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De tudo ficam trés coisas:

A certeza de que estamos sempre comecando,

A certeza de que é preciso continuar,

E a certeza de que podemos ser interrompidos detesminar.
Fazer da interrup¢do um caminho novo.

Da queda um passo de danca.

Do medo uma escada.

Do sonho uma ponte.

Da procura um encontro.

Fernando Pessoa
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RESUMO

O virus atenuado da febre amarela, subcepa 17DRiliZado por Bio-Manguinhos
para a producdo da vacina contra a febre amarsta. \Eacina tem sido utilizada para a
imunizacdo humana com um excelente historico dea@f e seguranca. Entretanto, nos
altimos anos, devido a ocorréncia de alguns casosvdntos adversos associados ao virus
vacinal cepa 17D e subcepa 17DD, apontou-se a sidads de desenvolvimento de uma
vacina inativada. Para a implementacdo desta noaeinay torna-se necessario o
desenvolvimento de métodos de quantificacdo dgemds virais. Diferentes metodologias de
quantificacdo podem ser utilizadas na producédoagenss inativadas, sendo as mais comuns
o teste imunoenziméatico (ELISA) e o teste de despasta. O presente estudo teve como
objetivo o estabelecimento de um ELISA visando #&ago do antigeno do virus da febre
amarela inativado. Para este propoésito, foram obtastoques de particulas virais da subcepa
17DD, a partir de culturas de células Vero, os gjfiaiam purificados e quantificados por
meétodos bioquimicos e virologicos classicos, respmoente. Para o desenvolvimento do
teste utilizamos diferentes anticorpos como captaréase sélida. Os resultados obtidos para
os testes utilizando o anticorpo 2D12 como captocstraram um limite de deteccdo do
antigeno no ELISA foi de 2,21 lggPFU/0,1mL e (1,559/0,1mL). A partir deste valor, foi
estabelecido um controle positivo contendo o virtBD atenuado com titulo de 3,06 Jeog
PFU/mL e (2919/0,1mL). Os resultados mostram, também, que o £fdScapaz de detectar
0 virus 17DD inativado por formaldeido até a déaicl:16 (52,919/0,1mL). Baseado nos
resultados obtidos acredita-se que o desenvolvordmtum teste de ELISA para deteccédo e
quantificacdo do antigeno 17DD possa representaimportante avanco tecnologico no
controle da producdo de uma vacina inativada cantedre amarela.
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ABSTRACT

The attenuated 17DD substrain of yellow fever visisised in Bio-Manguinhos for
yellow fever vaccine production. This vaccine hasrbused for human immunization with an
excellent history of efficacy and safety. Howevar,the latest years, the occurrence of
adverse events associated with 17D and 17DD subspainted to the necessity of
developing technologies for the production of aactivated vaccine. The implementation of
this new vaccine will require methods for antigerawtification. Different methodologies of
quantification can be used, being the most commoobed the Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) and dose response fd#. aim of this study was the
establishment of an ELISA for the detection of inated yellow fever virus antigen. For this
purpose, 17DD virus was obtained from Vero celltuas, purified and quantified by
biochemical and virological classical methods, eesipely. The results showed that ELISA
test using the 2D12 capture antibody presentedhid ¢if 2,21 logo PFU/0.1mL of viral titer
and (1,55ug viral protein/0.1mL). Based on this value, a pwesicontrol was established
which contained the attenuated 17DD substrain bdwefever virus with a titer of 2,95lqg
PFU/mL and (29ug/0.1mL). The results also showed that the ELISAs wlle to detect
17DD virus inactivated by formaldehyde up the ddnt1:16 (52,9ug protein/0,1mL). The
development of an ELISA test for the detection apu@ntification of 17DD antigen can

represent an important step in the production obrdf the inactivated vaccine against of
yellow fever.
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1. INTRODUCAO

A Febre Amarela, uma doenca transmitida por arttépé uma importante causa de
alta morbidade e letalidade em vastas regifescaispda América do Sul e da Africa. No
século XVII, essa doencga dizimou milhares de viglasextensas epidemias urbanas nesses
dois continentes. Apesar da existéncia de uma &aefitaz contra a febre amarela, essa
doenca ainda se destaca como um problema de SabtleaRem varios paises do mundo,
especialmente, nos paises tropicais, onde as @asdijo meio ambiente favorecem o
desenvolvimento e a proliferagdo dos principaisquiies vetores (Monath, 1991; Monath,
2005). Desde o final da década de 1930, a vacinaeca febre amarela € a Unica vacina,
contendo flavivirus atenuados, licenciada pela fQreggdo Mundial da Saude (OMS).
Estima-se que mais de 400 milhdes de doses, untlza subcepa 17DD, tenham sido
produzidas no Brasil até o ano de 2006 (WHO, 200210, 2005; FUNASA, 2006). A
eficacia da vacina tem justificado a sua produgdol@&ga escala, sendo o Instituto de
Tecnologia em Imunobioldgicos (Bio-Manguinhos),attente, o maior produtor da vacina
contra a febre amarela no mundo.

Nos ultimos anos, devido a ocorréncia de algungscapresentando eventos adversos
associados ao virus vacinal da febre amarela, Tépae subcepa 17DD (Gallet al.,2001;
Chanet al., 2001; Martinet al., 2001; Struchineet al., 2004; OMS, 2004; Monath, 2005)
aponta-se a necessidade de desenvolvimento de m@tadologias para a producdo de uma
vacina inativada contra esse virus. Um dos grapdelslemas para a implementacdo de
metodologias de inativacdo, de modo geral, é aulifade de quantificacdan”vitro” do
virus inativado presente nesse tipo de vacina.

Atualmente, sdo conhecidos alguns procediment@ba@stidos para quantificacdo
viral em vacinas comerciais, como por exemplo, @sinas inativadas contra os virus da
poliomielite (Carolet al., 1989; Eugeniat al.,2004) da hepatite A (Armstroreg al., 1993),
da raiva (Rooijakker®t al., 1996; Fournier-Caruanat al., 2003), da encefalite japonesa
(Sugawareet al.,2002 e da doenca deNewcastlé (Maaset al.,2002; Claasseet al., 2003;
Claasseret al., 2004). Esses procedimentos, de modo geral, s@&ates na utilizacdo de
ensaios imunoenzimaticos e ensaios de dose-respiestta tese, foi desenvolvido um teste
imunoenzimético (ELISA) capaz de detectar comogentd o virus inativado da febre

amarela, subcepa 17DD.



1.1- A origem da febre amarela

N&o se sabe se a febre amarela ja existia no NowoedM antes das viagens de
Colombo a América. Porém, muitas evidéncias levamnea que tenha sido introduzida na
América por intermédio dos navios que realizavantralico de escravos. Além disso,
presume-se que a epidemia febril que atacou osutiadores espanhdis na peninsula de
Yucatan, em 1648, tenha sido o primeiro registroddanca febre amarela. Deste modo,
durante os séculos XVIII e XIX e inicio do séculX X..a febre amarela foi o maior flagelo
das regibes tropicais, fazendo inumeras vitimas regifes de zonas temperadas dos
hemisférios boreal e austral, de tal modo, que agistiu regido no continente americano,
que nao tenha sido afetada, desde o sul, da Amgerto Chile, até o norte, no Canada”
(Soper, 1942).

A febre amarela afetou, principalmente, imigrandesopeus recém-chegados. Um
exemplo disto foi, no inicio do século XIX, umamgga epidemia que dizimou as expedi¢cdes
francesas enviadas ao Haiti para controlar umali@beNo Caribe, foram descritas 83
epidemias no periodo de 1620 a 1900. Nos arrederétavana (Cuba), o “virus permaneceu
em atividade” desde 1762 até o inicio deste séquiando Gorgas conduziu a erradicac¢édo do
vetor (Gorgas, 1924).

Nos Estados Unidos, era frequiente a ocorrénciasiesada doenca na costa do Golfo
do México. Em 1905, foi registrado em Nova Orleansitimo caso autoctone de febre
amarela naquele pais (Monath, 1999).

Por muitos anos, acreditou-se que a transmissaeltta amarela ocorria pelos
miasmas (contaminacao pelo ar) e, consequentenmenteansmissdo da doenca nos navios
negreiros. Em 1848, Josiah Clark Nott sugeriu giebee amarela poderia ser transmitida por
mosquitos. Mas o divulgador, desta idéia foi o m@diiancés Louis Daniel Beauperthuy que,
em 23 de maio de 1854, relatou os fatos relacisadm a transmisséo da febre amarela, em
artigo publicado na, “Gazeta Oficial de Cumana”’n®zuela (WHO, 2005a). Quase trés
décadas apos, em 1881, Carlos Finlay, apoiado emsvabservacdes defendeu a mesma
teoria, apontando o mosquiBtegomyia fasciatahoje conhecido comAedes aegyptcomo
causador da febre amarela (Finlay, 1881). Ap6ésnsodstracdo experimental, em 1901, pela
Comissdo Reed em Havana de que a febre amarela pediransmitida de uma pessoa a

outra pelo mosquitdedes aegyptficou comprovada a teoria de Finlay (Chiong, 989



A divulgacdo da descoberta desencadeou uma sédantiganhas contra 0 mosquito
nos lugares onde a febre amarela era consideragaaloiema de Saude Publica. Em Havana,
Panama, Santos, Rio de Janeiro, Equador, PerumnB@pAmérica Central, México e outros
centros urbanos foram adotadas medidas de compokea esse mosquito. Como resultado
dessas campanhas, ocorreu o0 desaparecimento dgadeem vastas zonas tropicais
americanas. Os Uultimos casos urbanos na regidcAdesicas ocorreram em 1954, em
Trinidad. Mais recentemente, em 1997, foram retsaeis casos em Santa Cruz de la Sierra,
Bolivia, porém, ndo reconhecidos oficialmente mgleerno boliviano (Benchimol, 2001).

