacdo de acidos nosledt através da deteccdo dos antigenos virais
por ELISA ou testes rapidos. O isolamento e a iflem¢tdo dos DENVs em cultura de células
normalmente levam alguns dias. Ensaios de detede&dridos nucleicos podem identificar o
RNA do DENV em 24-48 horas. No entanto, estes sestquerem equipamentos e reagentes
caros. Kits de deteccdo do antigeno NS1 estdo caimente disponiveis e podem ser usados
em laboratorios com equipamentos limitados e liberasultados em poucas horas. O teste
rapido de deteccdo de antigenos pode ser usadstadog de campo e fornecer resultado em
menos de uma hora (WHO, 2009).

Apds o 5° dia, os DENVs e o0s antigenos desaparelzroorrente sanguinea e os
anticorpos especificos jA& podem ser encontradosalgons pacientes, o antigeno NS1 ainda
pode ser detectado neste periodo. Testes soradopm@ dengue estdo mais disponiveis em
paises endémicos do que os testes virologicosnimt®, os baixos niveis de IgM em infec¢bes
secundarias, ou a auséncia das mesmas, diminuemnéeia dos testes ELISA.

A metodologia aplicada pelo Ministério da Saudeapdeteccdo precoce da circulacdo
viral e controle de sua disseminacao é o diagr@dtiboratorial utilizanddits para ensaios
imunoenzimaticos (EIE) (Ministério da Saude, 20@2producao dokits para EIE é baseada no
classico ensaio de ELISA (do inglésnzime-linked immunosorbent assale captura de
anticorpos do tipo imunoglobulina M (IgM) que apame mais precocemente do que as
imunoglobulinas do tipo G (IgG) e, portanto, podser detectados nos primeiros dias de
manifestacdo dos sintomas (Gubler, 1998).

O método de PCR em tempo real permite a rapidagiedo genoma do virus causador
da doenca em até dois dias, acelerando e melhotapawesso de monitoramento da circulacao
do virus. A busca por ensaios validados de PCReempd real para detectar e quantificar os
guatro sorotipos de Dengue se tornou uma demarslsedaetarias de saude, uma vez que hoje
ndo existe disponivel nenhum PCR multiplex unidepsaa os 4 sorotipos de Dengue (WHO,
2009).
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1.6. Profilaxia

Atualmente, a Unica forma de prevenir a Denguea&@ do combate ao mosquito vetor.
E tal forma de combate tem se mostrado cara e petetova, uma vez que depende da
participacdo da populacdo, o que dificulta a gaaam® seu desempenho e funcionamento de
forma adequada. E uma vez que a pessoa ja ediegaia, o principal é o diagndstico rapido

para que possa ser administrado o tratamento ade@Radriguez-Tan e Weir, 1998).

1.5.1. Vacinas de Dengue

Apbs 60 anos de atividade do DENV e do inicio desgpisas para o desenvolvimento de
uma vacina, até o momento nenhuma vacina foi liedac No entanto, para doencas causadas
por outros flavivirus, como Febre Amarela e endefghponesa, j4 existem vacinas efetivas e
seguras ha décadas.

Este fato se deve a uma série de fatores e o paindeles é o de a doenga poder ser
causada pelos 4 sorotipos diferentes, que circaamesmo tempo em regides endémicas e sao
responsaveis por causar quadros hemorragicos geagtleschoque. Além disso, ndo existe um
modelo animal experimental adequado. Primatas m&wahos sdo susceptiveis ao virus, mas
desenvolvem uma viremia moderada e néo ficam @o@mte doentes, mesmo em casos de
infeccao secundaria (Hombach, 2007).

Atualmente, existe uma série de vacinas candidatagases de testes clinicos. Este
avanco reflete as décadas de pesquisa e desengoteinma area. Avancos significantes
ocorreram nos ultimos 10 anos e algumas vacinas estmostrando realmente promissoras em
estudos clinicos, sendo que a mais avancada eacmem Fase 3 (Coller e Clements, 2011).
No entanto, resultados recentes dos ensaios dasteajA mostraram que ela nao foi capaz de
desenvolver protecédo contra os 4 sorotipos da Rengs individuos vacinados (Halstead, 2012;
Sabchareon et al, 2012).

Apesar das complicacdes especificas para o desaneoto de uma vacina contra
dengue, os testes clinicos de vacinas candidatasaas de forma classica (por exemplo, de
passagem por substratos celulares) tiveram iniidécada de 1980. Enquanto cepas atenuadas
individuais foram desenvolvidas, a identificacdo ulma formulacdo tetravalente que nao
mostrasse interferéncia significante entre os quadtus tem sido um desafio. Apesar disso, dois

produtos alcancaram a Fase 2 dos testes clinictthéider et al, 2006; Sun et al, 2006; Sanchez
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et al, 2006; Simasathien et al, 2008; Sun et ab920 No entanto, a inabilidade de aferir
atenuacdo adequada e a interferéncia entre os n&ospermitiu um avanco para fase 3
(Kitchener et al, 2006; Sanchez et al, 2006).

Mais recentemente, a aplicacdo de DNA recombinami@esenvolvimento de vacinas de
Dengue promoveu avancos significativos e algumamaa candidatas estdo progredindo nos
estudos clinicos (Tabela 1-1). A mais avancadavacina tetravalente proposta pela Sanofi
Pasteur (ChimeriVax-Dengue) que esta passandoeptastde efichcia em campo na Tailandia
(Senior, 2009; Guy et al, 2010a) e recentementeenia fase 3 dos testes clinicos. A tecnologia
desta vacina € baseada em quatro virus recombsnami@ue os genes prM e E de cada um dos
quatro sorotipos virais de Dengue substituem osmussgenes do virus vacinal da Febre
Amarela 17D (FA17D) (Guy et al, 2010a; Guy et 81@b). Desta forma, foram obtidos quatro
virus quimeéricos de Febre Amarela 17D, que conténseu genoma os genes prM/E de cada
um dos sorotipos de Dengue. Os resultados das fase® sugerem que o produto é seguro e
imunogénico, capaz de induzir respostas de anbeongutralizantes contra 0s quatro virus em
77-100% das vacinas apos administracao de 3 deseactha em intervalos de 4-6 meses (Guy
et al, 2008; Guy, 2009; Lang, 2009; Morrison et2810; Guy et al, 2010a; Guy et al, 2010b).
No entanto, esse intervalo entre as doses € mamroqutilizado para a maioria das vacinas
licenciadas e poderia representar uma questao tamerem termos de administracao de todas
as doses aos pacientes. Além disso, imunidadeapdtgiante o periodo de 12 meses pode fazer
com que os vacinados em regides endémicas corranscona mais de desenvolver as formas
exacerbadas da doenca considerando que a protagdal mla vacina, ndo protegeria contra
uma infec¢ao por um dos quatro sorotipos.

Outra abordagem desenvolvida pelo NIAID (Institidacional de Alergia e Doencas
Infecciosas, do ingléFhe National Institute of Allergy and InfectioussBasg € a vacina
tetravalente viva atenuada que compreende virusmigoantes com estrutura molecular
definida baseada em delecbes na regido nao-coddi@ do virus e quimerizacdo dos genes
prM e E dos vérios tipos de Dengue, assim como imé&h/ax, mas usando um esqueleto de
DENV-4 ao invés do FA17D (Blaney et al, 2006).
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Tabela 1-1.Vacinas candidatas para Dengue. Extraido e adap&dColler e Clements, 2011.

Vacinas de Dengue candidatas em desenvolvimentonato

Instituicdo de

Vacina candidata Abordagem da vacina desenvolvimento/Parceirc Estagio de
comercial desenvolvimento clinico
ChimeriVax-Dengue Virus quiméricos baseadosSanofi Pasteur Fase 3
em um esqueleto de Febre
Amarela 17D
LAV Virus vivos atenuados de Walter Reed Army Fase 2

forma classica derivados Institute of
passagem em células Research/GlaxoSmithKlir
primarias de rim de

cachorro

TV Vaccine formulations Combinacéo de NIAID LID/Butantan, Fase 1
mutacBes/delecbes Biological E, Panacea,
definidas e quimeras Vabiotech

DENVax Virus quiméricos baseadc Inviragen Fase 1
em um fundo de DENV2
PDK 53

DEN-80E Subunidade recombinante Hawaii Biotech/Merck Fase 1

de proteinas do envelope
produzidas em células de

inseto

D1ME-VR-P Vacina de DNA Naval Medical Research Fase 1
compreendendo os gene: Center
prM-E

1.7.Uso do virus amarilico vacinal 17D como vetor de pressao de proteinas heterdlogas
para producéo de vacinas

A vacina de Febre Amarela teve sua origem na dédad20, quando Max Theiler e
colaboradores produziram uma cepa vacinal atra@ék/@ passagens seriadas em embrido de
macaco e em embrido de galinha, chamada 17D. Efy T8&iler recebeu o Prémio Nobel por
sua pesquisa que salvou muitas vidas (Gardner @Ry2010). A cepa 17D deu origem a duas
subcepas distintas, a cepa 17D-204 foi derivadartr pla passagem 204, enquanto a 17DD,
desenvolvida por Biomanguinhos, foi derivada indeleatemente depois da passagem 195 a
partir do subcultivo da 17D em ovos embrionadogaeha até a passagem 284 (Engel et al,
2006).

A vacina 17D é uma das mais efetivas vacinas jdyaida. Nos 76 anos decorridos
desde seu desenvolvimento, a vacina foi adminstead mais de 540 milhdes de pessoas no
mundo (Monath, 2005; Barrett e Teuwen, 2009). [Exmsseis produtores da vacina 17D (Brasil,
USA, Inglaterra, Franca, RuUssia e Senegal) (Vasdoscet al, 2001), que produzem

aproximadamente 30-60 milhdes de doses por aneMBiuinhos (Fiocruz) é reconhecida
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internacionalmente como fabricante da vacina felrerela. Desde 1937, as preparacdes
vacinais sao obtidas em seus laboratérios, a piaticepa atenuada 17D do virus da febre
amarela, cultivada em ovos embrionados de galivnaslde agentes patogénicos, de acordo
com as normas estabelecidas pela Organizacdo Mwai@aude (portal de Bio-Manguinhos,
2012). A vacina 17D ainda é produzida em embridagalmha usando a tecnologia que pouco
mudou desde 1945. O resultado da vacinacéo é dew@o branda ou subclinica, e uma baixa
viremia, que ndo excede 2 logl0 PFU/mL (Monath,7208mbora alguns estudos indiquem
gue a imunidade persiste em média por 45 anos,ganzacdo Mundial de Saude indica a
revacinacao a cada 10 anos para a manutencdo dalade (Barret e Teuwen, 2009).

A vacina de Febre Amarela produzida com a cepa d 4bna das vacinas mais bem
estabelecidas no mercado, tendo resposta basftar@e e duradoura. Estas qualidades fizeram
com que o virus FA17D se tornasse alvo de inteqgsseo desenvolvimento de novas vacinas,
sendo usado como vetor de expressao de proteita®lbgas (Galler et al, 1997; Monath,
1999; Bonaldo et al, 2000). Com o desenvolvimer@t@enética e a evolugdo da tecnologia do
DNA recombinante, foi possivel aplicar este conmecito para estudo da estrutura dos
flavivirus, o que possibilitou o desenvolvimentomwas vertentes para producéo de vacinas.

Para permitir o desenvolvimento de uma vacina dqiieeua cepa FA17D como vetor €
necessario uma construcdo que nao comprometa atuestre a replicagdo viral, que a
construcdo do cDNA e seus transcritos ndo sejawg@aicos e que o virus, além de estar
atenuado, conserve suas caracteristicas imunogénegpresse 0s genes heterdlogos inseridos,
podendo assim induzir a resposta desejada. A pahabordagem utilizada € a substituicdo dos
genes prM e E de Febre Amarela por genes prM e Butte flavivirus, a fim de produzir
imunidade contra o segundo.

O primeiro virus recombinante desenvolvido atrad@atilizacdo de um esqueleto de
cDNA do virus FA17D teve seus genes prM/E trocautwsgenes prM/E de uma cepa vacinal
do virus da encefalite japonesa. O virus quiméadado era imunogénico, geneticamente
estavel e induzia resposta eficaz contra a entefapjonesa (Chambers, 1999; Guirakhoo et al,
1999; Monath e cols, 2000; Arroyo et al, 2001). @spdisso, muitos grupos de pesquisa
utilizaram esta mesma metodologia para desenveivas recombinantes. Inicialmente para
Dengue 2 (17D-DENV-2) (Guirakhoo et al, 2001) e aeppara os outros 3 sorotipos (17D-
DENV-1, 17D-DENV-3 e 17D-DENV-4) (Guirakhoo et 2004; Galler et al, 2005), da mesma
forma, para o virus do Oeste do Nilo (Arroyole2804).
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Por pertencerem a mesma famildagiviridae), mesmo génerd-{avivirus)e possuirem
as mesma caracteristicas estruturais do genomaggeivel construir uma vacina viva atenuada
guimérica de Dengue usando a estrutura genéticemia vacinal de febre amarela, através da
insercao da regido prM/E, que codifica as protedeamembrana e de envelope, do DENV em
um clone da linhagem vacinal 17D do virus da Fébrarela. Espera-se que esta vacina seja
capaz de estimular resposta imunolégica protetor&a@manos, principalmente humoral, com a
producao de anticorpos neutralizantes contra Dengue

Em Biomanguinhos esta sendo desenvolvida uma vamimma virus recombinantes
Dengue e Febre Amarela (FA17D/DENV1, 2, 3 e 4. Baawvirus recombinantes obtidos foram
biologicamente e geneticamente caracterizadosneliaogenicidade testada em sistema murino e
de primatas ndo-humanos, encerrando a fase de gegwancipio do projeto, o que significa que
a vacina candidata € capaz de gerar resposta iGgioalsatisfatéria contra os 4 sorotipos do
virus Dengue.

1.7.1. Quimeras de Dengue

1.7.1.1. Origem dos virus da dengue
Para a construcdo das quimeras foram selecionadias ¢epas dos quatro sorotipos de

Dengue, brevemente descritas abaixo.