A febre amarela continua confinada as matas ddaasdos rios Amazonas, Orinoco,
Catatumbo, Atrato e Madalena, onde afeta pessocasmmines. Na América do Sul, sete
paises notificaram casos nos ultimos 14 anos: BolBrasil, Coldmbia, Guiana Francesa,
Equador, Peru e Venezuela. Nesse periodo de 12803 foram registrados 2.457 casos,
com 1.196 6bitos e letalidade de 48,7% (Vasconadlat,2004).

A febre amarela foi a primeira doenca a ter a digpaogenia caracterizada e a
terceira, apos a variola e a raiva, a utilizar animacéo vacinal (Barret, 1987). Desde a sua
identificacdo, em 1927, o virus da febre amaretage apresentado como um grande desafio
epidemiolégico (Monath, 2005). Na década de 1988 18correu um aumento dramatico na
incidéncia da febre amarela demonstrado pelo aumédat nimero de casos relatados.
Durante este intervalo, um total de 24.753 caso6.594 mortes foram oficialmente
notificadas a OMS. Posteriormente, epidemias coatam a ocorrer, regularmente, e entre 0s
anos de 2000 a 2004, 16 paises reportaram umaistepidemias. Segundo dados da OMS,
a incidéncia real, no mundo, tem sido estimada @0R0 casos por ano (WHO, 2005a).

Dois ciclos de transmisséo da febre amarela sdwectdos: a febre amarela urbana ou
classica e a febre amarela silvestre. No ciclonoba febre amarela é transmitida ao homem
pelo mosquito domésticAedes principalmente, cAedes aegyptique se reproduz em aguas
limpas acumuladas em localidades urbanas. Quandosguito é infectado pelo virus, sao
necessarios 12 a 14 dias para que ele comecesmitiaro virus para o homem. Ja a febre
amarela silvestre € uma doenca endémica em madaaosmitida por mosquitoAedes,
Haemagogus e Sabethegie habitam as florestas Umidas. A infeccdo aestanais pode ser
inaparente ou grave. A forma silvestre da doengesido objeto de intervenc¢des por meio do
controle dos mosquitos vetores (Gubler, 2004; Mariz@05).

Nas ultimas décadas, o0 aumento da densidade etdducdo dos mosquitos vetores
e 0 aumento no numero de pessoas que circulam eas ée floresta sdo os principais

responsaveis pelo aumento do risco de epidemiasmasina América do Sul (WHO, 2005a).



Esses fatores, somados a existéncia de um cidlamemissao silvestre tornam a erradicacéo
total da febre amarela um alvo dificil de ser alng WHO, 1998, 2000, 2005a). Os grandes
investimentos em infra-estrutura urbana, realizadasprimeiras décadas do século XX, e as
medidas de combate ao vetor, realizadas em furgsi@gidemias de febre amarela urbana,

reduziram drasticamente a ocorréncia de casos (VZBB, 2004).

1.2- A febre amarela no Brasil e nas Américas

No Brasil, as espéciedaemagogus janthinomys Aedes aegyptse destacam na
manutencdo do virus na natureza e na transmissddord@a urbana da doencga,
respectivamente. A primeira epidemia de febre almalescrita no Brasil ocorreu em Recife,
Pernambuco, em 1685. Ja no inicio do século XXoanch era endémica em centros
urbanos. A ultima epidemia em um grande centrongrimecorreu no Rio de Janeiro em 1928-
1929, onde foram registrados 738 casos, com 43b60iLom as campanhas de combate ao
vetor urbano e uso da vacina foi possivel contrlmrma urbana da febre amarela, que teve
0 seu Ultimo caso notificado em 1942, no municioSena Madureira no Acre (Franco,
1969, Vasconcelost al.,2004). No final da década de 50, o Brasil foi édexsdo livre do
vetor urbano junto com outros paises sul americgmm®m no ano de 1967, ocorreu uma
reinfestacdo do mosquito no estado do Para, cada@penas em 1972 (Frahia Neto, 1967).
Posteriormente, em 1977 e no ano seguinte, ocameureinfestacéo nos estados da Bahia e
no Rio de Janeiro. O mesmo fato ocorreu em paisegrdérica do Norte e Central.
Atualmente, existe uma grande preocupacdo daduigdes publicas de saude como a
reurbanizacdo da febre amarela no Brasil, uma uvezogmosquito vetor esta presente em
areas urbanas (Benchimol, 2001; Gubler, 2004)ustrihcédo abaixo demonstra o avanco do

mosquitoAedes aegyptio Brasil e nas Américas nas Ultimas décadas (&l1glly.



Figura 1.1: Distribuicdo geogréfica do Aedes aegypti nas AmascAs areas endémicas daedes
aegypti estdo assinaladas com a cor verde mostrando b gerflistribuicdo do mosquitéedes
aegyptinos anos de 1930, 1970 e 2004 (adaptado de GAbt).

Principalmente, em funcdo da presenca dos mosqeetoses e das condicdes para a
sua proliferacéo, a febre amarela é endémica riaa’érna América do Sul causando 30.000
mortes por ano (Robertson, 1993; WHO, 1998; WH@52() 2005b). Segundo a OMS, 90 %
desses casos ocorrem em 33 paises do Continemtan&fy com populacédo de 468 milhdes,
que estdo sob risco de contrair infeccdo pelo wdaugebre amarela (WHO, 1998; WHO,
2004; PAHO, 2005) (Figura 1.2).

| Areas endémicas com febre amarela

Figura 1.2: Distribuicdo global da febre amarelaAs areas endémicas de febre amarela estédo

destacadas com a cor amarela (Gubler, 2004).



O Brasil é o pais que possui a maior area endédactebre amarela silvestre no
mundo, seguida pela bacia do rio Congo, na Africauil, 2001, Gubler, 2004). A area
endémica inclui 12 estados, sendo eles: Acre, Amez0Amapa, Distrito Federal, Goias,
Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Parad&ua, Roraima e Tocantins. Nestes
estados, estdo presentes todos os elos da cad@iandmissao. A circulagao viral ocorre
todos os anos e depende de varios fatores: graolatura vacinal da populacdo, taxa de
infeccdo dos mosquitos transmissores, imunidagepalacdo de macacos ao virus amarilico
e alteracbes ambientais (especialmente aumentonwmsidade das chuvas). Alguns
municipios dos estados da Bahia, Piaui, Rio Graled8ul, Santa Catarina e S&o Paulo sdo
considerados areas de transicao. A epizootia estemdainda, aos estados de Minas Gerais e
Parana. Estes estados, considerados “zona ep&bdtctransicdo sdo habitados por 19,4
milhdes de pessoas. Em funcédo da ultima epidenoarida em Minas Gerais, no ano de
2003, foi definida uma é&rea indene e outra de fExtencial para circulacdo viral (SVS/MS,
2005; Bus<t al.,2005) (Figura 1.3).

" Area Endémica

Estados: 12

Fopulagdo: 29.327 171 hab,
Area de Transicio

Estadas: parcialmente 7

Fopulagdo: 22.347 837 hab.
Area Indene

Estados: 5 e parcialmente 7

Fopulagédo: 109660162 hab.
Area de Risco Potencial

Estados:  parcialmente 3
Fopulagéo: 4777 345 hab,

.ﬂrea Endémica
.ﬁurea de Transigéo

. Areaindene

Area de Risco Potencial

Figura 1.3: Regides onde a febre amarela é endémica no Bralikas de risco para febre amarela
silvestre. A Area endémica esta assinalada em yérda de transicio em vermelho, area indene em
azul e area de risco potencial em amarelo. Forgerefaria de Vigilancia em Saudde/ Ministério da

Saude (http//www.Saude.gov.br/portal/svs/default,éfovembro de 2006).



No periodo de 1990 a 1993, os numeros de casoshde &marela, registrados no
Brasil, oscilaram entre 2 e 83, todos oriundos etfido Norte, Centro-Oeste e Nordeste
(Estado do Maranh&o). Somente no ano de 2000, 85s ada doenca foram confirmados
resultando em 40 oObitos. A ocorréncia de surto@@1i e 2003 em regides rurais de Minas
Gerais inseriu as regides Leste e Sudeste do paisniexto de expansdo da febre amarela
silvestre. Neste periodo, também foram descritgesc@os estados de Sdo Paulo, Bahia e
Distrito Federal. Segundo dados do Ministério dadea na década de 90 a letalidade da
doenca variou entre 28% e 100%. Essas estatistitestimam a magnitude do problema e
revelam limitagBes na vigilancia epidemioldgicafelare amarela (Vasconcelesal., 2004).

Em razdo da dificuldade de detectar formas clinioass brandas, foram adotadas novas
acOes de intensificacao da vigilancia epidemiokbgoom especial atencdo para a vigilancia
de epizootias entre primatas ndo-humanos nas tisrebrasileiras, considerando sua

importancia como “animal sentinela” para identifiecirculagdo do virus, e assim, prevenir a
ocorréncia de casos humanos. Aliado a tudo issuo, delo recomendada a adocdo da
vigilancia das doencas febris, que apresentemidg@ee hemorragia, com a finalidade de

melhorar a sensibilidade da deteccdo de casosbde énarela, bem como das doencas que
exigem diagnéstico diferencial. Em 2003, foram segidos 64 casos da doenga, com 23
Obitos. O surto de Minas Gerais foi responsavel §®desse total de casos e por 75% de
todos os Obitos do periodo (21 6bitos). Os demase<s de febre amarela foram registrados
em Mato Grosso (n=5) e Para (n=1) (SVS/MS, 2005).

1.3- Caracteristicas gerais do virus da febre amaliae

O virus da febre amarela € o prototipo do génenaviirus da familigFlaviviridae e
inclui, aproximadamente, 70 virus. Os flavivirusgem cerca de 40-60 nm de diametro,
envelope e genoma RNA de fita simples. Sédo classifis como arbovirus por serem
transmitidos por vetores artropodesmo mosquitos ou carrapatos (Burke & Monath, 2001

A familia Flaviviridae inclui trés géneros: Flavivirus, Hepacivirus etiasis. Os
flavivirus possuem como principais representansegius da febre amarela, da dengue e da
encefalite japonesa. O género Hepacivirus é remi@de pelo virus da hepatite C e o
pestivirus pelo virus que causa a diarréia bomabora pertencam a diferentes géneros e
possuam propriedades biologicas distintas, os wWias 3 géneros compartilham grande
semelhanca na morfologia viral, na organizacao m@ee na estratégia de replicacdo (Rice,
1996).



O virus da febre amarela tem um genoma constijpdgdama Unica molécula de RNA
contendo 10.862 nucleotideos (nt), uma estrutur@A¥eé no seu lado 5’ ndo traduzido (118
nt) e uma extremidade 3’ ndo adenilada (511 ngu(d 1.4). Estes dados foram obtidos a
partir do sequenciamento nucleotidico do virusnad 7D-204 (Riceet al, 1985). O RNA,
que apresenta polaridade positiva, funciona comé Rié¢nsageiro participando da traducao
de uma poliproteina precursora de 3.411 aminoacidst poliproteina ao ser processada
proteoliticamente, gera 10 polipeptideos: 3 relsaitns as proteinas estruturais e 7
relacionados as proteinas néo estruturais. Asipegeestruturais foram denominadas como:
proteina C do capsideo (12-14 kDa), proteina M @enbmana e o seu precursor preM e
proteina E do envelope. Os genes que codificamr@eipas estruturais encontram-se no
primeiro quarto do genoma. A regido do genoma agkfica as proteinas ndo-estruturais
(NS) estdo numeradas de 1 a 5 (NS1 a NS5), deacord a ordem de sintese (Reteal,
1985) (Figura 1.4).

RIMA genimico de polaridade positiva ~11kh

S'RNT ORF I'RNT
5 Cap{ ESTRUTURAL | NAO ESTRUTURAL |
traducio
* w7 11 U L,
[I III[II]] prote: lwa’hr:l.n.zu.r:|| II " I Il polimerase ‘
. pProcessamenio
(JENNY | — i1 |
NS1 NSZA NS2B NS4A NS4B NS5

Fnwelope viral com as proteinas E & M embehidas
Nucleocaprideo composio de RMA viral e proteina O

Figura 1.4: Esquema da organiza¢éo gendmica dos flavivir@sgenoma esté representado na parte
superior, com a indicacdo das sequUéncias 5’ e @tnadluzidas e a fase de leitura aberta de 10.862
nucleotideos. Nesta fase de leitura estdo coddiado sentido 55 3', as trés proteinas estruturais
(C, prM e E) e os sete genes para as proteinasst@dgurais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B
e NS5). As setas indicam os sitios de clivagentegpliticas efetuadas pela protease viral (NS2B/NS3)

e os losangos, as clivagens pela signalase céttatificado de Chambegt al., 1990a).

A estrutura dos flavivirus € bastante conhecidanas Ultimos anos, tem sido
caracterizada com detalhes (Ferlenghial, 2001; Kielian, 2002; Kuhret al, 2002;
Mukhopadhyayet al, 2003; Zhanget al, 2003; Heather, 2005). Em termos gerais, essa
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estrutura € composta por um nucleocapsideo e uslogrevviral. O nucleocapsideo apresenta
simetria icosaédrica. O envelope viral, por sug @e@mposto pelas proteinas estruturais; M
e E. Nosvirions imaturos, a proteina M esta sob a forma de um peculenominado preM
ou prM. O precursor preM é uma proteina glicosildda aproximadamente, 22 kDa. Uma
clivagem proteolitica durante a maturacdo virabgioara a proteina M, com 8 kDa. A
glicoproteina E, a principal da estrutura do erpelairal, tem, aproximadamente, 55 kDa, e é
a responsavel pela ligacdo a receptores glicoposéna superficie celular. Esta proteina
desempenha papel chave nos processos de infedgéer,aeo tropismo viral e na viruléncia.
Além disso, possui multiplos determinantes antigési sendo o principal alvo de resposta
imune no hospedeiro vertebrado. A Figura 1.5 mastteesquema geral das particulas virais
imaturas (forma intracelular) e maduras (formaaodtular) (Figura 1.5A) e a forma imatura
da estrutura do virus da febre amarela (17D), teocmmte obtida por criomicroscopia
eletronica (Figura 1.5B) (Chambetsal, 1990a; Chambeset al, 1990b; Heather, 2005).

A

Forma Extracelular Madura Forma Intracelular Imatura

Capsideo
preM
Bicamada
lipidica
Genoma

M

Dimero de E

Figura 1.5: Organizagéo estrutural dos flavivirugA) Representacéo esquemética da particula viral
em suas formas intracelular imatura e extraceloladura: o capsideo do virus tem a simetria
icosaédrica. Estao representadas as proteinasvdoma (E) e a sua forma dimérica, a proteina de
membrana (M) e seu precursor (preM), ainda presengnvelope na forma extracelular. Ao contrario

das particulas extracelulares, as particulas eltteres ndo séo infecciosas (modificado e traduzid

de Chamberset al, 1990a). B) Imagem de uma criomicroscopia eletrénica obtida meio de

reconstrucdo de imagem de uma particula imatukards da febre amarela 17D (Heather, 2005).

No estéagio inicial do ciclo infeccioso do virus, ¢&@ula alvo, a proteina E possui um
papel fundamental. A ligacdo da proteina E a receptcelulares induz a formacéao de
vesiculas endociticas. Apds a internalizacdo desyor endocitose mediada por receptor, 0s
nucleocapsideos sao liberados no citoplasma par deefusdo da membrana do endossoma

com a membrana do envelope viral. Processo eshgzito pela reducéo de pH que ocorre no



interior das vesiculas endociticas, capaz de camedificacfes estruturais na proteina E de
envelope levando a exposi¢cdo de um peptideo de fi#dlson et al, 1995; 2001). Estas
alteracOes causam a trimerizacdo da proteina &s(fyet al, 1996). No citoplasma da célula
hospedeira, 0 genoma de RNA serve como mRNA paadacéo das proteinas estruturais e
ndo-estruturais. A formacgéo das particulas vira@mre pelo processo de brotamento onde o
ndcleocapsideo, ancorado na membrana do reticullopErsmatico rugoso (RER), é
envolvido pelo envelope viral. As particulas vira&o transportadas em vesiculas para a

membrana plasmatica e séo liberadas por exociteesistema de Golgi (Figura 1.6).

%) Fusio a 4) Liberacdo do RNA (+)
11 &Adsorgio ) metmbhrana ) Tradugio e
2} Endocitose o oI dcico processamento da
[ poliproteita

21 Fusio amembrana
plasmatica e saida da
progénie viral

TiMMorfogiEnese, maturagio e 6) Sintese de RNA
tratisporte (Complexo de

Golgi e wesiculas)

Figura 1.6: Esquema do ciclo infeccioso dos flaviviruss legendas numeradas de 1 a 8 indicam as

etapas sucessivas do processo de infeccéo virap(ado de Rice, 1996).
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1.4- A vacina contra a febre amarela

Em 1928, Edward Hindle descreveu a primeira vaexerimental utilizando virus
selvagem presente em macerados de figado de méwaper, 1937). A suscetibilidade de
camundongos e de macacos rheddiac@ca mulattaao virus da febre amarela foi um fator
decisivo para as primeiras tentativas bem sucedides produzir uma vacina de virus vivo
(Benchimol, 2001). Em 1927, No Instituto Pasteun Bakar, foi desenvolvida a cepa
neurotropica francesa, pela propagacao seriadancain de 200 passagens, em cérebro de
camundongo (Sawyet al, 1930).