Para a construgédo da quimera FA17D/DEN1, trésdsaslaistintos foram utilizados, a
cepa DENV-1 60305, pertecente ao gendtipo V ou gemmo das Américas/Africa (Rico-
Hesse, 2003), isolada de um paciente com quadBedgue classico durante uma epidemia em
1998 em Pinheiral (estado do Rio de Janeiro), a BENV-1 BR42735 pertencente também ao
genotipo V, isolada durante uma epidemia em 1997cidade de Recife (Estado de
Pernambuco) de um paciente com quadro de Dengssiada e a cepa DENV-1 16007
pertencente ao genatipo Il (Gongalvez, 2002) owgerpo da Tailandia, isolada do soro de um
caso de Dengue hemorragico na Tailandia.

Para a construcdo da quimera FA17D/DEN2, 4 isolatistintos foram utilizados, o
virus DENV-2 40247 pertencente ao genotipo Ill,agnpo do sudeste asiatico introduzido nas
Américas (Rico-Hesse et al, 1997), originado decaso de Dengue hemorragico em Niteroi
(estado do Rio de Janeiro) (Nogueira et al, 199YJrus DENV-2 44-2 pertencente também ao
genotipo 1l (Rico-Hesse et al, 1997; Miagostovéthal, 2003), originado de um isolado de um
caso de Dengue classico (56344; Vitoria, Estad&sfurito Santo), o virus DENV-2 BR3808
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pertencente ao genotipo do Oeste da Asia/Amérimm{Resse et al, 1997) isolado de um caso
de Dengue classico, durante uma epidemia em 199%xidede de Recife (Estado de
Pernambuco), e o DENV-2 16681, isolado de um p&zieom Dengue hemorragico em
Bangkok em 1964 (Halstead, 1970).

Para a construcdo das quimeras FA17D/DENS3, 4 lemadistintas foram utilizadas. O
virus DENV-3 H87 que € uma cepa protétipo isolado 56 de um paciente com Dengue
hemorragico nas Filipinas (Hammon et al, 1960)guex¢nte ao gendtipo 1l ou Sudeste Asiatico/
Pacifico Sul. O virus DENV-3 16562 foi isolado doede um caso de Dengue hemorragica
nas Filipinas, pertence ao mesmo gendtipo (Suddesético/ Pacifico Sul; Rico-Hesse, 2003).
O virus DENV-3 74886 foi isolado em 2002 de um céstal de sindrome de choque por
Dengue em Nova Iguacl, Estado do Rio de Janeirte Bsrtence ao sub-tipo Il (Sri
Lanka/India), o qual € o genogrupo circulante natdente Americano (Rico-Hesse, 2003; de
Simone et al, 2004). Enquanto o virus DENV-3 BR®@i isolado de células de mosquito
C6/36 de um caso de Dengue classico durante urdamsja em 2002 em Recife, virus também
pertence ao genotipo .

A construgdo da quimera FA17D/DEN4, foi realizad@aatir do cDNA oriundo da
linhagem DEN4 Venezuela 1988, uma vez que o vieaguae 4 ndo era circulante no Brasil no
momento da construcao.

O projeto de desenvolvimento da vacina recombinamgetra Dengue em Bio-
Manguinhos teve inicio em 1999 e as quimeras dasgr@gorotipos de Dengue utilizadas no
projeto foram construidas a partir da cepa vadadfebre Amarela 17D e das cepas de Dengue
listadas acima (Caufour et al, 2001; Mateu et@0,72.

O processo de desenvolvimento desta vacina atusms® encontra na fase de
estabelecimento das condicfes de producéao e mdsidestes pré-clinicos, onde seréo avaliadas
imunogenicidade e neuroviruléncia do lote-sememensurinos e primatas ndo humanos. O
sistema de lote-semente € um sistema no qual steedstes sdo produzidos a partir de um
mesmo lote-semente mae, com um determinado nuneepaskagens. Para uma producédo de
rotina, como a de vacinas, um lote-semente delt@bau secundério, é preparado do lote-
semente primario. Desta forma, o produto final #vddo do lote de trabalho o qual, ndo passou
por mais passagens celulares que o lote prim&tm ghrante que o produto final tenha a mesma

seguranca e eficacia que o produto testado nogerinicos.
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Os DENVs selvagens mencionados acima foram usadosonstru¢cdo dos virus
recombinantes. Para isso, inicialmente, foram taatdos os cDNAs de cada DENV e do virus
FA17D. A regido que compreende os genes prM e éDdMA FA17D foi entdo substituida por
cada uma das regides correspondentes dos cDNAENY DA partir dos cDNAs quiméricos
construidos, foi produzido o RNAmM dos virus, uéiido sistemas de clonagens bacteriano
(Escherichia coli e de levedura Saccharomyces cerevisjaeOs RNAms foram entédo
tranfectados em células Vero, separadamente eta fi@sna, foram sintetizados os virus
guiméricos, que apresentam maquinaria de FA17D emaslope de DENV (Figura 1-12).

A tabela abaixo (Tabela 1-2) mostra quais foraroegms utilizadas para construcao dos
virus recombinantes que fazem parte da futura datala vacina.

Dentre as quimeras descritas acima, foram selat@@nama de cada sorotipo, que
apresentou maior estimulo da resposta de anticarpsstestes em primatas, (FA17D/DEN1
(PE), FA17D/DEN2(PE), FA17D/DEN3H87#3 e FA17D/DEN#9ra que se desse seguimento

ao desenvolvimento da vacina tetravalente recomten@ontra a Dengue.

Tabela 1-2.Virus recombinantes e o processo pelo qual foramddas.

Virus Cepa Sistema de Clonagem Virus Recombinantes
Dengue-1 Miranda 95 PACNR1180 E. colicepa DHo FA/D1 MIR 95
S. cerevisiaeepa
Dengue-1 BR42735 pBSC REY206 FA/D1 (PE)
Dengue-2 44/2 e NGC pACNR1180 E. colicepa XL1-blue FA/D2 (44/3)
S. cerevisiaeepa
Dengue-2 BR3808 pBSC REY206 FA/D2 (PE)
S. cerevisiagepa
Dengue-3 BR95016 pBSC REY206 FA/D3 (PE)
S. cerevisiagepa
Dengue-3 H87 pBSC REY206 FA/D3 H87#3
S. cerevisiaeepa
Dengue-3 16562 pBSC REY206 FA/D3 16562#5

Dengue-4 Venezuela88 pACNR1180 E. colicepa DH&G FA/D4
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Figura 1-12. Esquema da construcado dos virus quiméricos deFPaharela e Dengue sintetizados e utilizados no
projeto de vacina recombinante tetravalente cdbérague do PVIR/VDTEC — Bio-Manguinhos.

1.8.Reacdo de Transcricdo Reversa seguida da Reacdo dbadeia da Polimerase
guantitativa em Tempo Real (RT-gPCR)

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma dasipais técnicas de biologia
molecular, sendo amplamente utilizada em muitagsafeoi desenvolvida por Kary Mullis na
década de 1980 e permite amplificar trechos espesitle DNA e RNA, seja simplesmente
para criar multiplas copias de determinada amastrdDNA, seja para comparar diferentes
amostras de DNA e verificar qual a de maior abuo@anEstratégias baseadas na PCR
impulsionaram o avanco da biologia molecular, pgnehd aos pesquisadores a manipulagéo do
DNA, facilitando procedimentos, como a clonagemgrandes empreendimentos, como o
Projeto Genoma Humano (Valasek e Repa, 2005).

Existem diversos fatores que podem fazer com queR@GR falhe, como a presenca de
inibidores, o estado de degradacdo do DNA, quardicdo alvo insuficiente, contaminacao
cruzada ou uma combinacdo de todos estes fatoeste Montexto, Higuchi e colaboradores

(1993) descreveram a técnica que permitia o maritento da PCR em tempo real, ao longo de
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todos os ciclos, ao acoplar uma camera de video pgumitia detectar o aumento da
fluorescéncia durante a reacdo, que ocorria deviliigacdo do brometo de etidio as moléculas
de DNA recém sintetizadas.

A PCR em tempo real (QPCR) representa outro saitmotdgico, que permitiu a
aplicacdo da PCR com outros fins para pesquisadoresodo o mundo, em parte porque a
enorme sensibilidade da PCR foi associada a peeg@siorcionada pelo monitoramento em
tempo real dos produtos gerados na reacgdo, pedmignquantificacdo exata do namero de
copias presentes em cada reagcdo (Valasek e Rep). Hsta metodologia foi desenvolvida
com o objetivo de aperfeigoar a PCR, tornando-& elf@iente, rapida e segura, empregando-se
o acido nucleico alvo (DNA ou cDNA) extraido deitls, fluidos de pacientes ou de cultura de
células infectadas (Manojkumar e Mrudula, 2006).

A reacdo de qPCR acontece da mesma forma que arBd@&onal, exceto pelo fato de
gue a reacdo é monitorada em tempo real por urotdette emissao de fluorescéncia. Para isso,
€ necessaria uma plataforma de instrumentacdo @uentia um termociclador com sistema
Optico para excitacdo e recolha da emissdo deeigéncia, assim como um computador com
softwarepréprio para aquisicdo de dados e andlise finatagao.

Seguindo o mesmo procedimento que a PCR tradiciamkesenta suas trés fases
caracteristicas: fase de crescimento exponeneaisd fie crescimento linear e fase estacionéaria
(Kubista et al, 2006). Estas fases podem ser chdasvem um gréfico (grafico de amplificacéo)
de fluorescéncia em funcéo do nimero de ciclosGR @Figura 1-13). A fase que garante maior
eficiéncia, de aproximadamente 100%, para quaatifigproduto da PCR € a fase exponencial, a
melhor fase para se estudar a reacao (Heid €226)1

Existe um ponto onde a reagdo atinge o limiar g& fxponencial, onde o nivel de
fluorescéncia excede um limiar arbitrario, definigelo software da qPCR. Este limiar é
chamadothreshold e este ponto corresponde ao numero de ciclos s&@®Es para que a
fluorescéncia da reacéo seja detectavel, ou sggaaiavesse o limiar estabelecido, e é chamado
de cycle thresholdCy) (Heid et al, 1996; Nicklas e Buel, 2003; Kubistaal, 2006). Quanto
menor este nimero, maior o numero de moléculashd® iDiciais introduzidas na PCR (Figura
1-14). Para quantificar as amostras, sdo usadasti@®ale DNA de concentracdo conhecida
para confec¢do de uma curva padrdo, baseada rsesvde ¢ de cada amostra, ja que existe

uma proporgao linear entre o valor deeCo logaritmo da concentracdo de DNA (Figura 1-15)
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Outros fatores importantes na reacao de temposeéalobaseling que sé&o os ciclos
iniciais da reacdo, onde a fluorescéncia se mabtira, como um “ruido de fundo”, o célculo
deste valor ajuda a determinar quando a amplifecagdum alvo esté suficientemente acima do
ruido; oslope calculado a partir da curva padrdo, € usado gacalar a eficiéncia da reacgéo,
seus valores ideais variam entre -3,8 a -3,1;@Eefiia da reacdo, que deve estar sempre entre
90% e 115% e pode ter seu valor alterado por congmto do amplicon, presenca de inibidores
ou desenhos dos oligonucleotideos;’pd® coeficiente de determinacéo, que deve encesera
0 mais perto possivel de 1 e € usado para avadfrste da curva padréo aos pontos dos dados
representados no grafico;Yelnterceptoy que representa o niumero de ciclos necessariasapar
guantificacdo de 1 Unica copia de DNA, valores ema de 40 indicam boa sensibilidade do
ensaio (Dorak, 2012).

Desde que exista precisédo e consisténcia nesl& amostras de concentracdo conhecida
(controle positivo e negativo), o valor der @e qualquer outra amostra, de concentracao
desconhecida, pode ser comparado a essa curvaopadnda concentracdo inicial facilmente
calculada (Heid et al, 1996; Kubista et al, 2006).
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Figura 1-13.Fases e curvas de resposta do PCR em tempo dzgitaklo
de Kubista et al, 2006.
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Figura 1-14. Sete curvas de resposta do PCR em tempo real iferandes concentracfes de
DNA inicial, desde 1 pg a(lg. Fonte: Retirado de http://bwhpathology.partrmeggtcrnd.aspx
(em 15/09/09).

Log[DNA]

Figura 1-15. Curva Padrdo obtida por

diferentes  amostras de  concentracdes
conhecidas de DNA (a,b,c,d,e). Numa escala
logaritmica os CT correspondem ao numero
inicial de moléculas. Fonte: Adaptado de
Butler, 2005.

A gPCR necessita, além do par de iniciadores, denancador fluorogénico que se ligue
ao DNA de fita dupla amplificado. Sendo assim, ¢oamaior o sinal emitido, maior a
guantidade de produto gerado. A vantagem é que,issom € possivel observar a eficiéncia da
reacao e obter resultados mais confiaveis, sentessidade de submeter o produto do PCR a

uma reacgao de eletroforese em gel (Heid et al,)1996
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Em geral, pequenos amplicons (150 pb) séo geramlasrealizar uma reacao de PCR, o
fato de os amplicons serem pequenos faz com o termo de reacdo também seja, permitindo
assim um tempo menor de reacdo (cerca de 15 segurdtambém, fazendo com que o0s
oligonucleotideos e sondas, possam competir corarreficiéncia para o pareamento com suas
respectivas sequéncias complementares. Para dederenicombinacdo de oligonucleotideos e
sondas marcadas para um determinado alvo gends@icousados softwares especificos nos
quais os parametros configurados assemelham-send#;@es encontradas nas amplificagdes
experimentais (Niesters, 2001).

A gPCR consiste, portanto, em montar uma misturanagadores, direto e reverso
especificos, e um marcador fluorogénico (especibicando) para uma regido de interesse do
DNA de determinada espécie, e adicionar o0 RNA olADMbIde. No caso de pesquisa de genes
de espécies que tenham como material genético o, RiWAalmente é preciso sintetizar uma
cadeia complementar de DNA (cDNA). A reacdo poderaalizada em uma Unica etapa, onde
toda a reacédo desde a sintese do cDNA até a arapéih por PCR ocorre em um unico tubo, ou
em uma reacao de duas etapas, onde a transcngisa® a amplificacdo por PCR ocorrem em
reacOes distintas. Acreditava-se que uma reacama Uminimizaria a variacdo experimental
devido a ambas as reacdes enzimaticas ocorrereomreiimico tubo, porém como o RNA é
muito instavel e degrada muito rapido, na verdastessita uma manipulacdo mais cuidadosa e
veloz para evitar o comprometimento do experimeAlém disso, os protocolos de Unica etapa
se mostraram com menor sensibilidade que o de etapas, apesar deste ter maior chance de
contaminacéo (Wong e Medrano, 2005).