A cepa vacinal 17D foi desenvolvida a partir dausida febre amarela isolado de um
africano chamado Asibi. Apds 53 passagens do @msmacacos rhesus, com periodos
intermitentes emAedes aegypti o virus foi propagado em tecido embrionario de
camundongos (Lloyet al, 1936). A 18 cultura de tecido embrionario de camundongo foi
transferida para cultura de embrido de galinha auleeu 58 passagens. Em seguida, foi
submetida a outras 160 subculturas de embridolodga

Posteriormente, Theiler e Smith realizaram subcastulo virus 17D em embrido de
galinha, partindo da cepa 17D (Theiler e Smith, 7893 Na subcultura 114, relataram a
atenuacao do viscerotropismo e neurotropismo reteseue utilizavam macacos suscetiveis
(Theiler e Smith, 1937a). Estes mesmos pesquisadditzaram as subculturas 227 e 229 do
virus 17D para imunizar, com sucesso, oito norteraranos (Theiler & Smith, 1937b). Deste
modo, a primeira produgcdo da vacina contra febrarelm utilizando a cepa 17D, foi
registrada em 3 de fevereiro de 1937 (Post, 1996).

1.4.1- A vacina no Brasil

No Brasil, desde 1929, a técnica de Hindle, carigtit por macerados hepéaticos
humanos formalizados e fenolizados, era utilizadgreparo da primeira vacina contra a
febre amarela. Essa vacina foi utilizada em 25@Xso0as no Brasil (Soper, 1937). Provou-
se, posteriormente, sua ineficacia em consequécimfeccdes intercorrentes e inumeros
Obitos.

Em 1930, Sawyeet al iniciaram o emprego do virus neurotrépico frarag€sociado
ao soro humano imune (Sawydral, 1931). Foram imunizados apenas 34 brasileirogugo
a ocorréncia de encefalite pds-vacinal em macaemsnados com a cepa nheurotropica

apontou um risco para a imunizagcdo do homem. RasteEnte, em janeiro de 1937, o Dr.
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Hugh Smith trouxe para o Brasil a amostra virahaheinada 17D. Em fevereiro e margo, do
mesmo ano, mais 33 voluntarios foram vacinados tmes da vacina formulada com a
adicdo de soro humano (Sméhal, 1938). Os primeiros lotes da vacina, identifasados
livros de registros do laboratério de producdo daina contra febre amarela, em Bio-
manguinhos, foram inoculados no dia 19 de marco dia 3 de agosto de 1937, com virus
das subculturas 236, 237 e 238 da amostra 17DDjuBho deste mesmo ano, um grupo
maior com 289 individuos foi vacinado na area rai@lestado de Minas Gerais, em uma
campanha que continuou até o final de 1937, acurdalam numero de 38.266 vacinados
(Postet al.,2001). Até o final da década de 40, todas as &agimoduzidas no Brasil foram
constituidas de virus 17DD contendo soro humaneoérRodevido ao aparecimento de
ictericia (hepatite B) em pessoas vacinadas, aulagéo das vacinas foi modificada e a
adicdo de soro humano foi abolida do protocoloialg Posteriormente, outras alteracdes
nos procedimentos de producgédo foram realizadaljimao preparacdo do inoculo e lotes
vacinais exclusivamente em embrides de galinhadesgnvolvimento do sistema de lote
semente.

Vérias subculturas do virus 17D foram testadasndera periodo de 1937 a 1942 no
Brasil. A substituicdo de uma cepa vacinal por auaitorreu de acordo com os resultados
obtidos no processo de producdo e controle dedgatdi por intermédio da inoculacdo em
macacos e testes clinicos em humanos. Amostrasniieaas: 17D-Rio, 17DIl6w™-Rio,
17D2-Rio, 17D3-Rio, 17D NY 102, 17D NY 104, 17D N8{8, 17D NY 310, 17DDHigh",
17DD “low”, 17DD1-8, 17DD EP high” foram testadas, até que a amostra 17DD la®R-"
foi selecionada, originando o virus semente utilizaté os dias de hoje na producéo desta
vacina por Bio-Manguinhos. Os virus resultantedadepassagens foram utilizados para a
producdo de vacinas e imunizacdo humana em diesrezdgcalas (Post al, 2001). As
subcepas 17D-204 e 17DD EP foram as que permaneeenauso no mundo para a producao
da vacina devido a fatores como atenuagado paraag@srhumanos e ndo-humanos, assim
como imunogenicidade (Pastal, 2001) (Quadro 1.1).
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Quadro 1.1: Produtores mundiais da vacina contra febre amarela(Monath, 2005)

*Administracdo de alimentos e drogas do termo egiés“Food and Drug Administration” (FDA).

Pais Cepa utilizada Produtor (%Lé?;fg:l\aﬂdso Comentarios gerais
Brasil 17DD Bio-Manguinhos Sim
EUA 17D-204 Sanofi Pasteur N&o Principalmente
consumo nos USA,
Swiftwater PA aprovado pelo FDA
Inglaterra 17D-204 Chiron vaccines, Sim
Speke
Franca 17D-204 Sanofi Pasteur Sim
Marcy
Colémbia 17D-204 Inst. Nacional ds N&o Consumo Local
Salde - Bogota
Russia 17D-204 Inst. Poliomielite e N&o Consumo Local
Encefalite Viral -
Moscow
Senegal 17D-204 Inst.  Pasteur + Sim
Dakar
Suica 17D-204 Berna Nao Fabricacao prévia
pelo Inst. Robert
Koch

A amostra 17D foi trazida para o Brasil com a vacidenominada NY41,
correspondente a 236ubcultura da subamostra 17D. Esta amostra folaugara preparar o
in6culo a partir do cultivo de tecido embrionarie dalinha sem tecido nervoso até a
passagem 519. Diferentes lotes, com numero de gassaliferentes foram utilizados na
producdo da vacina até julho de 1939 (Peistal, 2001). A observacdo de Penna e
Moussatché (1939), de que passagens em ovos ednim®@mumentavam o rendimento no
titulo viral, levou a novos cultivos da subamost7D. Um dos cultivos iniciou-se com
subculturas com nivel de passagem mais baixo @i passado, seriadamente, em ovos
embrionados, até a 15passagem. Esta série foi denominada passagemanaovermo em
inglés“egg passage”(EP) e, posteriormente, dividida em EP baixo dmteem inglés fow”
(niveis de passagem entre 35 e 40) e EP alto omtem inglés High” (75 a 150). Em 13 de
janeiro de 1939, cinco macacos rhesus foram indoalaom a vacina EPF347 (EP38). Neste
experimento, foi detectada viremia em trés dosocarimais inoculados, e ap6s um periodo
de observacdo de 30 dias, nenhum dos macacos raprestnais de comprometimento do
sistema nervoso. Neste periodo, 40 doses da vhaiiam sido utilizadas para imunizacao
humana. ApOs os resultados satisfatérios com an&dePF347, no inicio de setembro de
1939, Penna e colaboradores, continuando os t@batbm a série EP, vacinaram 48
individuos no Rio de Janeiro com o lote EP537 (BRRdastet al, 2001). Os resultados, mais

uma vez, foram satisfatorios sugerindo aos pesdpiea que esta série era ainda menos
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reatogénica que os outros lotes de vacinas test@dioge de vacina EP347 foi utilizado para
produzir o lote E749, que por sua vez, gerou olaté4. A amostra E774, que corresponde a
amostra 17DD low” com 40 passagens seriadas em ovos embrionadasilipada para o
preparo dos lotes semente (Retsal, 2001).

A adocéo do sistema de lote semente na producamaaa contra febre amarela
utilizando a subcepa EP data de 1944 (Nicolau, J1988ote semente foi constituido de um
lote principal, dando origem a varios lotes primare secundarios, 0s quais serviram como
fonte de virus para a producao de vacina até Z0@dgteriormente, o lote semente secundario
102/84 deu origem ao lote 993FB013Z. Em 1961, ocqmso de inoculagdo de ovos
embrionados foi alterado; a inoculagdo passou dester na cavidade vitelina, reduzindo o
indice de mortalidade dos ovos embrionados. Em ,1f@8troduzido o uso de ovos livres
de patogenos especificos do termo em intgpscific pathogen free'(SPF) na producdo da
vacina, o que proporcionou a reducao do risco deantinagbes com agentes adventicios. Em
seguida, foram adicionadas substancias estabiliaadoa formulacdo da vacina o que
aumentou a termoestabilidade da mesma (Nicolaig)198

Atualmente, Bio-Manguinhos € o maior produtor mahdia vacina contra a febre
amarela, com quase 400 milh6es de doses produzidade 1985, e € o Unico produtor a
utilizar a cepa 17DD. No Brasil, de 1937 a 2000aro vacinados, aproximadamente, 200
milhdes de pessoas com a cepa 17DD do virus da &barela. Na Figura 1.7 visualiza-se

um pequeno histérico da origem da cepa (17DD)atilla no Brasil.
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Figura 1.7: Histéria das passagens do lote semente YF 17DIizatios na producdo da vacina no
Brasil. O lot semente EPF374 representa a cultura nagees281 do virus na passagem consecutiva
em ovo. O lot semente primario P3 foi utilizadopreparo do lot semente 102/84. Este lote de YF
durou para producdo de vacina de 1984 até 2002dqua lot de vacina 993FB013Z foi derivado
deste segundo lote semente. A producdo atual daavede YF utiliza este lote semente 13Z desde
2002, estando na passagem 287 (Marchevsky, 2005).