Existem diversas abordagens para a realizacdo @&.gP® composto fluorescente
utilizado na reagéo pode ter dois comportamengisths, dando origem as duas mais utilizadas
tecnologiasSYBR Greene TagMarf. Na primeira, o fluorocromo ndo é especifico para
determinada sequéncia de DNA, detectando e ligaadm-qualquer produto de cadeia dupla da
PCR, sendo a especificidade da deteccdo e quangéficdevida, unicamente, a especificidade
dos iniciadores. J& a segunda requer um fluorocragado a uma sonda com especificidade
para uma sequéncia de DNA e que detecta someateezgiéncia em todos os produtos da PCR
(Figura 1-14) (Alonso et al, 2003; Nicklas e Bl#03).
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1.8.1.SYBF® Green

A tecnologiaSYBR Greense baseia em moléculas que se ligam as cadeissdigp
DNA e, quando excitadas, emitem uma fluorescéneralez As moléculas ndo ligadas deste
composto apresentam fluorescéncia fraca, produzimdcsinal minimo, que € utilizado como
“ruido de fundo”. Ao longo da PCR, apés o reconmecito dos iniciadores, as moléculas de
SYBR Greense ligam & cadeia dupla de DNA pré-sintetizada pelamerase. Desta forma,
pode ser monitorada a quantidade crescente deeflc@ncia e, consequentemente de DNA
amplificado, ao longo da reacdo e no fim da fasexdensdo de cada ciclo (Vitzthum e cols,
1999) (Figura 1-16). Apesar de apresentar baixtoc@écil utilizacéo e alta sensibilidade, este
método possui a desvantagem de suas moléculagaenii a todo DNA de cadeia dupla
amplificado durante a reacdo, incluindo dimerosndgadores e outros produtos inespecificos,
podendo levar a uma superestimacdo do fragmento BlRra diminuir esta superestimacéao, é
feita a andlise da curva de dissociagao.

Todo DNA de fita dupla tem uma temperatura de disgdo (TM), na qual 50% do
DNA é fita simples. A temperatura de dissociacgoedde da extensdo, da ordem da sequéncia,
guantidades de G:C e do pareamento Watson-Cricand@ucorantes sdo usados, conforme o
fragmento € aquecido, uma repentina diminuicdolu@dscéncia é detectada quando a TM é
alcancada (devido a dissociagdo das fitas de DNAberacdo da sonda). Este ponto é
determinado a partir do ponto de inflexdo da culevdusédo ou do pico de dissociacéo do grafico
derivativo (0 que se entende por grafico derivaiva primeira derivada negativa da curva de
dissociagdo). A mesma analise pode ser feita qualigtmucleotideos de hibridizagdo marcados
sdo usados ja que eles permanecem intactos apoR.aPelo fato de que os oligonucleotideos
marcados serem clivados durante a PCR, néo € pbssiter uma curva de dissociacao se eles
foram usados (e por causa da sua especificidaodéta ndo ha necessidade). A andlise da
curva de dissociacdo pode ser utilizada em andiksenutacbes conhecidas e desconhecidas
(novo), como uma nova mutacgdao ira criar um piceiadal ou mudar a area de pico (Ririe et al,
1997).

Com isso, BYBR Greens6 pode ser utilizado em reac@asgleplex uma vez que nédo é
especifico a uma determinada sequéncia de DNA t@g<2001; Alonso et al, 2003; Nicklas e
Buel, 2003; Novais e Pires-Alves, 2004).
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Figura 1-16. Tipos de sonda para PCR em tempo real. (A) Somndéease 5’
enquanto a DNA polimerase (pol) progride na filavante, ela desloca e hidrolisa a
sonda no sentido 5’-3' através de atividade endease. Quando a molécula
emissora de fluorescéncia (R) € removida da infli@@rextintora da molécula
supressora (Q), ela é capaz de liberar energiareroamprimento de onda que é
monitorado pelo equipamento e diferente da emjtiela molécula supressora. (B)
Sonda tipo grampo: a hibridizacdo da sonda no abmara o fluoréforo (F) e a
molécula nao fluorescente (Q) o suficiente paranjggra emisséo pelo fluoréforo
excitado. (C) Sondas adjacentes: a hibridizacdacadje resulta em um sinal FRET
devido a interacdo entre os fluor6foros doador €Daceptor (A). Esse sistema
bimolecular obtem seus dados através da emiss&eefiior, ao contrario do que
acontece com a sonda nucleasse. (D) Iniciadoresachas: a fita oposta é duplicada
para que a estrutura em grampo do iniciador passdesfeita. Isto separa as duas
moléculas, de um modo semelhante ao que ocorreasosondas em grampo. (E)
Iniciadores Escorpido: o iniciador ndo necessit&xtansdo da fita complementar,
na verdade, ele bloqueia a extensdo para garargiroggrampo na sonda sé seja
desfeito pela hibridizac&@o especifica com a seqa&mnplementar. Fonte: Mackay
et al, 2002.

35



36

1.8.2.TagMan®

A tecnologiaTagMarf é baseada na deteccéo da atividade exonucleofd&ala Taq
DNA polimerase (Holland et al, 1991). Neste sistes@ia utilizados dois iniciadores especificos
e uma sondaagMarf homéloga & regido do fragmento de DNA entre asddbres. Esta sonda
€ marcada com dois corantes fluorescentes, umaut@lgue emite fluorescéncieefortern na
extremidade 5’ e uma molécula supressqreefiche), capaz de capturar a fluorescéncia emitida
pela primeira, na extremidade 3'. No inicio da &mca sonda esta intacta e, devido a
proximidade fisica das duas moléculas, e a haldéidde uma capturar a emissdo de
fluorescéncia da outra, a emissao de fluorescépela sonda é baixa. No decorrer da
amplificacdo a sonda € hibridizada ao DNA e ¢ ligida pela polimerase, que tem atividade
exonucleotidica 5’-3’ durante a extenséo da fitmglementar. Com a hidrolise, as moléculas
emissora e supressora de fluorescéncia sdo sepapstanitindo a deteccdo da fluorescéncia
emitida e, ao longo da reacao, conforme mais fragmsesdo amplificados, aumenta o sinal
fluorescente emitido, até que este ultrapasse iarlin possa ser detectado (Heid et al, 1996;
Alonso et al, 2003; Nicklas e Buel, 2003) (Figusa7).

A grande vantagem desta técnica é a sua espeadeidisto que apenas se amplifica,
detecta e quantifica a sequéncia alvo pretendiéa(ét al, 1996), apesar de ser uma tecnologia
de dificil delineamento devido & necessidade ddiicagdo e hidrélise eficientes. Além disso,
o fato de as sondas serem marcadas em ambas @widaties eleva o custo da reacdo. Além
dos beneficios comuns a qualquer reacdo de qPQGR,texnologia permite a obtencédo de
resultados com alta sensibilidade, maior precisdoeaor risco de contaminacdo, além de
possibilitar diferentes tipos de analise simultamerate (Heid et al, 1996; Alonso et al, 2003;
Butler, 2005; Kubista et al, 2006).

Existem diversos fluoroforos que podem ser utilisada marcacéo de sondas, e cada um
deles emite luz em um comprimento de onda diferdagta € uma das caracteristicas que
permite o desenvolvimento de reacOesuitipleX (por exemplo, uma Unica reacdo, contendo 0s
pares de iniciadores especificos para cada um dosotipos de Dengue), ja que o leitor € capaz
de diferenciar a deteccao de fluoréforos distines emitem luz em diferentes comprimentos de
onda (QIAGEN) (Figura 1-18).

A rapidez da qPCR é devida principalmente a remdedarocedimentos de deteccdo dos
produtos amplificados (revelacdo de gel de agaemsduz ultravioleta). Comparado ao PCR

convencional, esse processo apresenta varias eastagais rapido, com menos etapas, menor
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chance de contaminacéo e a capacidade de moritgraxduto da PCR dentro do préprio tubo
da reacgédo (sistema fechado); o uso de multiplagdfaoros associados a diferentes sondas, 0s
guais apresentam comprimentos de ondas difereéataando possivel a detec¢cdo de mais de um
alvo molecular em uma mesma reacéo, e, por Ultanmaior vantagem € a possibilidade de
quantificagcdo absoluta, uma vez que a fluorescégerada em um determinada @ermite
estimar a concentracgao inicial do acido nucleigo @resente na amostra que se quer quantificar
(Mackay et al, 2002).

Para a manutencdo da alta qualidade de um resultédmboatorial, € necessaria a
padronizacdo destes métodos. O diagndstico labmlatieve ter acuréacia e rapidez, com uma
boa relacdo custo beneficio. O desafio atual nodestle doengas humanas virais inclui a
aplicacdo de técnicas modernas para evitar reagdeadas entre amostras de origens diferentes,
cepas e sorotipos, assim como o desenvolvimentdird&izes de padronizacdo internacionais
para a implementacdo de garantia de qualidade snd@sstes laboratoriais (Manojkumar e
Mrudula, 2006).
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Sistema TagMan® SYBR® Green

1. Polimerizacdo: Os corantes fluocrescentes Reporter
{R) e Quencher () s3o ligados as extremidades 5'
e 3'da sonda Tagman, respectivamente.

Oligo senso Sond
Q nda 0:'

1. Principio da Reacdo: O corante SYER Green |
fluocresce quande ligado ao DMNA Tita dupla.
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2. Disposicdo da fita; Quando a sonda esta intacta, o

Reporter tem sua fluorescéncia capturada pelo

2. Desnaturacdo: Quando o DMNA & desnaturado, o
corante SYBR Green | & liberado e a fluorescéncia &
drasticamente reduzida.
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3. Clivagem: Durante cada ciclo de extens3o, a DNA 3 Polimerizagao: Durante a extensao, ocorre e
polimerase cliva o corante Reporter da sonda. anelamento dos iniciadores e o produto da PCR &
gerado.
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4. Palimerizacde completa: Uma vez separade do
Quencher, o'carante Reparter emite fluarescéncia. 4, Polimerizacdo completa: Quando a polimerizacdo e
: : I completa, o corante se liga ao preduto dupla-fita,
_“&"_ i ﬁ ; resultando no aumento da fluorescéncia.
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Figura 1-17. Esquema comparativo das reacées de qPCR comtesmaidagMar? e SYBR Green Fonte:

Applied Biosystems [http://www.appliedbiosystemsn¢absite/us/en/home/applications-technologies/real-
time-pcr/TagMan-and-sybr-green-chemistries.html].

Emissdo maxima de alguns corantes fluoréforos reporter

JOE (548) ROX (607) Cy5 (667)
VIC (552), HEX (553) Texas Red (615) Alexa Fluor 647 (666)
Bodipy TMR (574), Bodipy 630/650 Alexa Fluor 660
FAM (518) TET (538 NED (575) (640) (620
| | | | I
* * 0 L L

T T
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Figura 1-18. Espectro com exemplos de alguns dos fluoréforos midizados na técnica de qPCR e seus

respectivos comprimentos de ondas. Fonte: QIAGEN.
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral:

Estabelecer um protocolo de RT-PCR em tempo rea gaantificagdo das quimeras
dos quatro sorotipos de Dengue, do projeto de sekemento da vacina de virus vivo
atenuado recombinante (17D/Dengue) do PVIR/VDTESedvolvida no LATEV.

2.2.0bjetivos Especificos:

Estabelecer a concentracéo de primers para reagbetapa Unica com cada quimera.
Comparar o sistemiBagMarf etapa tnica com o sister8¥ BR Greenetapa Unica.
Acompanhar a cinética de propagacao viral agth factory dos quatro sorotipos de
quimeras com os sistemaagMarf e SYBR Green

Analisar a cinética de propagacédo viral da quinigfB/Den 3 realizada em garrafas
estacionarias utilizando os dois sistemas.

Comparar os resultados observados nas PCR-gRTdpiastmL) com a quantificacdo

feita através do ensaio de formacéo de placa el¢dim PFU/mL).



3. METODOLOGIA

3.1. Cultivo e manutencéao de células Vero

Vero € uma linhagem certificada (CClCertified Cell Ling de células epiteliais de rim
de macaco verde africanGdrcopithecus aethiopsdulto, As células foram obtidas através da
Colecé@o Americana de Culturas e Depositos (ATCO4)1pertencem a linhagem CCL-81. Esta
linhagem celular é aceita como adequada para augfiode padronizacdo de vacinas e nao
produz interferon do tipo I, devido a uma deleg&@mmmssomal.

A partir de banco de células armazenado a -196%tada linhagem foi expandida e
mantida em meio 199 com sais de Earle (18)r0&), tamponado com bicarbonato de sédio
gaseificado 4,4%, pH 7, suplementado com 5% de faab bovino inativado Qultilab®) e
antibiotico 1% (Sulfato de gentamicina 4 mg/mL) comubacdo sem agitacdo em estufa a
37°C com atmosfera de 5% de £@s culturas foram submetidas a passagens sen@anais
parte dessas culturas era destinada ao nossdiwabal

As células foram preparadas para 0s ensaios dgceimie propagacao e titulacdo com
24 horas de antecedéncia para 0s ensaios realieatdggarrafas estacionéarias, e com 48 horas
de antecedéncia para 0s ensaios de cinéticeettrfactories. As monocamadas confluentes em
frascos de manutencéo de 175 doram tratadas com uma solucéo de tripsina/EDTl&baem
PBS por 5 minutos em estufa a 37°C. Uma vez diadasj as células foram suspensas em 5mL
de meio completo (10% Earle 199, 5% de NaHCO3, 6P6 fetal bovino, 1% garamicina) e
sua quantidade estimada por contagem de uma aligeolOOuL em camara de Neubauer. A
densidade celular utilizada nas garrafas estadamdoi de cerca de 60.000 células/cm?
(garrafas preparadas com 48 horas de anteced@mi8@000 células/cm?), o meio de cultura
utilizado foi VPSFM sem soro. As culturas foram tidas em estufa a 37°C com 5% de CO2

para a manutencao do pH do meio nas culturas ¢emsisaberto (placas).
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3.2. Producéo de estoques virais das quimeras

Os clones quiméricos formados foram cultivados eliukas de células Vero em garrafa
estacionaria, sendo esta a chamada passagem ) @srestoques virais de trabalho foram
feitos a partir da segunda passagem em célulasdésrguimeras selecionadas para fazer parte
da vacina tetravalente, tendo os ensaios realizatlizado amostras na terceira passagem,
portanto. Foram preparados em frascos de 175cn@uéiaras de células Vero com densidade
de 60.000 células/cm2. As culturas foram infectamas m.o.i. (multiplicidade de infeccdo) de
0,002 e permaneceram em estufa a 37°C por 72 hdtas, quando o virus era recolhido, o que
coincidia com a observacao do efeito citopaticoEICmoderado. O meio sobrenadante das
culturas foi mantido em gelo até que fosse cemfaifio a 400 g (2000 rpm) por 10 minutos para
clarificacdo (retirada dos fragmentos de degradacélilar e células em suspensao).
Adicionamos sorbitol (8% volume final), para evitar formacdo de cristais devido ao
congelamento, e as suspensdes foram aliquotad@sbeml e armazenadas em freezer —70°C,
devidamente identificadas.

As guimeras de Dengue selecionadas para o estabeteo da técnica de PCR em
tempo real (Tabela 3-1) foram inoculadas em céM&®, cada um dos virus foi cultivado, em
garrafas ventiladas de 175tmcontendo 60.000 cél/émem meio VP-SFM sem soro,
suplementado com glutamina 4 mM e bicarbonato déss?. O cultivo foi mantido por 6
dias, em estufa de GPa 37°C. Ap6s 6 dias de propagacdo, o sobrenadantecolhido.
Posteriormente, uma aliquota de cada um dos 4diposdbi titulada por ensaio de plaque, em

placas de 6 pocos.

Tabela 3-1.Lista das cepas virais utilizadas ao longo dogtoog o titulo viral das amostras utilizadas.

Cepa Viral Titulo Viral da P2 (PFU/ml)
FA/DEN1 (PE) 1,8x 10
FA/DEN2 (PE) 2,9 x10
FA/DEN3 H87#3 3,7 x1¢
FA/DEN4 Ven87 3,2x 10

*P2 sdo as amostras da segunda passagem celuimreafa estaciondria.
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3.3. Curvas de propagacéo viral

Foram feitas curvas de crescimento ou cinéticd através da infeccdo de monocamadas
de células Vero, em meio VP-SFM, em garrafas dert78 no sistema deell factories(figura
3-1) de 2, 4 e 10 andares. A densidade celularOd208 cél/cri e o m.o.i. de 0,002 foram
utilizados para todos os cultivos, sendo as garra$tacionarias preparadas com 30.000 c&l/cm
e ascell factoriescom 40.000 cél/cfn com 48 horas de antecedéncia . Durante 7 diaslasas
foram mantidas em estufa com 5% C&®37°C, e foram coletadas aliquotas (de quant® ra
cada 24 horas ap6és a infeccdo. Ou seja, foramadaletaliquotas 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168
horas (1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 dias, respectivameté} a infeccdo. As aliquotas coletadas ao longo
da curva de crescimento foram congeladas a -7G\@metidas a titulacdo por ensaio de placa

em células Vero e RT-qPCR.

Figura 3-1. Cell factory de 10 andares. Fonte: Thermo Scientiébsite.

3.4. Titulacéo viral

A técnica utilizada como padrdo ouro para dosagemtiulos virais no laboratorio é
contagem do numero de placas de lise (adaptadatia ¢ Dulbecco, 1952) produzidas em
monocamadas de células Vero, sob meio 199/Earlepleto’CMC. Para as titulacdes das
aliquotas de cada uma das quimeras inoculadas) fatiizadas placas de 6 poc¢os, com células

Vero semeadas a densidade de 60.000 celulas/cindr24 antes do uso.
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Para a infeccdo foram feitas diluicdes seriadas' (4010°) da suspensdo viral e
inoculacdo da monocamada com 0,1ml de cada dil@igépincubacdo a 37°C a 5% de*qor
1 hora. Em seguida, o inéculo foi aspirado e admim 1mL de meio 199/Earle/CMC para uma
incubacéo de 7 dias em estufa de 37°C com 5% de R:8sados os 7 dias, as monocamadas
foram fixadas com formaldeido 10% e coradas comtatrivioleta 0,04%. Foi feita entdo a
contagem do numero de placas de lise em cada pocalenero de unidades formadoras de
placa (PFU) por ml de amostra foi calculado. Pacéloulo do titulo viral de cada amostra foi
utilizada a seguinte formula:
T =logioM + logilD + logi0FC, onde:
T = titulo expresso em log10 PFU/mL;
M = média do n° de placas de lise contadas em @teardinada diluicao;
ID=inverso da diluicdo onde as placas de lisenfiocantadas;
FC = fator de correcdo do inéculo para mL. Comamdaculo corresponde a 1QQ, que é a
décima parte de 1,0 mL, FC =1 (log10 = 1).

3.5. Desenho dos oligonucleotideos

Para a padronizacdo do RT-gPCR para Dengue o desenh construcdo dos
oligonucleotideos foi realizada atraves do progr&mmer Express® Softwaté/ersdo 3.0. Os
iniciadores sensos e reversos foram desenhados pagéio do envelope de Dengue e do inicio
da regido de NS1 de Febre Amarela, respectivamerde,sondas para a regido compreendida
entre os iniciadores (Figura 3-1). O fato de umiador ligar-se em uma regido de Dengue e o
outro em uma de Febre Amarela garante que a reajd®@specifica para os virus quimericos,
evitando a reacdo cruzada, ou seja, a quantificegfio de virus selvagens de Febre Amarela
guanto de Dengue, uma vez que SO reconhece a dEgjaacao dos dois.

Inicialmente, foram testados iniciadores e sonddzados em outras quimeras de
Dengue e Febre Amarela (Mantel et al, 2008) (TaBe2ae 3-3), porque acreditava-se que as
guimeras por apresentar a mesma construcdo tivessarsequencia bem. No entanto, apos
ensaios testando estes oligonucleotideos e condmardgs sequéncias, confirmamos que
somente os correspondentes a quimerca de sorofqpar@ capazes de amplificar as quimeras
desenvolvidas em Bio-Manguinhos. Apds o sequencgitoneos oligonucleotideos foram
desenhados de forma a reconhecer a sequénciadjtieaca proteina E de Dengue e a proteina

NS1 de Febre Amarela de cada quimera. As quimarabédm podem ser avaliadas através de
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oligonucleotideos que reconhecem a sequencia giiicaca proteina NS5 de Febre Amarela,
presente nas quimeras (Mantel et al, 2008) (TaBe88q Em seguida, foram utilizados os

iniciadores desenhados a partir das sequénciaguil@&ras utilizadas na proposta da vacina
(Tabela 3-4).

Dengue & o
hNoan® P S Wo
commE S FF S s
5 ] [ o 1 T ) o 3
— A — -

CYD-ins primers YF-NSE5 primers

Figura 3-2. Esquema da posi¢édo dos iniciadores utilizadosroetp.
Fonte: Mantel et al, 2008.

Tabela 3-2.Lista dos iniciadores e sondas para a regido E/pi#dlicados em Mantel et al, 2008. Foram alterados
os fluoréforos para possibilitar o desenvolvimesi¢éoum RT-PCR quantitativo em tempo real multiplex.

Nome/Descrigdo

Sequéncia (5'-3")

D1-E 2416-2507 Direto
D1-E 2416-2507 Reverso
D1-E 2416-2507 Sonda
(Fragmento com 92pb)
D2-E 2423-2485 Direto
D2-E 2423-2485 Reverso
D2-E 2423-2485 Sonda
(Fragmento com 54pb)
D3-E 2385-2479 Direto
D3-E 2385-2479 Reverso
D3-E 2385-2479 Sonda
(Fragmento com 95pb)
D4-E 2362-2463 Direto
D4-E 2362-2463 Reverso
D4-E 2362-2463 Sonda
(Fragmento com 102pb)

CATTGCAGTTGGCCTGGTAA
ACT TGAGCTCTCTCTTGCCAAAG
Fam-CCGATCAAGGATGCGCCATCA- NFQ-MGB

GTGGGAGTCGTGACGCTGTA
GTTGATGGCGCATCCTTGATC
VIC-TGGGAGTTATGGTGGGCGCCG- NFQ-MGB

AAAACACTTCCATGTCATTTTCATG
GTTGATGGCGCATCCTTGATC
NED-TGCGATAGGAATTATCACACTCTATCTGGGAGC- NFQ-MGB

CT TAGTATTGTGGATTGGCACGAA
GCGCCAACTGTGAAACCTAGA
Cy5-AGAAACACTTCAATGGCAATGACGTGCAT- NFQ-MGB

Tabela 3-3.Lista dos iniciadores e sonda para a regido NS=etlee Amarela publicados em Mantel et al, 2008.

Nome/Descrigdo

Sequéncia (5'-3")

YF-NS5 9595-9677 Direto
YF-NS5 9595-9677 Reverso
YF-NS5 9595-9677 Sonda

(Fragmento com 83pb)

GCACGGATGTAACAGACTGAAGA
CCAGGCCGAACCTGTCAT
Fam-CGACT GTGTGGTCCGGCCCATC-Tamra
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Tabela 3-4.Lista dos iniciadores desenhados para a regiaSE/N
Nome/Descrigao Sequéncia (5'-3")
D1-E+NS1 2353-2476 Direto AATAGGGATTCTGCTGACATGGTT
D1-E+NS1 2353-2476 Reverso GCATACCTTGATCCGCTTGA
(Fragmento com 124pb)
D2-E+NS1 2383-2481Direto GAATTCACGTAGTACCTCACTGTCTGT
D2-E+NS1 2383-2481Reverso ATGGCGCATCCTTGATCAG
(Fragmento com 99pb)
D3-E+NS1 2391-2469 Direto CT TCTATGTCATTTTCATGCATTGC
D3-E+NS1 2391-2469 Reverso CATCCTTGATCGGCTTGCA
(Fragmento com 79pb)
D4-E+NS1 2390-2472 Direto TCAAGGAACACTTCAATGGCTATG
D4-E+NS1 2390-2472 Reverso TGATCGGCGCCAACTGT
(Fragmento com 83pb)

3.6. Extracdo de RNA viral

O RNA total foi isolado a partir do sobrenadants dalturas de células inoculadas com
0s virus quimera. Para tanto, foi realizada a e&tralo RNA das amostras de cultivos virais
vitro com a utilizac&o do kit d@lAami® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN).

Estekit € capaz de extrair o RNA purificado de amostragpldema, soro ou outros
fluidos corporais, além de culturas celulares. lwstras podem ser frescas ou congeladas, mas
o ideal é que ndo se descongele mais de uma wngo haver diminuicdo da sensibilidade.

Inicialmente, a amostra € lisada sob condicbemalite desnaturantes para que RNases
sejam inativadas e o RNA viral isolado esteja imtaEntdo, o pH da solugcéo é ajustado para
promover a ligacdo do RNA na membrana de silica@@&NA permanece ligado a membrana e
0s contaminantes sdo lavados e descartados atdavéso de dois diferentes tampdes de
lavagem. O RNA purificado é, finalmente, eluido em tampé&o livre de RNases especial,
pronto para uso ou estocagem. Este RNA é livrerdieipas, nucleases e outros contaminates e
inibidores.

O RNA total foi utilizado como amostras para ag;des de etapa unica de PCR-gRT e

também para sintese dos fragmentos de cDNA qumfotiizados nas reacdes em duas etapas.

3.7. Curva padréo
Foram feitas curvas padrdo de RNA viral de cadegra para as reacdes de etapa Unica
e, para as reacdes em duas etapas, foi utilizadacunaa padrao plasmidial do trecho da regiao

NS5 amplificado pelos iniciadores utilizados naac¢@es. Esta curva padrdo plasmidial foi
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sintetizada a partir do virus FA17D e com os mesimicgdores publicados por Mantel (2008)
utilizados nas reacdes. Ambas as curvas consisgtmmma diluicdo seriada com concentracfes
variando em 10 cépias/reacdo{&010).

Para a diluicdo das curvas padrdo de RNA dos 4igosp foi feita, primeiramente, a
guantificacdo do RNA total extraido a partir doogsie viral através da reacdo em duas etapas
utilizando os iniciadores da regido NS5 e a sohag@Marf. Esta técnica foi estabelecida no
laboratorio e foi validada previamente. A partir ddmero de copias/reacdo quantificado na

reacdo em duas etapas RNA total foi, entéo, faiifugdo da curva.

3.8. Otimizacao da concentracdo dos oligonucleotioeda RT-qPCR

3.8.1. RT-qPCR sistem&agMan® em duas etapas

Com o objetivo de definir a melhor concentragéo mhisiadores (Tabela 4-2) para a
reacdo de RT-gPCR em duas etapas utilizando amsistagMarf, foram combinadas trés
concentracdes distintas de cada iniciador (diretaewerso) formando nove pares com
concentracdes diferentes (Tabela 3-5). Foi utilzacha curva padrdo de RNA diluida de forma
seriada nas concentracées d& 40G copias/reacdo como amostra e a concentracdo da son

TagMar? foi fixada em 200 nM. As amostras (de cada coimae&o) foi aplicada na placa em

triplicata.
Tabela 3-5 Esquema com a variagdo da concentracao dosdareis em nanoMolar (nM).
Iniciador reverso Iniciador senso
100 300 600
10C 100/100 100/300 100/600
300 300/100 300/300 300/600
600 600/100 600/300 600/600

Uma vez estabelecida a concentracdo ideal do paniciadores, foi determinada a
concentracdo de sonda para emissao de sinal fbemtescom o menor valor der CPara este
ensaio foram empregadas seis concentracdes distiatsondZagMarf, variando de 150 a 450
nM (Tabela 3-6). Cada amostra com a concentrac&ormida especifica foi aplicada na placa em
triplicata. Também foi utilizada a curva padraoagparrealizacdo destes ensaios. A analise dos

dados revelou a melhor concentracao de sondauwilsgada nas RT-qPCR.
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Tabela 3-6.Condicées da mistura dos reagentes para o ensaitinizacdo da concentracéo da sohdgMarf
para as reacdes em duas etapas, utiliza@gmblar® Universal PCR Master MiXApplied Biosystemg

Reagentes Volume (uL) Concentracéo final
Master Mix 5 1x

Oligo (+) 1 600 NM
Oligo (-) 1 600 nM
Sonda TagMar?® 0,38 -1,15 150 - 450 nM
H20 6,85 - 7,62
Volume mix/reacéo 15
amostra/reacao 5
Volume final/reagdo 20

3.8.2. RT-gPCR sistem&YBR Greeff etapa Unica

Para este grupo de ensaios, foi utilizado o segeond@unto de iniciadores, desenhado
especificamente para as quimeras do projeto.