1.4.2- Eventos adversos associados a vacina corfehre amarela

A vacina contra a febre amarela € o Unico meioagfide prevenir e controlar a
doenca, ja que interrompe o ciclo de transmiss@wn Por objetivos conferir protecéo
individual e coletiva, bloquear a propagacédo gdamrala doenca criando uma barreira de
imunidade e prevenir epidemias. A partir de 1998ando evitar a ocorréncia de surtos de

grande magnitude, o Ministério da Saude iniciou @mgpla campanha de intensificacdo da
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vacinacao contra a febre amarela na area de ttetizando, até 2001, 58 milhdes de doses
de vacina aplicadas. Nos 1.341 municipios da &eetrashsi¢cdo, até o ano de 2002 foram
aplicadas 21,4 milhdes de doses de vacina humaagg@mude 26,3 milhdes de habitantes
(81,2% de doses aplicadas). No pais como um toolgpemiodo de 1993 a 2003, foram
aplicadas 176.626.490 de doses de vacina no B&ammente em 2003, foram vacinados
contra febre amarela 5.224.672 habitantes. Na iademne, a estratégia de vacinagao visa
assegurar que todas as pessoas que se dirijameas émdémicas ou de transicdo sejam
vacinadas com antecedéncia de dez dias. Com aifitagdo das acdes de vacinacao e apos
a ocorréncia dos primeiros eventos adversos gassxiados temporalmente a vacina contra
febre amarela, foi adotado um protocolo para essestos, tendo sido detectados cinco casos
graves com quatro Obitos no periodo de 1999 a B06(Qfis (Busst al, 2005).

A possibilidade de ocorréncia de efeitos adversté sempre presente, mesmo com
emprego de vacinas consideradas seguras. A vamimi@@ febre amarela é reconhecida pela
tolerabilidade e seguranca, sendo considerada as)andlhores contra os arbovirus (Chang
2004, Pugacheet al., 2005). Dai as reacbes poOs-vacinais, consecutiviasi@dzacdo com a
cepa 17D e 17DD, serem classificadas como reagiiss| e sistémicas e reacdes que
raramente ocorrem (Gallat al., 2001; Vasconcelost al., 2001; Struchineet al., 2004;
Camacheet al.,2005).

As reacdes adversas a esta vacina sdo geralmeasee@correm, de cinco a dez dias
apos a vacinacao. Das pessoas vacinadas 2% a ¥ pgpdesentar cefaléia, mal estar, dores
musculares e febre baixa. Reac6es de hipersedat@liimediata, caracterizada por urticaria
sado incomuns (incidéncia <1/1.000.000), e ocorr@mncipalmente, em pessoas com
historico de alergia a derivados de galinha. Carapbes graves, como crise convulsiva, tém
sido raramente notificadas ap0s a vacinacdo comastea 17D, ao longo de sua utilizacao
(Chanet al.,2001; Martinet al.,2001).

Na categoria de eventos comuns de menor expregsdiacdm-se ainda reagdes de
hipersensibilidade, representadas por prurido, eldiema e edema no local da injecdo. Os
individuos hipersensiveis a proteinas presentevoopodem apresentar desde urticaria até
choque anafilatico. Sintomas e sinais clinicos ige@omo hipertemia, mialgia e cefaléia
ocorrendo de 3 a 8 dias apo0s a vacinacdo, estagrupm de efeitos usuais previsiveis
(Vasconcelo®t al.,2001).

Atualmente, as encefalites pods-vacinais sao rdresperadas e inexplicadas. A
incidéncia de encefalite pds-vacinal na infancia (meses de vida) pode ser estimada entre

0,5 a 4 por 1.000. Desde 1965, nos Estados Unidoxidéncia em individuos acima de 9
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meses foi menor do que 1 em 8 milhdes. A sindrostecionada com a encefalite 17D é
caracterizada pelo inicio das manifestacées cBnitta7 a 21 dias ap0s a imunizacdo, com
febre e manifestacdes neuroldgicas, tais como g, convulsdes e paralisia.

Em 1999, a imunizacdo humana em campanha naci@mml & vacina 17DD,
produzida no Brasil (Bio-Manguinhos), acarretou recidéncia de reacdo anafilatica,
hipersensibilidade, febre e convulsao febril, fai ordem de aproximadamente 1:600.000,
1:200.000, 1:400.000 e 1:4,5 milhdes, respectivaeele um total de 13,6 milhdes de doses
aplicadas (FUNASA, 2006). Estes numeros foram mgiéowecidos na continuacdo da
campanha de imunizacdo com a aplicacdo de quaselli@es de doses até marco de 2000
(Vasconcelo®t al.,2001).

Outro evento muito raro € a hepatite aguda em psSgoe receberam a vacina 17D
contra a febre amarela. Os casos descritos nol Bitasante as campanhas vacinais de 1938 e
1940, depois de intensa investigacdo, foram attdsua virus adventicios, descartando-se a
hipotese de viscerotropismo do virus 17D, consityase que soro humano era adicionado a
vacina. Em 1942, foram registrados 62 obitos @asmais, posteriormente diagnosticados
como contaminacdo do soro humano com o virus datitep (Charet al.,2001).

Estudos retrospectivos, com eventos adversos diaavaeD realizados no Centro para
Prevencédo e Controle das Doencgas do termo em ifgEster for Disease Control and
Prevetion” (CDC), Atlanta GA no periodo de 1990-1998, rewaiar3 casos fatais com
insuficiéncia hepatica e renal. O seqlenciamentgeti@ma viral comprovou que o virus 17D
foi associado ao evento pés-vacinal (Maeinal, 2001). Dois eventos pés-vacinais fatais
semelhantes ocorreram no Brasil, em novembro d@ &9%@vereiro de 2000. A deteccgéo e
analise, por sequenciamento nucleotidico do gertamarus isolados dos dois casos, revelou
a presenca do virus vacinal 17DD em amostras déote¢Vasconcelogt al, 2001). A
sindrome associada com vacinacao pelo virus 17Da&ctesizou-se pelo inicio, 3 a 4 dias
apos a imunizacdo, com febre inespecifica segualaagida progressdo com ictericia,
insuficiéncia renal, hipotensao, choque e, em umadsos, hemorragia com Gbito ocorrendo
5 a 6 dias. Houve ainda elevacdo das aminotrassier&levacdo de bilirrubina, creatina e
trombocitopenia e alteracdes histopatoldgicas sivgesde febre amarela. O virus 17DD foi
detectado por imuno-histoquimica isolado de vasigéios (Vasconcela al, 2001).

Até a presente data, sete casos de AVD (doencaiadammo viscerotropismo) foram
relatado. Quatro foram confirmados pelo isolameatdrés aguardam laudo conclusivo
(Martins et al, 2007). Apesar da caracterizacdo molecular etifgina dos virus 17DD

recuperados de cada evento adverso grave acredgas fatores individuais de risco
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predispuseram os individuos vacinados ao viscqistroo do virus vacinal (Gallest al.,
2001; Vasconcelost al.,2001).

O risco de ocorréncia destes eventos adversos gyassociados a vacina contra a
febre amarela parece estar limitado a primeira iragdo com a vacina. A frequéncia destas
reacOes permanece desconhecida, porém, estimdszndas nas estatisticas brasileiras,
incluindo a vacinagéo infantil de rotina nas amasisco, indicam um risco na ordem de um
caso para cada dez milhdes de doses aplicadassc@® comparativo com os dados dos
Estados Unidos da América (EUA), onde predomina@nacao de viajantes adultos, é de
um caso para cada duzentos ou trezentas mil dpbeadas e um caso para cada dez a vinte
mil doses aplicadas a individuos com idade acimsedsenta anos de idade (WHO, 2003).

1.5- Desenvolvimento de vacinas virais com énfasa ®acinas inativadas

O estado de imunidade do individuo pode ser indup&lo uso de variados tipos de
vacinas, as quais encontram-se, comercialmenteordiggs: microorganismos Vivos
atenuados; microorganismos inativados, extratos ndieroorganismos ou proteinas
recombinantes.

As vacinas virais podem conter virus atenuadostiva@os, vacinas contendo
particulas semelhantes a virus (do termo em irfyliéss Like Particles” (VLPs) ou somente
subunidades protéicas. As vacinas inativadas ditasinas com virus morto”, podem
apresentar problemas, como a toxicidade do ageatwante e a curta duragdo da resposta
imunoldgica (Budowskyet al., 1991). Por outro lado, as vacinas atenuadas, rfaactom
virus vivo” podem gerar mutantes mais infecciosos gs virus inoculados. A Unica vacina
de subunidade em uso, nos dias atuais, é a vammi@® virus da hepatite B (Norrby, 1987).
Ja as vacinas contendo VLPs, sdo vacinas, maisteeecente, colocadas no mercado para uso
humano, como exemplo, as vacinas contra rotaviasta o papilomavirus (Conner al.,
1996; WHO, 2004; Stanlegt al., 2006). Outras metodologias estdo sendo estudadas p
serem utilizadas no desenvolvimento de vacinas mai® como as vacinas de DNA e as
vacinas utilizando virus quiméricos. Porém, essagas, em sua grande maioria, ainda estao
em fase experimental.

As vacinas de DNA, como s&o conhecidas, utilizabN& na formulagéo da vacina,
ao invés da proteina viral purificada. O processwolve a introducédo direta do DNA
plasmidial, que possui o gene codificador da pnat@intigénica, e sera expressa no interior

das células. Como possiveis desvantagens paranestsalologia podem ser citadas as
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possibilidades de integracdo do plasmideo ao gerfmspedeiro de maneira danosa ou a
exposicdo do sistema imune a niveis constitutivesadtigenos durante o periodo de

expressao do gene (Schatzmayr, 2003).

1.6- Metodologias para identificacao do virus da fee amarela

O diagnostico especifico da febre amarela deperdesstudos histopatoldgicos,
isolamento do virus, demonstracdo de antigenoscalosa nucléicos virais ou resposta
especifica de anticorpos. Nos primeiros cinco dasloenca, o virus pode ser isolado do
sangue, pela inoculagédo intracerebral de camundongmnatos ou pela inoculagcéo
intratoracica em mosquitofoxorhynchitesou ainda inoculacdo de culturas celulares de
mosquito (Barret and Higgs, 2007). Uma linhagetalaedeA. pseudoscutellariapresenta
alta sensibilidade para o isolamento do virus deefamarela e um periodo de trés a seis dias,
para a deteccdo do virus, utilizando a imunoflum@esia com anticorpos policlonais ou
monoclonais (Barret & Higgs, 2007).

A metodologia de transcriptase reversa da reacaoagi®mia da polimerase do termo
em inglés Reverse Transcriptase Polimerase Chain ReattiRT-PCR) ou a hibridizac&o
de acidos nucléicos pode ser utilizada para o dgtgo precoce da febre amarela nas
amostras de sangue de individuos infectados. @geant virais ou complexos IgM-antigeno
no soro podem ser detectados por testes imunoanzndA sensibilidade de um ELISA do
tipo captura de antigeno é de 70% e pode deted@tas wao infecciosos em amostras
processadas de forma inadequada (Barret and HI003).

Além do ELISA, outros testes soroldgicos podemusiéizados para o diagnostico da
presenca do virus ou de anticorpos da febre amamatao por exemplo: o teste de inibicdo da
hemaglutinacdo (IH), teste de fixacdo de complemeiC), teste de neutralizagéo,
imunofluorescéncia indireta (IFI) e radioimunoens#&telos testes de IH, IFl e Neutralizagao
pode-se detectar anticorpos uma semana apés ciapaméo da doenca, enquanto que por

FC a deteccédo ocorre mais tardiamente.
1.7- Testes Imunologicos

Os testes imunoenzimaticos do termo em infw®yme immunoassay(EIA) ou
“Enzyme-linked immunosorbent assayELISA), como sao mais conhecidos, foram
desenvolvidos na década de 70. Esses testes feaizados, simultaneamente, pelos grupos

de pesquisa de Perlmann e Engvall, da Universidadestocolmo, e pelo grupo de Schuurs e
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Bauke (Engvall & Perlmann, 1971; van Weemen & schuin74; Engvall, 1980). O teste de
ELISA é utilizado tanto para deteccdo de antigarmyso de anticorpos e apresentam com
grande sensibilidade e especificidade.

O principio do ELISA consiste de uma reacdo imugiol (antigeno-anticorpo)
seguida de uma etapa com antigeno ou anticorpagaxhp com enzima, um substrato e uma
substéancia reveladora. Deste modo, antigenos @wogus primarios sdo adsorvidos a uma
fase solida, usualmente uma placa de poliestiren®6dpocos. Em seguida, a superficie &
lavada com uma solucdo tampado de bloqueio quer&goara impedir que proteinas nao
especificas adsorvam nessas superficies. Posteritena amostra que pode conter antigeno
ou anticorpo, dependendo do método empregado. ©ogtd ou antigeno ndo ligado é
desprezado por lavagem e a superficie é adicioaatoorpos ou antigeno ligados a uma
enzima que na presenca de um substrato e uma cotugtndégena desenvolve cor. A
intensidade da cor é proporcional a concentracdantiggeno ou do anticorpo de interesse
(Daviset al,, 1990).

O ELISA pode ser apresentado em varios modelos:

a) O ELISA direto que funciona como um “sanduichedhtado da seguinte forma: anticorpo
de captura-antigeno de interesse-anticorpo sedonci@mjugado com uma enzima, sendo a
mais utilizada a peroxidase.

b) O ELISA indireto, que utiliza um anti-anticorpecundario conjugado com uma enzima.

c) O ELISA competitivo onde o anticorpo da amogéste compete com o anticorpo de
captura frente ao antigeno especifico.

Em alguns casos o0s resultados positivos obtidos uem ELISA podem ser
confirmados por outros testes especificos como,egemplo, o Western blot, que detecta

proteinas do virus, e o PCR, que detecta os aoigméicos virais.

1.8- Quantificacdo de virus presentes em vacinasaitivadas

O desenvolvimento das vacinas virais inativadasyguelmente, pela necessidade de
produzir vacinas virais mais seguras, uma vez gjgemas vacinas contendo virus atenuados
podem apresentar efeitos adversos decorrenteslieagéio do virus vacinal (Gallet al,
2001; Chanet al., 2001; Martinet al., 2001; Struchinert al., 2004). Porém, além da
seguranca, as vacinas inativadas precisam compeogaa imunogenicidade que pode ser
avaliada em modelo animal na fase dos ensaioslipiées e, posteriormente, em humanos.

Os testes de imunogenicidade podem ser associadessaos de dose resposta para
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determinacdo da “poténcia” da vacina. Esse meétodatiizado como metodologia de
quantificacdo“in vivo” da vacina inativadaPor outro lado, os ensaios mais frequentes
utilizam metodologiasin vitro” para quantificacdo de antigenos virais. Normalmeat
metodologia utilizada é o teste imunoenzimaticol@). Alguns estudos ja mostram a uniao
dessas duas metodologias para quantificacdo dgeaof em vacinas inativadas (Cabél,
1989; Singeeet al, 1989; Rooijakker®t al, 1996; Maast al, 2002; Claasseat al, 2003;
Fuchset al, 2003; Fournier-Caruared al, 2003; Claasseet al, 2004; Eugeniat al, 2004).

Vacinas inativadas disponiveis, licenciadas pela SDMornecem exemplos de
metodologias de quantificacdo entre estas est@mavaativada contra os virus da raiva, da
influenza, da hepatite A, da poliomielite e da éalte japonesa (Carokt al., 1989;
Rooijakkerset al, 1996; Fournier-Caruaret al, 2003; Fuch®t al, 2003; Dragunsket al,
2004; Eugeniat al, 2004). De modo geral, essas vacinas ja estd@g@uas, N0 Cenario
mundial, pela eficacia e seguranc¢a (Cheingl.,2004).

Uma vacina inativada de uso veterinario tambémtieela no mercado é a vacina
contra a doenca do virus Newcastle. Muitos tralsall@m publicados visando a melhoria e
adaptacdo de metodologias para deteccdo do viatisaido nesta vacina. Varios grupos de
pesquisa estdo desenvolvendo métodos imunoenzimattdizando anticorpos monoclonais
especificos e também test@s Vivo” na tentativa de estabelecer uma melhor correlagée
estes testes (Rooijakkees al, 1996; Maat al, 2002; Claasseat al, 2003; Fuchst al,
2003; Dragunskyet al, 2004). Muito desses métodos encontram-se catidsgana
Farmacopéia Européia e podem ser consultados/{Wttpv.pheur.org/site, outubro de 2006).

Na vacina inativada contra a raiva, utilizada nanEa, os Laboratérios de Controle
Nacional (LCNs), preconizam testes de poténcidates de vacinais com ensaios Vivo” e
“in vitro” que sejam recomendados e referenciados pela Fapgiaduropéia, peld3fficial
Medicines Control LaboratorieOMCLS) e pelos requerimentos minimos da OMS. O
ELISA desenvolvido para detectar o virus da ranativado é baseado na determinacdo da
concentracdo da glicoproteina G do virus da rdfearpier-Caruanat al., 2003). Em todo
produto acabado (vacinas inativadas), o Instituaxzidhal de Saude do termo em inglés
“National Institute of Health"(NIH) faz a confirmacéo do teste final da poténdiéizando
este teste (Fournier-Caruagiaal, 2003).