Com o objetivo de definir a melhor a concentracés iticiadores (Tabela 3-4) para a
reacdo de RT-gPCR em etapa Unica utilizando onsis®YBR Greeh foram testadas nove
concentracdes distintas para os iniciadores (deeteverso), ambos na mesma concentracao.
Foram elas: 80nM, 120nM, 160nM, 200nM e 240nM (Tal#7). Foi utilizada uma curva
padrdo de RNA diluida de forma seriada nas cormeiws de f0a 1G copias/reacdo como
amostra e a concentracdo da sofidgMarf foi fixada em 200nM. Cada amostra (de cada

concentracao) foi aplicada na placa em triplicata.

Tabela 3-7.CondicBes de mistura de reagentes para realizig@msaio de RT-gPCR usando o sistS¥8R
Green.

Reagentes Volume (pL) Concentracdao final
SuperMix (Express syber greenER com ROX) 10 1x

Oligo ( +) 0,2-0,6 80 nM — 240 nM
Oligo (-) 0,2-0,6 80 nM — 240 nM
Enzima SuperScript Ill Platinum SYBR Green 0,5 1x

H20 3,3-4,1
Volume mix/reacao 15
amostra/reacéo 5

Volume final/reagéo 20
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3.9. RT-gPCR
As reacbes de PCR em tempo real foram feitag5®® Real Time Pcr System (Applied

Biosystems™)Foram realizadas reacbes de etapa Unica pelasnsistdeSYBR Green e

TagMarf. O processo de padronizacdo da PCR seguird osspasscritos abaixo, para cada um

dos sorotipos de Dengue.

3.9.1. RT-qPCR sistem&aqgMan® etapa Unica

Para as reacdes em etapa Unica utilizando o sistem®arf foi utilizado o kit
TagMarf Fast Virus 1-Step Master MigaApplied Biosystems As condicdes das reacdes em
etapa Unica, pré-estabelecidas, foram as demoastras tabelas abaixo (Tabelas 3-8 e 3-9).

Tabela 3-8.Concentracédo dos reagentes do ensaio usandema&aqMarf etapa Unica de RT-qPCR utilizando
o TagMarf Fast Virus 1-Step Master MigdaApplied Biosystems™

Reagentes Volume (pL) Concentracéo final
Master Mix 5 1x

Oligo (+) 1 400 nM
Oligo (-) 1 400 nM
Sonda TagMart’ 0,38 150 nM

H20 7,62
Volume mix/reacao 15

amostra/reacéo 5
Volume final/reacao 20

Tabela 3-9. Condicdes de ciclagem térmica do ensaio usandisterrsaTagMarf etapa Unica de RT-qPCR,
utilizando oTagMarf Fast Virus 1-Step Master MidaApplied Biosystems™.
Ciclagem térmica

Hold 50°C 5

Hold 95°C 20"

40 ciclos Desnaturagdo Ciclo 95°C 15"
Anelamento e extenséo 60°C 60"

3.9.2. RT-gPCR sistem&YBR® Greenetapa Unica
Para estas reacfes, foram utilizadosEXPRESS SuperSciiptMix for One-Step
GreenER' e 0EXPRESSSYBR GreenER' SuperMix with Premixed RQXalnvitrogen . As
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condicdes para as reacbes cBWBR Greehforam as relacionadas nas tabelas abaixo (Tabelas

3-10 e 3-11).

Tabela 3-10.Concentracéo dos reagentes do ensaio usandema®YBR Greende RT-qgPCR

Reagentes Volume (uL) Concentracéo final
SuperMix (Express syber greenER com ROX) 10 1x

Oligo ( +) 05-0,6 200 — 240 nM
Oligo (-) 0,5-0,6 200 — 240 nM
Enzima SuperScript Ill Platinum SYBR Green 0,5 1x

H20 39-41
Volume mix/reacao 15
amostra/reacao 5
Volume final/reagéo 20

Tabela 3-11.Condicdes de ciclagem térmica do ensaio usanikiersSYBR Greende RT-gPCR

Ciclagem térmice

Hold 50°C

Hold 95°C

40 ciclos Desnaturacao Ciclo 94°C
Anelamento e extensao 60°C

95°C

Curva de Dissociacao 60°C
95°C

60°C

5
o
15”
60"
15”
60"
30”
15"

3.9.3. RT-gPCR sistem&aqMan® duas etapas
3.9.3.1. Sintese da cadeia de DNA complementar

Para as RT-gPCR em duas etapas, apos a extra¢@dAloa sintese da cadeia de DNA

complementar (cDNA) ao RNA de cada sorotipo vicalréalizada usanddigh Capacity cDNA

Reverse Transcription kit (Applied Biosystems3'"juantificada por nanodrop. Todas as reacgdes

de sintese de cDNA foram realizadas no termocicl@mmeAmp PCR System 97@pplied

Biosystems™)com ciclagem de 10 minutos a 25°C, 120 minut8g°& e 5 minutos a 85°C. As

outras condicOes de reacao estéo listadas na Tali@a
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Tabela 3-12.Condic¢des para a reagao de sintese de cDNA.

Reagentes Volume (uL) Concentracéao final
Agua milli-Q 7

Random Primer 10x 4 1x

Tampéa 10 x 4 1x

dNTP 2 100 mM
Inibidor de RNAse 40U/ pL 1 1.0U
MultiScribe 50U/uL 2 2.5U

Total mix/reagéo 20 e
RNA/reacéo 20 e

Volume final cDNA AR ===

3.9.3.2. Reaclbes

Nas reacbes em duas etapas foram utilizados amaliteotideos publicados por Mantel
e colaboradores (2008) correspondentes a regidoddS=ebre Amarela e a regido de juncéo
E/NS1 do virus quimérico do sorotipo 3 e a técridea RT-gPCR utilizando os mesmos
iniciadores ja se encontrava em processo de valdag Bio-manguinhos ou LATEV. Foram
utilizadas as mesmas condi¢des de reacdo em usaima do laboratorio para as reacdes que
tinham como alvo a regido NS5 (Tabelas 3-13 e 3I1aaliadas as melhores condi¢bes para as
reacdes com o sorotipo 3 como alvo Tabelas (3-34L8). As reacdes de segunda etapa foram
realizadas utilizando dagMarf Universal PCR Master MigApplied Biosystems.

Tabela 3-13.Concentragéo dos reagentes do ensaio usandema&aqgMarf em duas etapas tendo como alvo a
regido NS5 de Febre Amarela..

Reagentes Volume (uL) Concentracéo final
Master Mix 12,5 1X

Oligo ( +) 0,75 300 nM
Oligo (-) 0,75 300 nM
Sonda TagMart’ 0,38 150 nM

H20 5,62
Volume mix/reacao 20
amostra/reacao 5
Volume final/reagéo 25

Tabela 3-14 Condi¢8es de ciclagem térmica do ensaio usarsigtemalragMan® duas etapas de RT-gPCR.
Ciclagem térmica

Hold 50°C 2'
Hold 95°C 10
40 ciclos Desnaturagéo Ciclo 4°C 15”

9
Anelamento e extensao 60°C 60"
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Tabela 3-15.Concentracdo dos reagentes do ensaio usandoemaiBagMan® em duas etapas tendo a regido
E/NS1 de jungéo como alvo.

Reagentes Volume (uL) Concentracéo final
Master Mix 12,5 1x

Oligo (+) 15 600 nM
Oligo ( -) 1,5 600 NM
Sonda TagMart’ 0,5 200 nM

H20 4
Volume mix/reacéo 20
amostra/reacao 5
Volume final/reacéo 25

3.10. Correlacao entre PFU/mL e cépias/mL

Com o objetivo de estabelecer uma correlacdo emtmimero de PFU/mL e de
copias/mL, analisamos a quantificacdo de amostradgrds recombinantes de FA 17D e Dengue
propagadosn vitro por RT-gPCR e ensaio de placas de lise. As ansosttiizadas nesta
correlagdo foram de garrafas estacionarias ounsistde cell factories que sdo sistemas
projetados para a cultura de células em largaa&scptoducédo de biomateriais, como vacinas e
anticorpos monoclonais, ja que fornecem uma exteuparficie de contato para o crescimento
celular em um espaco limitado. Tanto para a ciaé&in garrafas estacionarias quantoceth

factoriesforam coletadas aliquotas a cada 24 horas, duratises.

3.11. Andlise estatistica

O desvio padrao (DP) € uma medida de dispersadusdspe descreve os desvios dos
resultados em relacdo a média. O coeficiente dagZr (CV) € uma medida de dispersédo
relativa, que corresponde ao desvio padrdo expremsm a porcentagem da média. Quanto
menor o CV, mais homogéneo é o conjunto de dadesriAncia é o quadrado do desvio padréao
e, assim como este, € uma medida de dispersdoalgariavel.

A Analise de Variancia (ANOVA) & um procedimentdlizado para comparar trés ou
mais tratamentos. A ANOVA simples testa a hipéteda de que todas as populacdes analisadas
tém meédias idénticas contra a hipotese alternavgue uma ou mais médias das populacdes
difere das demais. Para fazer a ANOVA comparandiamveas de diferentes populagdes,
utiliza-se o teste F, que permite que em situagbesapresentam diferenca significativa, por

meio do teste F, € possivel avaliar a magnitudéifdeenca. Para tanto, € utilizado um teste de
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comparacfes multiplas. Optamos por utilizar nadisesgado projeto o teste de Tukey, que
permite testar contraste entre médias. Este testaseia da Diferenca Minima Significativa
(DMS). Como o teste de Tukey € de certa forma ieddpente do teste F, é possivel que mesmo
gue o valor calculado em F sendo significativo, difarenca encontrada no teste de Tukey nao
seja. Se o contraste observado for maior do qubi§,2ntdo as médias se diferem ao nivel
(0,05) de significancia.

O testet de Student € um dos testes mais usados para conajoés grupos de amostras
independentes entre si. Este teste utiliza a dif@rentre as médias amostrais dos dois grupos e
o erro padrédo da diferenca das meédias entre ogdgi®s. Para que se realize o teste, ndo sao
necessarios os dados brutos. E possivel realizéApbase somente nas médias, desvios padréo
e tamanho de cada amostra (Toledo e Ovalle, 1995).

Ambas as analises consistem em avaliar a signdiaéa diferenca entre as médias de
diferentes populacdes, e sdo aplicaveis a dadosinaos e de distribuicdo Gaussiana.
Utilizamos o teste t para fazer comparacdes enp@pRlacées e a ANOVA simples para analise
entre 3 populacdes. As andlises utilizaram semprentervalo de confianca (IC) de 95%. Os
dados foram previamente organizadoshMicrosoft ExceR010e as andlises foram realizadas no
programaGraphPad Pristfi 5.01 a fim de avaliar os dados obtidos ao longprdieto.

Para fazer uma andlise estatistica final, fizemos @analise de correlacdo entre os
resultados obtidos através da quantificacdo pogRCR utilizando os pardmetros padronizados
para SYBR Green e os resultados da titulacao peita ensaio de formacéo de placas de lise, a

fim de verificar se existia uma correlacéo sigmifica entre eles.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica de RT-gPCR padronizada ao longo desfetpré de extrema importancia para
a continuidade do projeto de Vacina Recombinantgéraddengue desenvolvido no LATEV. O
método fornece resultados em até 2 dias contradissAequeridos pelo método padrédo ouro de
titulacdo em placa de lise, pode ser aplicado etast@s fases de desenvolvimento da vacina
como producdo dos antigenos, o monitoramento dpagegdo viral, avaliagdo dos lotes
vacinais, analise de amostras clinicas em estudadodge resposta e carga viral em casos de

possiveis reacdes adversas que venham a ocorrer.

4.1. Curva padréo

Em projetos que tém como objetivo padronizar umod@ide quantificacdo absoluta, é
necessario utilizar uma amostra padrédo que comelspao material a ser analisado (Mantel et al,
2008). Por isso, foram feitas curvas padrédo de RIAada sorotipo para serem utilizadas nos
ensaios ao longo da padronizacao do teste.

Para construir curvas padrdo que nos permitissemm@anhar a cinética virah vitro,
dos quatro sorotipos de Dengue, amostras viraigjumeras FA17D/Dengue dos quatro
sorotipos com concentracao inicial dé tBpias de RNA foram diluidas seriadamente na base
10, até o ponto FO(Figura 4-1, 4-2 e 4-3). A quantificacdo do estogiral utilizado para
montar as curvas de RNA para cada sorotipo foizadh através de um ensaio em duas etapas
com os iniciadores da regido NS5 do virus da FAbmarela, utilizando o sistenitagMarf e
tendo uma curva padréo plasmidial ja padronizaddidada no laboratério como referéncia.

Em todas as curvas, as amostras referentes a cattadqe diluicdo foram aplicadas em
triplicata na placa e, ap6s a reacdo, os paramstope R’ e Eficiéncia, foram analisados e
avaliados. A curva padrdo plasmidial construida eomegido NS5, utilizada nos ensaios em

duas etapas utilizando o sistefiagMar?, apresentowslope de -3,43, R de 0,99 e Eff%
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(Eficiéncia) de 95,34. As curvas padrdo de RNA giaisneras FA17D/DEN1, FA17D/DENZ2,
FA17D/DEN3 e FA17D/DEN4 apresentaram, respectivametopede -3,31, -3,29, -3,23 e -
3,31, R de 0,99, e Eff% (Eficiéncia) de 100,15, 101,263,82 e 100,12. Os dados encontrados
estdo todos dentro do critério de aceitacddplplied Biosystemsio qual uma curva padrédo
deve ter os valores dglopeem torno de -3,33 (-3,8 a -3,1)> Bm torno de 0,99 (maior que
0,90) e Eff% de 100% (entre 90% e 115%), permitinmytanto a utilizacdo dessas curvas em
todos os ensaios de quantificacdo viral das qusrsggddengue.
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Figura 4-1. A - Curva padrédo plasmidial da regido NS5 (YF\V@pm 6
pontos de diluigao.
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Figura 4-2. B e C - Curvas padrdo de RNA dos sorotipos FA1HND
e FA17D/DENZ2, respectivamente, ambas com 6 porgasidigcdo.
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Figura 4-3. D e E - Curvas padrédo de RNA dos sorotipos FA1HNB
e FA17D/DEN4, respectivamente, ambas com 6 porgasidigdo.
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4.2. Otimizacdo das concentragdes dos oligonucleteds

4.2.1. TagMan®

Apobs o estabelecimento das curvas padrao paraaaé® quimeras, a quimera de Dengue
3 foi o primeiro alvo utilizado na padronizacdo BGR em tempo real. Inicialmente para o
desenvolvimento e padronizacdo da técnica foradizados oligonucleotideos iniciadores
descritos por Mantel e colaboradores (2008) paampanhamento da cinética de replicacao
viral através da avaliacdo das regides E/NS1 e MS5oligonucleotideos desenhados para a
juncdo da regido E correspondente a sequénciaadeima E de Dengue 3 e da regido NS1
correspondente a proteina NS1 de Febre Amarelap@&wsite acompanhar exclusivamente a
quimera de FA17D/DEN3, no entanto os iniciadoresedbados para a regido NS5
correspondente a proteina do virus da Febre Amaasdapossibilitou 0 acompanhamento da
cinética tanto da quimera FA17D/DEN3 quanto dosrite Febre Amarela.

Para definir a melhor concentragéo de oligonualieos para a regido E/NS1 a ser usada
nos experimentos, nove concentracdes distintasnfdestadas, mantendo a concentracdo da
sonda fixa em 200 nM (Figura 4-4). Ap6s a andlise dados a concentracdo de 600 nM foi a
escolhida por apresentar a menor variacdo entrgitades e o melhor desempenho na

quantificacao, ou seja, menot € menor desvio padrao.

Variagao da concentracgao dos iniciadores
29
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25 -
59
© 2 7/
21 7 —
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Concentragao dos iniciadores (nM)

Figura 4-4. Variacdo da concentragdo dos oligonucleotidea@sanhdres utilizados nas reacdes de
TagMan® em duas etapas. Valores encontrados paea mesma amostra de estoque viral
FA17D/DEN3 e seus respectivos desvios padrao.

Uma vez definida a melhor concentracdo de oligauideos iniciadores, sete

concentracdes de sonda foram avaliadas. A conc¢éotr@os oligonucleotideos iniciadores foi
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fixada em 600/600 nM. A menor concentracao de sqnéaapresentou 0 menor desvio padréao e
também o menor valor der@i 200 nM (Figura 4-5).

Variagao da concentragao da sonda
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Concentragdo da sonda (nM)

Figura 4-5. Variagcdo da concentracéo da sonda utilizada rsgées de TagMan® em duas
etapas. Valores encontrados para uma mesma andestatoque viral FA17D/DEN3 e
seus respectivos desvios padrao.

Para avaliacdo da regido NS5 foram utilizadas adrexgbes previamente estabelecidas
em outro projeto do laboratério, mas escolhidasvas do mesmo procedimento (Fernandes, A.
G., 2012). Os resultados obtidos na variacao daerdracéo dos iniadores de 100 a 600 nM,
com concentracao de sonda fixa em 150 nM, podelsarvada na Figura 4-6. A concentracao
escolhida foi a de 300/300 nM. Os resultados obtitzs ensaios avaliando a quantificagdo com
variacdo da sond@agMarf e fixando a concentracdo dos oligonucleotideoSaitices em
300/300 nM estéo representados na Figura 4-7. Becdracédo de sonda escolhida foi a de 125
nM.

Para as quimeras FA17D/DEN1, FA17D/DEN2 e FA17D/@Hido foi possivel realizar
0 mesmo procedimento com os oligonucleotideos gadidis por Mantel e colaboradores (2008)
porque ndo conseguimos amplificar as quimeras aietprcom os oligonucleotideos desenhados
para regido E/NS1. No entanto, todos foram amapliiics pelos oligonucleotideos
correspondentes a regido NS5 de Febre Amarelz@nasntracdes utilizadas foram as mesmas,

assim como os padrdes de amplificacéo.
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Variacao da concentrag%io dos iniciadores
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Figura 4-6. Variacdo das concentracdes dos oligonucleotidd@omdores, valores
de G encontrados para a mesma concentracdo de viric@pias/ mL) e seus
respectivos desvios padréo. Fonte: Fernandes,,20G2.
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Variagao na concentragao de sonda
30,5
30 -+

29,5

29 -
]
28,5
M Virus da Febre
28 - Amarela
27,5 -
27 . T T T T
50 75 0 175

Concentragdo de Sonda (nM)
Figura 4-7. Variacdo da concentragdo da sonda, valores de €dnhtrados para a
mesma concentragdo de virus (104 copias/ mL) e respgctivos desvios padrao.
Fonte: Fernandes, A. G., 2012.

4.2.2SYBR Greenetapa Unica

Ap6s a padronizacdo dos ensaios utilizaf@mMar?, e como ndo foi possivel a
amplificacdo de todos os sorotipos com o primeingjunto de oligonucleotideos testados, novos
oligonucleotideos foram desenhados e testadosBR Green uma vez que ndo tinhamos
tido acesso, ainda, as sondas.

Para as reacdes cd®YBR Greentambémfoi feita uma analise para encontrar a melhor

concentracao de iniciadores para a realizacao nlemces. Dentre as concentragcdes testadas, a
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que apresentou maior linearidade e menprfd 240nM para o sorotipo 3 e 200nM para o0s
outros sorotipos (Figuras 4-8 e 4-9).

A Variagao da concentracao dos iniciadores
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Figura 4-8. Variagcdo das concentracdes dos oligonucleotideéciadiores, valores de{C
encontrados para a mesma concentracdo de virusc@pias/ mL) para os sorotipos de
virus quiméricos FA17D/DENL1 (A) e FA17D/DEN2 (B).
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Figura 4-9. Variagé@o das concentragdes dos oligonucleotidecisdiores, valores de CT
encontrados para a mesma concentracdo de virux@ias/ mL) para os sorotipos de

virus quiméricos FA17D/DEN3 (C) e FA17D/DEN4 (D).

A tabela 4-1 relaciona, para cada sorotipo, o vdéoiim, o limite de quantificacdo e a
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média do G 10’. Como é possivel observar na tabela, os ensdlizanto o sistema d8YBR

Greennédo permitiram a quantificacdo de amostras comesuracdes mais baixas, exceto para o

sorotipo 4. Enquanto isso, os ensaios em duas setajlizando o sistema@agMar® nos

permitiram quantificar amostras com concentrac@&e$®copias de RNA por reacéo para todos

0s 4 sorotipos das quimeras.
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Tabela 4-1.Determinac&o dos limites de quantificacdo (LQ) dasdes com o soroti®YBR Green Tm e G
médio para 0s 4 sorotipos de quimeras, comparasmoambservado nas reacdes em duas etapa$agitarf.

NGmero de copias Média G10™* Tm(°C)** LQ SYBR’ Green LQ TagMan®
FA17D/DEN1 14,94 81 10° 10°
FA17D/DEN2 22,59 82,5 10 107
FA17D/DEN3 17,41 77,5 10 107
FA17D/DEN4 16,90 80,5 10 109

*Ct médio observado nos ensaios3¥BR Greenpara os pontos da curva padrdo com concentracalodeirl®
copias/mL dos quatro sorotipos, respectivamente.
**Tm (Temperatura de dissociac&o) de cada soratgmreacdes d&@YBR Green.

Com a padronizacao da técnica a faixa de concé@atrée oligonucleotideos iniciadores
e sonda que promoveram o melhor resultado e a mphoporcéo entre eles, seguindo um
modelo de custo-beneficio foram estabelecidos dendoa garantir maior eficiéncia na
guantificagdo, com menortG2 menor variacdo entre as replicatas. Para aSegam duas
etapas comTagMarf, para o sorotipo FA17D/DEN3, as concentracdescisziadas foram
600nM para os iniciadores, senso e anti-sense@semeverso), e 200nM para a sonda. Ja para
0s ensaios comSYBR Greehy em etapa Unica, foram padronizados com 200nM de
oligonucleotideos iniciadores para os sorotipdsd 4, e 240 nM para o sorotipo 3.

Encontrar a concentracdo ideal de oligonucleotidedsadores € crucial para a
otimizacéo de uma RT-qPCR. E recomendaiaplied Biosystems que a solucéo de trabalho
seja mantida em uma concentragédo de 10pM@ que seja pipetado sempre um volume maior
gue 5uL desta solucdo. Estas recomendagdes foram seguadasacoes realizadas no projeto.

A concentracdo de oligonucleotideos utilizada n&R Ppode variar muito, com
concentracdes de 100 a 900 nM (Bae et al, 2003;eGdtuiz et al, 2006; Lai et al, 2007;
Gurukumar et al, 2009; Nunes et al, 2011; Kumamlet2012). A concentracdo Gtima de
oligonucleotideos iniciadores utilizados em RT-qP&@R SYBR Greehe TagMarf tendem a
ser igual (Gomes-Ruiz et al, 2006; Kumar et al,20fho entanto, isso néo foi observado neste
projeto. Isto pode ter ocorrido devido ao fato deobbigonucleotideos correspondentes a regido
E/NS1 de Dengue usados nas reacdes TagMarf ndo terem sido os mesmos utilizados nas
reacbes corBYBR Greeh
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4.3. Comparacdo entre ensaios de duas etapas constamha TagMan® e o virus
FA17D/DEN3 avaliando duas regides diferentes

Com as concentracdes dos reagentes otimizada,ne def dar inicio ao processo de
padronizagdo da técnica de RT-gPCR para a quaiitc dos virus quiméricos de Dengue,
utilizamos o sistem@agMarf, em reacdes de duas etapas com os oligonuclestidexicados
por Mantel e colaboradores (2008), tanto correspotes a regido de juncdo E/NS1 quanto a
regido NS5 de Febre Amarela. Nesta etapa todasagées foram feitas utilizando a quimera
FA17D/DEN3 como amostra. Com os resultados obtodos as quantificacdes realizadas com
os dois sistemas, foi realizada uma comparacae @strvalores de {Cencontrados para as

mesmas amostras avaliadas pelas diferentes regiéS1 e NS5 (Figura 4-10).

Comparacgao dos Cts observados em
amplificacdes com o sistema TagMan em duas
etapas através de duas regides diferentes

(E/NS1 e NS5)
45,0
40,0
35,0 b
30,0 | L
53 'c—a——B=—Bp—R—R—R -
150 +— _ | - L L1 |- |- L ®m E/NS1
e | ... .- |
0:0 ' T T T T T T NSS
108 107 106 10° 10* 103 10?

Pontos da curva padrdo (copias/mL)

Figura 4-10. Comparacao entre CTs observados através da arapéfh dos pontos de
uma curva padrdo de cDNA FA17D/DEN3 por duas regidderentes do virus —
E/NS1 e NS5 — utilizando o sistema TagMan® em regcie duas etapas.

Através desta comparacdo foi possivel observaroguensaios que tém a regido NS5
como alvo sdo mais sensiveis, apresentango iais baixos (em torno de 4 a 5sCde
diferenca) para todas as amostras, quando comgaaadoensaios que possuem a regiao E/NS1
como alvo, tendo essa diferenca, sido estatistiotamgignificativa (Figura 4-11) e avaliada
através da realizacdo de um teste t, observamgsuaior < 0,0001 e um¥Rie 0,94.

No entanto, a diferenca entre os ensaios ndo #e knregido alvo, mas também ao tipo
de oligonucleotideo marcado utilizado.
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Média dos Cts observados na
quantificagcdo de amostras tendo duas
diferentes regides como alvo: E/NS1 e NS5
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Figura 4-11. Comparagdo entre as médias dos CTs
observados através da amplificacdo dos pontos de um
curva padrédo de cDNA FA17D/DENS por duas regides
diferentes do virus — E/NS1 e NS5 — utilizandostesha
TagMan® em reagdes de duas etapas.

A sondaTagMarf utilizada nas reacées com oligonucleotideos gooregentes & regigo
NS5 de Febre Amarela possui marcacdo FAM-TAMRAHS'), que utiliza o fluoréforo FAM
como fluoréforo emissor e 0 TAMRA como supresséralJsondaragMarf correspondente a
regido de juncdo E/NS1 é marcada com o fluor6foEDNe um supressor nao fluorescente
MGB, que estabiliza a sonda, permittindo maior eigelade e facilitando a quantificacdo de
sequéncias alvo mais dificeis, além de aumentaenapdratura de dissociacadpplied
Biosystems).

E possivel que a eficiéncia mais baixa observagaensaios que tiveram como alvo a
regido E/NS1 tenha sido causada pela diferencaaneagéio da sondeagMarf. Na publicacédo
de Mantel e colaboradores, 2008, todas as sofaaldlarf para os quatro sorotipos possuem
marcacdo FAM/TAMRA. Neste estudo foi desenhada soraa com marcacao distinta para
cada sorotipo visando estabelecer em um primeirmento um PCR individual para cada

guimera e no futuro estabelecer uma reagcdo muitiple
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4.4. Comparacao entre ensaios de etapa Unica utdizdo SYBR® Green(regido E/NS1)e
em duas etapas utilizanddagMan® (regido NS5)

Apdés o sequenciamento das quimeras, realizado pABER, que trabalha em
colaboracdo com o LATEV no projeto da vacina quiogcontra dengue, observarmos que 0s
oligonucleotideos publicados no trabalho de Margelcolaboradores (2008) ndo eram
correspondentes as quimeras do projeto. O resuttadsequenciamento so foi disponibilizado
apos a escolha do protocolo. No caso da FA17D/DBENdiciador senso € correspondente, além
da regidao E/NS1, a mais uma regido inesperadajdicendo a amplificacdo do fragmento. A
sonda desenhada para a quimera de dengue 2 nam neggdo correspondente a FA17D/DEN2
e a sonda para a quimera de dengue 4 também poasude uma regido correspondente em
FA17D/DEN4. Os oligonucleotideos de dengue 3 passvegido de correspondéncia em
FA17D/DENS3: o iniciador senso possui regido 96% espondente, o reverso 100% e a sonda
94%..