Outros exemplos importantes sdo os das vacinawadas contra a poliomielite e
contra hepatite A. Nestes casos, alguns institdésenvolveram ELISAs especificos, onde
utilizam um anticorpo monoclonal contra uma praeéspecifica do virus, aumentando a

sensibilidade e especificidade do teste. Além difmarem um estudo de imunogenicidade
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com camundongos (dose-resposta), e confrontam iesr@gultados, ifi vivo” e “in vitro”
(Singer et al., 1989; Dragunskyet al., 2004). Na vacina inativada contra hepatite A o
conteudo antigénico da vacina é quantificado p&l&E, e a poténcia da vacina expressa em
unidades de ELISA (UE) de antigeno.

Na vacina contra a doenca de Newcastle, algund@stuostram ainda a existéncia de
um teste para determinacdo da poténcia da vacaseado na dosagem dos titulos de
anticorpos da hemaglutinina-neuraminidase (inibg@demaglutinacéo) e na protecao apos a
demonstracdo do desafio. A correlacdo entre ogasnda poténciaifi vivo” e “in vitro” é
confrmada com a colaboracdo do estudo de préagda feito pelos OMCLs, que
determinam a quantificacdo dos dois antigenos. faétedo de mensuracdo da poténcia da
vacina deve ser proposto como um teste alterngtara o ensaio de poténcia da vacina
comercial, podendo ser incluido como mais um métmd-armacopéia Européia (Maets
al., 2002; Fuchset al, 2003; Claasseet al, 2003; 2004). O Instituto de Tecnologia de
Imunobioldgicos (Bio-Manguinhos) estd desenvolvendta vacina inativada contra febre
amarela. Neste sentido, Bio-Manguinhos precisa ndebeer e validar a sua propria
metodologia de quantificacdo de virus inativadostBledissertacdo, desenvolvemos uma
metodologia capaz de detectar o virus da febreadmarepa 17DD, sendo esta, aplicavel a
deteccdo e a quantificagcdo deste virus ap0s ansti®aicdo. A abordagem deste assunto
representa uma estratégia necessaria e inovadors, cpntribuira com o projeto de

desenvolvimento da vacina inativada contra febrarala.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Estabelecer um teste imunoenzimatico (ELISA) parairus da febre amarela
aplicavel na deteccdo do virus 17DD inativado qases@ ser utilizado na quantificacao
antigénica de uma vacina.

2.2. Objetivos Especificos

1. Purificar e comparar os anticorpos 2D12 e M7 visard estabelecimento do

anticorpo de captura,

2. Obter o virus 17DD a partir da sua propagacao efturaude células Vero e

Ultracentrifugagéo em gradiente de sacarose;

3. ldentificar e selecionar os controles positivo gaio;

4. Aplicar o ELISA na deteccdo do antigeno da febrarata, sendo este o virus 17DD

inativado por formaldeido.
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3. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados segundo Procetis@peracionais Padrao (POP)
estabelecidos no Laboratério de Tecnologia Viraag(LATEV) pertencente a Vice-
Diretoria de Desenvolvimento Tecnoldgico (VDTEC) dastituto de Tecnologia em
Imunobioldgicos de Bio-Manguinhos (POP n°:107020,3®7020-302, 106030-512).

A seguranca com reagentes quimicos foi considesagmindo-se as normas da
Assessoria de Seguranca do Trabalho e Meio Amb{&iE8TM) de Bio-Manguinhos (POP
n°: 106030.301).

Todos os equipamentos e instalagbes utilizadosmfocartificados, calibrados e
aprovados para o0 uso em laboratério, de acordoasonormas de qualidade do Laboratorio
de Metrologia e Validagcdo (LAMEV) do Departament@ dsarantia de Qualidade
(LAMEV/DEGAQ), (POP n°:101031.549 e 102210.559).

3.1. Cultivo e manutencéo de células

Utilizou-se cultura de células Vero — CCL™81(de rim de macaco-verde africano)
proveniente da Colecdo Americana de Tipos Celuldoetermo em inglésAmerican Type
Culture Collectiori (ATCC). As células foram mantidas em meio dewalt199 com sais de
Earle’s (Gibco), suplementado com 5% de soro fet@ino (Gibco), 2,5 % de NaHGG
4,4% (Merck) gaseificado, 0,1% de eritromicina (&gChemical Co.), 0,1 % de Canamicina
(Sigma Chemical Co.) e 0,1% de fungizona (ScherfR@P n°: 107020.501). Os meios de
cultura e as solugbes foram produzidos no LATEV nou Setor de Meios e Solugbes
(SEMES) da Divisédo de Apoio de Virais (DIAPV) do metamento de Vacinas Virais
(DEVIR) de Bio-Manguinhos, sendo preparados de dmcarom o POP n°: 107020.501,

seguindo-se as normas de controle de qualidade.
3.2. Virus 17DD e producao de estoques virais

Os virus 17DD foram cultivados em sistema “roll@garrafas do tipo rolantes de 800
cn?) em culturas de células Vero (com densidade ds062células/cri). As culturas foram

inoculadas com o virus da febre amarela, subcepd ,1é¢om multiplicidade de infeccéo

(MOI) do termo em inglés “mitiplicity of infectiori de 0,02. Posteriormente, essas culturas
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permaneceram em estufa & 87 onde foi observado efeito citopatico moderadasapdias.
O sobrenadante das culturas foi mantido em banhgelteaté que fossem centrifugados a
1.500 x g por 20 minutos a % para clarificacdo, isto €, retirada de fragmerdes
degradacéo celular e células em suspensao. Asnsdgseforam separadas em aliquotas de

1,3 mL e armazenadas em freezer a -70 °C, devidarntemtificadas.

3.3. Virus 17D, Virus Dengue 2 e Virus da Hepatit€

O virus 17D foi, originalmente, produzido no Ingtit Robert Koch, onde foi cedido
pela OMS. Posteriormente, esse virus foi cedidacaManguinhos onde foi propagado em
ovos embrionados e armazenados em freezer a -70 °C.

O virus da dengue sorotipo 2 (DENV-2) foi propagado células Vero, no LATEV,
de acordo com a metodologia anteriormente degmito virus da febre amarela (17DD).

O virus da Hepatite C foi proveniente de soro deagmde do Centro de Referéncia
Nacional para Hepatites Virais pertencente ao Dapento de Virologia do Instituto

Oswaldo Cruz.

3.4. Purificacéo do virus 17DD

O protocolo para purificacdo do virus da febre @ahaafoi realizado de acordo com
Putnaket al, 1996a e Putnakt al, 1996b, com algumas modificagdes. Partindo-samde
volume inicial de 2 L contendo sobrenadante pramei de culturas de células Vero
inoculadas com o virus 17 DD. Apés a clarificac@guspenséo viral foi adicionado PEG
8000 a 6% e 0.5 M NaCl, em agitacdo suave, na teysa de 2 C, por 45 min, e apos
centrifugada a 5.000 x g &@ por 50 min. Em seguida, o sobrenadante foi destmre o
“pellet” foi ressuspendido com 30 mL de tampado TNE (NaCMQ,EDTA 0,5 M, Tris
0,1M). O material ressuspendido foi centrifugad®2z000 x g por 10 minutos & € e o
“pellet” foi descartado. O sobrenadante foi centrifugad@&000 x g por 80 min £€. O
sobrenadante foi descartado épellet” ressuspendido em 3 mL com tamp&do TNE o que
resultou em uma concentragdo de 10 vezes. O vougpurificado por um gradiente
descontinuo de sacarose, em tubos de 12 mL, adigdorse 3 fracdes de 30 — 60% cada uma
com 2,5 mL e acrescentando-se um colchdo de sacdeo$5% fracdo de 2,5 mL na parte
superior. Posteriormente, aplicou-se 1,5 mL da #&aade virus a ser purificada, o que

resultou em um volume total de 11,5 mL por tubaeEgadiente foi ultracentrifugado a
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59.500 x g por 14:00 h & €. Apds a ultracentrifugacéo coletou-se 12 fragied mL. A

leitura destas fracOes foi realizada em espectwofetro (Pharmacia Biotech — Ultrospec
2000) nos comprimentos de onda de 260 nm, 280 8D exm para avaliar as concentracdes
de proteinas. As fracbes que apresentaram os mavateres de DO foram separadas.
Posteriormente, foram aplicadas em gel de pola@oida em gradiente de 5 a 17% em
condicbes desnaturantes para visualizacdo do grgauckza. As fragbes analisadas foram
reunidas e dializadas contra tampéo TNE para postiysagem de proteinas pelo método de

Bradford (Bradford, 1976; Smith, 1985) e quantifiaa por titulacdo em células Vero.