Com isso, um novo conjunto de oligonucleotideosdiEsenhado para reconhecer essas
guimeras. A partir da chegada destes oligonucleosidiniciamos a padronizagdo e os testes
com SYBR Green em etapa Unica. Foram analisadas 75 amostrazantlb este sistema e
tendo a regido E/NS1 como alvo. Estas mesmas amdetiam analisadas também pelo sistema
TagMarf em duas etapas, tendo a regido NS5 de Febre Axarelo alvo, a fim de avaliar os
ensaios d&SYBR Green uma vez que j& havia sido padronizado no labdeatd ensaio com
TagMarf avaliando a regido NS5 do virus da Febre Amarela.

Os resultados de € obtidos para cada amostra utilizando os dois dnétdoram
comparados através de um teste t, e a diferenga estes resultados se mostrou significativa,
com p valor < 0,0001, com um?Rle 0,69 (Figura 4-12). Tendo os ensaios que arilin
TagMarf se mostrado mais sensiveis que os que utilizaraBiR Green

Depois de verificar que a analise das mesmas asostilizando o mesmo sistema
(TagMarf), para regides distintas, apresentaram uma difare@a quantificacdo, resolvemos
avaliar se mudando o sistema de quantificagdo dg&encas permaneceriam ou diminuiriam.

No entanto observamos que a diferenca permanegize ea quantificacdo através da
regido NS5 continuou maior quando comparada cooaatijicacdo avaliada pela regia E/NS1 e
de forma estatisticamente significativa (cerca de32Gs de diferenca).
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A quantificacido de amostras por
SYBR Green e TagMan

Ct meéedio

SYERIGreen TaqMaln 2step

Figura 4-12. Comparagdo entre as médias dos CTs
observados através da amplificagdo de um grupo de
amostras utilizando o sistema TagMan® em reagfes de
duas etapas e 0 SYBR Green®.

4.5. Comparacao entre ensaios de etapa Unica utdizdo SYBR® Greene TagMan®

A fim de avaliar se a diferenca observada entreremiltados anteriores estava
relacionada ao fato de o grupo de ensaios feitosTagMarf ser realizado em duas etapas e 0
grupo realizado corBYBR Greenera feito em uma etapa Unica, selecionamos unogierB5
amostras para ser avaliado com os dois sistefizmpviar? e SYBR Green ambos em etapa
nica. No entanto, observamos novamente que o®sranTagMarf apresentavam+@ mais
baixos e a diferenca entre as médias 98 mostrou significativa, também tendo sido adali
por um teste t, apresentando um p com valor < Q,@00m R igual a 0,86 (Figuras 4-13 e 4-
14).

Tanto na comparacdo com o sistefagMarf em duas etapas quanto em etapa Unica, as
amostras quantificadas pelo sisterB¥BR Greenapresentaram valores dgsGe sensibilidade
mais baixos. No entanto, o que pode ser observamis oomumente na literatura € uma
sensibilidade maior deste sistema em relacabaaMar? (Gomes-Ruiz et al, 2006; Richardson
et al, 2006; Kumar et al, 2012). As reacdes @YBR Greencostumam ser mais sensiveis até
mesmo pelo fato de serem menos especificas e néio sdetadas por pequenas mutacdes que
possam ser apresentadas pelos genomas analisadoan® o sistem@aagMarf pode ter sua
sensibilidade diminuida em até 47% com apenas uuwtacdo pontual (Paudel et al, 2011). As

regides amplificadas inespecificas ou a formacadideros de oligonucleotideos iniciadores
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podem levar a uma superestimacao da quantificaicalp por isso € muito importante que seja
feita a andlise da curva de dissociacao ao finedgao.

No entanto, também j& foram descritas na literagittacdes onde as reacdes GWBR
Greenapresentaram sensibilidade igual ou menor querasTegMarf (Paudel et al, 2011). Isto
pode ocorrer quando a reacdo c@YBR Green ainda requer ajustes. Devido & sua
caracteristica inespecifica, & mais dificil padzraniuma reacdo co®YBR Greendo que com

TagMarf (Arya et al, 2005).

Comparagao entre os Cts observados em
amplificacao com sistema TagMan em etapa
Unica (regidao NS5) e SYBR Green (regido E/NS1)

——  METagMan

SYBR Green
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FA17D/DEN1 FA17D/DEN2 FA17D/DEN3 FA17D/DEN4
Sorotipo

Figura 4-13. Comparacéo entre CTs observados através da arapéifi de pontos de
cinéticas virais dos 4 sorotipos por SYBR GreernfgagMan® em etapa Unica.
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Figura 4-14. Comparacéo entre as meédias dos CTs

observados através da amplificacdo de pontos de
cinéticas virais dos 4 sorotipos por SYBR Green® e

TagMan® em etapa Unica.
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4.6. Comparacao entre os ensaios de titulacdo parfacao de placas de lise (PFU/mL) e
RT-gPCR (copias/mL)

Durante o processo de desenvolvimento de uma vaginacessario que se determine o
perfil cinético da propagacéo viral, a fim de detiear o pico de producdo do antigeno de
interesse e quando este € atingido. No projetoadénd de Dengue Recombinante desenvolvido
no LATEV, atualmente, a propagacao das quimerasigorealizada em garrafas estacionarias,
porém diante da necessidade de escalonamento dacfmde virus, ensaios para avaliar a
cinética de replicacdo viral no sistema @l factoriesforam realizados. O sistema dell
factoriesé capaz de aumentar a superficie celular, poreantmantidade de virus produzido para
estes ensaios foram realizadas através de curvaesieimento em cell factories de 2, 4 e 10
andares. Para avaliar a melhor condicdo de profagags amostras foram coletadas e
guantificadas por RT-gPCR e tituladas através dsaiende formacdo de placas de lise. Os
resultados obtidos em cépias de RNA/mL (ensaioetpa Unica utilizandSYBR Green) e
PFU/mL foram, entdo, comparados e analisados cajuda do program&raphPad Prisrfi a

fim de avaliar se a diferenca encontrada entraias dvaliacOes era significativa.

4.8.1 Cinética viral em garrafa estacionaria

Antes das cell factoriesserem utilizadas, as propagacdes virais eram agalsz em
garrafas estacionarias de 173crEstas amostras ndo chegaram a ser quantificataBRp
gPCR, mas sim por ensaio de placas de lise. Aésanal perfil da cinética de cada sorotipo das
guimeras, observamos que o pico de crescimentd etea observado no quinto dia apds a
infeccdo das quimeras (Figura 4-15), com excecd@d&D/DEN1, que atinge seu maior titulo

no quarto dia.
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Cinética viral dos quatro sorotipos de quimeras
em garrafa estacionaria de 175cm?
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Figura 4-15. Perfil da cinética viral das quimeras dos quatntpos em propagagao
realizada em garrafas estacionarias ventiladag8eni2, em meio VP-SFM.

4.8.2 Cinética viral emcell factory

Foram testadas no projeto trés apresentacoesrdderdecell factories sendo elas 2, 4
ou 10 andares. Para cada apresentacao e sorotqpongra, foram feitas curvas de propagacéo
viral, a fim de avaliar o padrdo de comportamenit@mlve a eficiéncia das diferentes
apresentacgdes. Inicialmente, foram testadasehdactories2 andares, com a coleta diaria de
amostras, ao longo dos 7 dias seguintes ao diafelecéo. Apos isto, tendo sido estabelecido o
dia de inicio da fase de platd, as amostras passarser coletadas somente nestes dias, durante
os testes com asell factoriesde 4 e 10 andares. As amostras coletadas forano enta
quantificadas por ensaios de RT-gPCR utilizandisermaSYBR Greéh (etapa Unica), tendo
como alvo a regido E/NS1, e tituladas através dmiende formacédo de placas de lise. Os
resultados foram comparados abaixo (Figuras 44-6%e tabelas 4-2 a 4-5).

Quanto a cinética de propagacdo dos virus, se wwargemelhante a observada na
propagacao feita em garrafa estacionaria. Tendatd piral sido observado também no quinto
dia apés a infeccdo dos sistemas, novamente coet@&xdo FA17D/DEN1, que atinge o platd
ente o terceiro e o quarto dia. Com a comparacéi®@ en quantificacdo das amostras por
titulacdo em placas de lise e através do RT-PCReenpo real, podemos determinar os dias
onde as amostras coletadas foram mais homogéneagja onde encontramos ndo somente
grande concentracdo de RNA viral, mas também dé&pkas infectantes. Isto € importante para

diminuir a quantidade de particulas néo infectardefectivas, RNAs livres ou outros inibidores
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gue possam fazer parte das amostras coletadagiradpacultura viral. Os dias com amostras
mais homogéneas podem ser observados nos graégointes (Figuras 4-16 a 4-20) e nas
tabelas correspondentes (Tabelas 4-2 a 4-6) ngsediaque houve menor diferenca entre as

diferentes quantificacdes.

Cinética em cell factory de 2 andares - FA17D/DEN1
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Figura 4-16. Comparagdo entre o logl0 do nimero de copias/méantiicado por RT-gPCR
SYBR Green® (etapa Unica), e de PFU/mL, determinmo ensaio de placa de lise, observados
na cinética viral da quimera FA17D/DEN1 em celkéag de 2 andares.

Tabela 4-2.Relacao dos resultados obtidos, emdodo nimero de cépias/mL, determinada pela queatfio por
RT-gPCRSYBR Greéh(etapa Unica), e de PFU/mL, determinada pelo ergaiplaca de lise, observados na
cinética viral da quimera FA17D/DEN1 esull factoryde 2 andares.

FA17D/DEN1
dpi Titulo Cépias Razéo Diferenca
(PFU/mL)* RNA/mL* (RNA/mL/ PFU/mLY/) (RNA/mL/ PFU/mLY/)
1 2,70 5,56 2,05 2,86
2 5,23 7,15 1,36 1,92
3 7,65 9,23 1,21 1,58
4 7,74 10,05 1,30 2,31
5 5,85 10,06 1,72 4,21
6 5,04 10,06 2,00 5,02
7 5,45 10,06 1,85 4,61
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Cinética em cell factory de 2 andares - FA17D/DEN2
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Figura 4-17. Comparagdo entre o logl0 do nimero de copias/méantiicado por RT-gPCR
SYBR Green® (etapa Unica), e de PFU/mL, determinmedo ensaio de placa de lise, observados
na cinética viral da quimera FA17D/DEN2 em celtéayg de 2 andares.

Tabela 4-3.Relagdo dos resultados obtidos, emdodp nimero de copias/mL, determinada pela queatfio por
RT-gPCRSYBR Greéh (etapa Unica), e de PFU/mL, determinada pelo ersaiplaca de lise, observados na
cinética viral da quimera FA17D/DEN2 egrll factoryde 2 andares.

FA17D/DEN2
dpi Titulo Copias Razac Diferenca
(PFU/mL)* RNA/mL* (RNA/mL/ PFU/mL/) (RNA/mL/ PFU/mLY/)

1 0 4,89 2,05 4,89

2 3,43 5,25 1,36 1,82

3 5,18 6,78 1,31 1,6

4 6,78 8,16 1,20 1,38

5 7,54 9.96 1,32 2,42

6 7,36 9,84 1,34 2,48

7

6,95 10,4 1,50 3,45
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Cinética em cell factory de 2 andares - FA17D/DEN3
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Figura 4-18. Comparagdo entre o logl0 do nimero de copias/méantiicado por RT-gPCR
SYBR Green® (etapa Unica), e de PFU/mL, determinselo ensaio de placa de lise, observados
na cinética viral da quimera FA17D/DEN3 em celtéayg de 2 andares.

Tabela 4-4.Relacao dos resultados obtidos, emdodo nimero de cépias/mL, determinada pela queatfio por
RT-gPCRSYBR Greéh (etapa Unica), e de PFU/mL, determinada pelo erdaiplaca de lise, observados na
cinética viral da quimera FA17D/DEN3 erll factoryde 2 andares.

FA17D/DEN3
dpi Titulo Cépias Razéo Diferenca
(PFU/mL)* RNA/mL* (RNA/mL/ PFU/mLY/) (RNA/mL/ PFU/mL/)
1 0 5,24 2,05 5,24
2 2.6 5,75 1,36 ShIS
3 4,69 7,29 1,55 2,6
4 7,04 8,82 1,25 1,78
5 8,1 9,83 1,21 1,73
6 8,1 10,1 1.25 >
7

7,35 9,81 1,33 2,46
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Cinética em cell factory de 2 andares - FA17D/DEN4
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Figura 4-19. Comparagdo entre o logl0 do nimero de copias/méantidicado por RT-gPCR
SYBR Green® (etapa Unica), e de PFU/mL, determinmo ensaio de placa de lise, observados
na cinética viral da quimera FA17D/DEN4 em celkéag de 2 andares.

Tabela 4-5.Relacao dos resultados obtidos, emdodo ndmero de cépias/mL, determinada pela queatfio por
RT-gPCRSYBR Greéh (etapa Unica), e de PFU/mL, determinada pelo endaiplaca de lise, observados na
cinética viral da quimera FA17D/DEN4 egall factoryde 2 andares.

FA17D/DEN4
dpi Titulo Cépias Razéo Diferenca
(PFU/mL)* RNA/mL* (RNA/mL/ PFU/mLY/) (RNA/mL/ PFU/mLY/)

1 0 4,65 2,05 4,65

2 2,4 4,79 1,36 2,39

3 4,41 6,37 1,44 1,96

4 6,1 7,56 1,24 1,46

5 6,98 8,88 1,27 1,9

6 6,47 9,29 1,44 2,82

7 5,95 9,28 1,56 3,33

Ao analisarmos a diferenca entre a quantificacidoldoero de cépias de RNA/mL e a
titulacdo em placa de lise (PFU/mL) observamos @ugpiimera FA17D/DEN1 apresentou a
maior diferenca (3,21 log10). Para as quimeras PADENZ2, FA17D/DEN3 e FA17D/DEN4 a
diferenca encontrada foi em torno de 2,54ogsta relacdo esta de acordo com a observada na
literatura em experimentos comparando analise gaawvéa entre ensaios de placas de lise e RT-
gPCR com flavivirus, que permanece em uma faixa @& logs de diferenca entre o numero de
copias de RNA e particulas infectantes (Rose éi98l7; Bae et al, 2003; Richardson et al, 2006;
Dash et al, 2012).
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Em alguns casos, principalmente em amostras codmem de particulas virais muito
baixo, como nos primeiros dias de uma curva deggagio viral, € comum que a RT-gPCR seja
capaz de quantificar a amostra, enquanto o resuttadensaio de placas de lise seja negativo.
Isso pode acontecer porque a RT-gPCR € capaz aéiftpaa particulas virais ndo infecciosas,
ou defeituosas (Rose et al, 1997; Bae et al, 2@0Por se tratar de um ensaio com a
sensibilidade maior. Por outro lado também é petsjue uma amostra com um determinado
namero de copias RNA/mL muito baixo, ndo possa gantificada em uma RT-qPCR.,
principalmente quando o numero de copias esta aloxlimite de quantificacdo do ensaio,
amostras neste caso podem apresentar um padr@ededb variavel sendo em alguns ensaios
positivas e em outros negativas, estas amostrasypedr concentradas, porém ao se concentrar
uma amostra os inibidores presentes também serdmemvados e portanto interferindo na
guantificagdo. Por isso, muitas vezes uma variagitve ensaios pode estar atribuida
principalmente ao processamento e preparacao dzsrasi(Rose et al, 1997; Bae et al, 2003).

As vantagens da RT-gPCR em relacdo ao ensaio de¢do de placas de lise sédo a
rapidez e menor complexidade, mais facil reprodlidédrle e quantificacdo de amostras com
baixa concentracdo viral (maior sensibilidade).edtanto, a grande desvantagem do RT-qPCR
em relacdo ao ensaio de placa, principalmente so da diagnostico viral, € a dificuldade de
diferenciar a presenca de particulas infecciosaspddiculas defeituosas. Estas geralmente s6
podem ser demonstradas em sistemas de culturdudasc@rose et al, 1997; Bae et al, 2003).
Em 2009, de Paula e colaboradores demonstraranatgaeés da deteccdo da fita de RNA
negativa, que esta presente somente durante @agii do virus da Hepatite A, podemos
guantificar as particulas infecciosas, ou sejagkagugue possuem a capacidade de se replicarem,
diminuindo assim a quantificacédo de particulasaifas.

Para analisar se havia uma diferenca entre o penfiitico dos virus nas diferentes
apresentacdes dmll factory selecionamos o0s€ observados nos ensaios utilizarBBR
Greendo 5° dia, quando o perfil cinético das quimemerscontrava na fase de platd depois da
infeccdo dos sistemas e 0os comparamos atraves deAWOVA simples, utilizando o teste
Tukey como pos-teste. Com esta analise confirmaquesa variacdo detbservada entre as
diferentes apresentacfesaddl factories(2, 4 e 10 andares) ndo é estatisticamente sigtivg
tendo sido encontrado um valor de p > 0,05 (0,619 R? igual a 0,107 (Figura 4-20).
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Comparagdo da cinética viral entre
as cell factories - 5dpi

Ct médio

2 i 10
nimero de andares da cell factory

Figura 4-20. Comparacdo entre o CT observado em
quantificacdo por SYBR Green® em etapa Unica dagoon
coletado no 5° dpi nas diferentes apresentacdeseltle
factories com os quatro sorotipos de quimera.

4.9. Andlise estatistica

Posto que o objetivo principal do projeto era edtter uma metodologia de RT-gPCR
capaz de determinar o niumero de cOpias/mL congileamostras de ensaiosvitro e testes em
animais, a fim de tornar mais rapido o processodaitoramento da carga viral ao longo das
etapas do processo de desenvolvimento da vacieaissemos todas as amostras analisadas por
SYBR Greenque também foram tituladas por ensaio de formdedolacas de lise e aplicamos
um teste de correlacdo paramétrica no prog@maphPad Prisrfi.

Com isso, foram correlacionadas as médias do nudedpias/mL, quantificadas por
RT-qPCR conBYBR Green e do nimero de PFU/mL, quantificado pelo enseitotmacao de
placas de lise, para cada sorotipo. Foram anaispdsa esta comparacdo, 14 amostras de cada
sorotipo de quimera.

A andlise de correlacdo descreve a associacaodirdsevariaveis, nao fazendo distingéao
sobre o fato de uma ser causa ou consequénciatda Bste tipo de analise é feito quando
desejamos avaliar o quanto consistentemente duiveia mudam em conjunto. Quando isso
ocorre, diz-se que existe uma correlacdo ou umari@pdo, que pode ter sua direcdo e

magnitude quantificadas (Toledo e Ovalle, 1995).
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Em um diagrama de disperséo, as vezes é poss$ugllizar uma curva regular que se
aproxima dos dados. Esta curva € denominada ceragudtamento e, quando lembra uma reta e
os dados parecem estar bem proximos a ela, dizgoeosxiste uma correlacdo linear entre as
variaveis (Toledo e Ovalle, 1995). Esta correlapde ser positiva ou negativa. Para dados
continuos em que ocorra uma correlacdo linear, efictente de correlacdo pode ser
determinado. O coeficiente de correlacdo de Pearsagna medida do grau de regressao linear
entre duas variaveis quantitativas. Seus valorganaade -1 a 1. O valor 0 (zero) indica que n&o
ha relacéo linear, o 1 que existe uma relacdorlipedeita direta e o -1, inversa. Quanto mais
proximo este valor se encontrar de 1 ou -1, mae®asésociacao entre as variaveis analisadas Os
coeficientes de correlagdo, assim como muitas ®@statisticas, sdo mais informativos quando
expressos como intervalos de confianca.

A correlacdo indica o grau de associacdo entre dalddveis, enquanto a regressao se
refere a capacidade de prever um valor baseadmmioecimento do outro. Para fazer uma
regressao linear, determina-se qual a variavelrabgee (y), aquela que vai variar de acordo
com a independente (x). O valor y pode ser deteaira partir do grafico ou matematicamente,
por meio da funcéo y & + Bx, ondep é a inclinagdo da retaceé a interse¢cdo da mesma com o
eixo y. Com estas informacdes, é possivel fazatighes dos valores de y correspondentes a
valores de x (Toledo e Ovalle, 1995).

Esta analise mostrou que existe uma correlacadfis@iva entre os resultados de
FA17D/DEN1 @ = 0,05), com um r de 0,76 (com um intervalo defieoga de 0,39 a 0,92; R2
igual a 0,58) e um p igual a 0,0016 (Figuras 4-2122).

Feita a regressao linear, obtivemos slopede 0,839 (£ 0,206) e uM-interceptorde -
2,293 (£ 1,792). Com estes dados podemos estimaloo de PFU/mL a partir de um resultado
em coépias/mL através do uso da equacao da retaa seguinte formula:

Log10 PFU/mL = 0,839 + 0,206 . log10 copias/mL 283
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Correlagdo entre numero de
copias/mL e PFU/mL - FA17D/DEN1
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Figura 4-21. Correlacdo entre os CTs observados
em grupo de amostras de FA17D/DEN1
quantificados por SYBR Green® em etapa Unica e
tituladas por ensaio de formacéo de placas de lise.
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Figura 4-22. Comparagdo entre as médias CTs
observados em grupo de amostras de FA17D/DEN1
quantificados por SYBR Green® em etapa Unica e
tituladas por ensaio de formacéo de placas de lise.

Para a quimera FA17D/DEN2, foi observada uma cagéel significativad = 0,05),
entre os resultados com um r de 0,90 (com um ialkeme confianca de 0,71 a 0,97; R2 igual a
0,81) e um p < 0,0001 (Figuras 4-23 e 4-24).
Feita a regressao linear, obtivemos siopede 1,071 (+ 0,15) e um-interceptorde -
3,485 (£ 1,188). Com estes dados podemos estimaloo de PFU/mL a partir de um resultado
em copias/mL através do uso da equacao da retaa seguinte formula:
Logl0 PFU/mL = 1,071 +0,15. lag copias/mL — 3,485
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Correlacao entre niamero de
copias/mL e PFU/mL - FA17D/DEN2
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Figura 4-23. Correlacdo entre os CTs observados em
grupo de amostras de FA17D/DEN2 quantificados por
SYBR Green® em etapa Unica e tituladas por ensaio
de formacao de placas de lise.
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Figura 4-24. Comparacdo entre as médias CTs
observados em grupo de amostras de FA17D/DEN2
guantificados por SYBR Green® em etapa Unica e
tituladas por ensaio de formacao de placas de lise.

Esta analise mostrou que existe uma correlacadfis@iva entre os resultados de
FA17D/DEN3 @ = 0,05), com um r de 0,98 (com um intervalo defiemga de 0,94 a 0,99; R?
igual a 0,96) e um p < 0,0001 (Figuras 4-25 e 4-26)

Feita a regressao linear, obtivemos slopede 1,415 (£ 0,081) e uM-interceptorde -
6,124 (£ 0,647). Com estes dados podemos estimaloo de PFU/mL a partir de um resultado

em coépias/mL através do uso da equacao da retaa saguinte formula:
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Logl0 PFU/mL = 1,415 + 0,081 . lag copias/mL — 6,124

Correlacéo entre nimero de
copias/mL e PFU/mL - FA17D/DEN3
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Figura 4-25. Correlagdo entre os CTs observados em
grupo de amostras de FA17D/DEN3 quantificados por
SYBR Green® em etapa Unica e tituladas por ensaio d
formacao de placas de lise.

Comparacéo entre numero de
copias/mL e PFU/mL - FA17D/DEN4
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Figura 4-26. Comparacdo entre as médias CTs
observados em grupo de amostras de FA17D/DEN3
guantificados por SYBR Green® em etapa Unica e
tituladas por ensaio de formacao de placas de lise.

Esta analise mostrou que existe uma correlacadfisaiva entre os resultados de
FA17D/DEN4 @ = 0,05), com um r de 0,88 (com um intervalo defiemga de 0,66 a 0,96; R2
igual @ 0,77) e um p < 0,0001 (Figuras 4-27 e 4-28)

Feita a regresséo linear, obtivemos slopede 1,097 (= 0,170) e uM-interceptorde -
4,006 (= 1,334). Com estes dados podemos estimaloo de PFU/mL a partir de um resultado

em copias/mL através do uso da equacao da retaa seguinte formula:
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Logl1l0 PFU/mL = 1,097 + 0,170 . lag cépias/mL — 4,006

Correlacao entre niamero de
copias/mL e PFU/mL - FA17D/DEN4
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Figura 4-27. Correlagdo entre os CTs observados em
grupo de amostras de FA17D/DEN4 quantificados por
SYBR Green® em etapa Unica e tituladas por ensaio d
forma-¢do de placas de lise.

Comparagéao entre numero de
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Figura 4-28. Comparacdo entre as médias CTs
observados em grupo de amostras de FA17D/DEN4
guantificados por SYBR Green® em etapa Unica e
tituladas por ensaio de formacao de placas de lise.

Os ensaios utilizando no sisterBYBR Greeh mostraram-se menos sensiveis quando
comparados com ensaios do sistaragMar?’, porém esta perda de sensibilidade n&o interferiu
no acompanhamento da cinética de propagacéo ixiraitro das quimeras, onde, em geral,
observamos concentracdes bastante elevadas deianaenético viral. No entanto para

avaliacdo de carga viral em amostras clinicas, angigantidade de material genético viral pode
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vir a ser bem baixa, esta ndo seria a melhor mietgidoa ser empregada, sendo necessaria a
utilizacdo do sistemaTagMarf, que ainda precisa ser padronizado para as quimera
FA17D/DEN 1, 2 e 4. Uma alternativa para solucioeste problema seria a quantificacdo
através da regido NS5 de febre amarela, utilizansistemalagMar?, que ja esta padronizada e
validada em nosso laboratorio.

Bae e colaboradores (2003) afirmem que a técnic®TdgPCR néo possa substituir o
padréo ouro, o ensaio de formacéo de placas dedisefato de que detecta apenas moléculas
bioldgicas do genoma e nédo caracteristicas biddgicomo o potencial infeccioso da particula
viral. No entanto, nossos resultados demonstranaenogestabelecimento de uma férmula de
regressao linear, permitiu estimar o valor de palds infectantes a partir do valor de copias
guantificadas. Com isso é possivel assumir queract de RT-gPCR pode ser utilizada como
uma ferramenta na quantificacdo viral durante @gastdo processo de monitoramento da vacina
17D/DENV1-4 candidata a vacina tetravalente cotrague



5. CONCLUSOES

Foram padronizados ensaios de RT-gPCR para osogsatotipos de quimeras
utilizando os sistema8YBR Greehe TagMarf (uma e duas etapas).

Os ensaios comagMarf apresentaram maior sensibilidade (CTs mais baixos).

A quantificacdo das quimeras pela regido NS5 caistemalagMarf em uma ou duas
etapas se mostrou mais sensivel que a quantifigaglaoregido E/NS1 com o sistema
SYBR Greeh

Existe uma diferenca estatisticamente significagm&re o numero de cépias/mL e de
PFU/mL, determinado pelas RT-gPCR e pelo ensaifodeacdo de placas de lise,
respectivamente.

O perfil da cinética de propagacdo das quimeras Bnfcesentou diferenca
estatisticamente significativa entre as difereaf@esentacoes aell factorie2, 4 e 10
andares).

Foi possivel estabelecer uma correlacdo entre ceroiohe cépias/mL e o numero de
PFU/mL observado nas reacdes de RT-gPCR e ensdmrrdacdo de placas de lise,
respectivamente.

E interessante para o andamento do projeto reatinamios para as quimeras de
Denguel, 2 e 4 utilizando o sistema Tagman, testeso de fluoréforos diferentes para
0 mesmo alvo, construir uma curva padréo plasmiga analise das quimeras e uma
curva com o RNA transcritin vitro e tentar estabelecer um PCR em Tempo Real

multiplex.
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