3.5. Titulagéo viral

A titulacdo viral foi realizada pela contagem ddacas de lise produzidas em
monocamadas de células Vero (De Madrid & Portekfi@P69; Allisonet al., 1981), sob
meio 199 com sais de Earle’s completo contendmgayimetil-celulose a 3% (CMC) (POP
n% 107020-302). Foram utilizadas placas de 6 pogostendo células Vero semeadas a
densidade de fOcélulas/cmh, 24 horas antes do uso. Para a infeccdo, forafizagas
diluicBes seriadas (f0a 10°) da suspens&o viral e inoculadas na monocamadacomL
de cada diluicdo, com incubacéo de 1h a 37° C smositra de 5% de GOEm seguida, o
indculo foi retirado e foi adicionado 3 mL de mdi69 Earle’s/ICMC a 3% (CMC/Sigma
Aldrich, USA) para uma incubacéo de 7 dias em astuB7° C com 5% de GOApOs esse
periodo, as placas foram fixadas com formaldeidé &0coradas com uma solugéo de cristal
violeta 0,4% p/v (POP n°: 106030-512). As placasisgepresentes em cada diluicdo foram
contadas e o numero de unidades formadoras desp(&&J) por mL de amostra foi
calculado. O calculo do titulo viral foi realizadegundo a formula: n°® de placas de lise x
diluicdo correspondente x 10 (acerto do volume fiara. uma vez que 0,1 mL foi utilizado
como indculo) seguindo-se o calculo do logaritmdase 10 desse valor. Os valores foram
expressos em lggPFU/mL.

3.6. Dosagem de proteina pelo método de Bradford
A determinagdo da concentracdo de proteina no VIHIBD purificado e nos

anticorpos 2D12 e M7 purificados, foi realizadaopeiétodo de Bradford (Bradford, 1976),

utilizando o kit da BioRad em microplacas de 9@icas.
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3.7. Inativagéo viral

A inativacdo do virus da febre amarela foi real&zacbm formaldeido. Para
determinacao das condicdes de inativacao foranzaeals cinéticas variando a concentracao
de formaldeido e do tempo de incubacdo necessar@ipativacao viral conforme descrito
por Melnick, 1991, e Putna#t al, 1996a.

O virus purificado por ultracentrifugacdo por geade de sacarose foi dialisado contra
tampdo TNE e, posteriormente, misturado com umacéol de formol 37% (Merck PA)
ajustando-se para uma concentracao final de 1:4@@l0cou-se a mistura (virus/formol) em
agitacdo lenta e constante a°22por 48 horas. Apés este tempo, neutralizou-eagio com
a adicdo de 1 volume de uma solucéo de bissukiteddio 35% para uma concentragao final
de 1:8 (Putnakt al, 1996a, Putnakt al, 1996b).

3.8. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAS

O sistema de eletroforese em gel de poliacrilarairdacondicdes desnaturantes (SDS-
PAGE) do termo em inglé&Sodium Dodecyl Sulfate Poliacrylamide Gel Electnopesis”
foi utilizado para analisar o grau de pureza daisvida febre amarela. Para isso foram
utilizados géis de poliacrilamida em gradiente de 57% e de 12% (Laemmli, 1970). As
amostras foram previamente tratadas com tampaerwdnt3-mercaptoetanol 5% (v/v), SDS
10% (v/v), tris-HCI 1,0 M pH 6,8, glicerol 8% (vivlazul de bromofenol 0,2 g %.
Posteriormente, foram aquecidas a°@@Aurante 5 min. A corrida eletroforética foi reatia
fixando-se a voltagem em 100 V. Apoés o gel foi doram solucdo contendo metanol 30% e
acido acético 10%, brilhante blue G 0,4%.

3.9. Obtencé&o dos controles (positivo e negativo)

A solucao de referéncia de controle positivo faberada a partir do antigeno 17DD
obtido a partir de cultivo celular e purificado pdtracentrifugacdo em gradiente de sacarose
conforme descrito no item 3.4, e padronizado nie téssenvolvido, na diluicdo 1:16 onde foi
determinado a sua concentracdo de proteina e lo #m PFU/mL. Esta solugdo foi
aliquotada e armazenada a°G@té o seu uso.

A solucdo de controle negativo foi elaborada aimpad sobrenadante da cultura

celular (células Vero) ndo infectada, um voluméade mL e este sobrenadante foi purificado
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conforme o sobrenadante com o antigeno 17DD, deswi item 3.1.4, e padronizado no
teste desenvolvido determinando uma diluicdo pswade 1:20. Esta solucéo foi aliquotada e

armazenada a -70 até seu uso.

3.10. Obtencéo e producéo do fluido ascitico — aotirpo monoclonal

O fluido ascitico (anticorpo monoclonal) utilizacseste trabalho foi produzido e
fornecido pelo Laboratério de Anticorpos Monocl@a@iATAM) de Bio-Manguinhos. Este
fluido contém o anticorpo monoclonal 2D12 espegifiara a proteina E do envelope do virus
da febre amarela cepa 17D de autoria de Schlesietgal, 1983 e Monath, 1984a,b.
Originalmente, o fluido ascitico utilizado no LATARKbi proveniente da ATCC, que tem
como nimero de catélogo: CRL-1689 designado 2D12, isotipo 1gG2a, de cadeia leve
kappa, originario de células B de camundonitug musculugmieloma), tipo celular
linfécito B, depositado por JJ Schlesinger em 1983.

A producédo de fluido ascitico foi realizada em cadungos BALBc tratados por
inoculagéo intraperitonial com 0,5 mL de pristaB&(10,14-tetramethyl-pentadecane, Sigma
Aldrich), para distensdo das algas intestinais.sApd dias, estes animais foram inoculados
com 1 x 16 células/mL do clone secretor de anticorpo, pelsmaevia. A formac&o de fluido
ascitico ocorreu em, aproximadamente, 10 dias eoetmletado com auxilio de uma agulha
40 x 12 mm. O sobrenadante foi obtido por centa@dp a 300 x g por 30 minutos.
Posteriormente, o material foi acondicionado a °€0

3.11.Purificacdo dos anticorpos 2D12 e M7

Para purificacdo do monoclonal 2D12 utilizou oesish AFFI-Prep Protein Matrix
(BioRad), padronizado a partir do protocolo origida BioRad. A dosagem protéica do
referido anticorpo foi realizada utilizando-se aou® de Bradford (Bradford, 1976). A resina
matrix foi empacotada em coluna Poly-Prep, nimeroatalogo: 731-1550, com um volume
de 3 mL, tendo a resina a capacidade de purified @ 10 mg/mL de proteina. Empacotou-se
0 volume de 3 mL respeitando esta relacado de 1fhind/avou-se a coluna com tampéao de
ligacdo (pH 9,0), com 3 vezes o volume da coluaga pquilibrar o pH. O fluido ascitico foi
diluido 1:2 no tampdao de ligacdo para um volumalftie 6 mL. Em seguida, passou-se o
mesmo em um filtro millipore de 0,45 pm acopladoraa seringa de 10 mL. Posteriormente,

este filtrado foi aplicado em uma coluna onde fdetado o eluato (material ndo grudado na
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coluna). A coluna Poly-Prep foi lavada com tampédigacéo utilizando-se um volume 15
vezes maior que o seu volume. A IgG adsorvida ainadoi eluida e coletada em aliquotas
de 1 mL. Para neutralizar o pH acido do tampaoluied®, e preservar o fluido ascitico, as
fracbes foram incubadas com fQ de 1M tris-HCI (pH 11). As fragcbes coletadas fora
analisadas em espectrofotdmetro no comprimentonda de 280 nm. As proteinas foram
quantificadas pelo método de Bradford e analisatasgel de poliacrilamida 12% em
condicbes desnaturantes para verificacdo do grapuleza. A concentragdao final do
anticorpo monoclonal 2D12 obtida pelo método dedfnal foi de 2,78 mg/mL e do
anticorpo M7 de 3,68 mg/mL. Apés a quantificacaioaidicionada uma solucéo de glicerol
(PBS/Glicerol v/v) e as amostras contendo 2D12 ephfificados foram guardadas no freezer
-70°C.

3.12.Conjugacéao do anticorpo 2D12 com a peroxidase

O protocolo para conjugacao do monoclonal 2D12 eoenzima peroxidase (HRP
Sigma, 25.000 unidades, Tipo VI) foi realizado @erdo com a metodologia descrita por
(Nakane e Kawaoi, 1974; Camargbal., 1987). Dissolveu-se 4 mg de peroxidase em 1 mL
de agua, em seguida, adicionou-se 0,2 mL de mé&tdpér (0,1 M) em agitacdo constante,
por 20 min a temperatura ambiente. Posteriormeatesolucdo contendo peroxidase e
metaperiodato foi filtrada em coluna Sephadex GFZ%10) (Amersham Pharmacia Biotech),
equilibrada com solucdo de acetato de sédio (1 fpi)4,4). Apds desprezar, o volume de
3,5 mL (volume de leito da coluna) coletou-se umegdo de 1,5 mL, e posteriormente,
ajustou-se o pH da mistura (peroxidase/meta-paodgera pH 9,5 utilizando-se o tampéo
carbonato (0,2 M) (pH 9,5).

O monoclonal 2D12 purificado contendo uma conceatiale 8 mg/mL foi eluido em
coluna Sephadex G25, equilibrada com tampéao cattofe01 M, pH 9,5). A conjugacéo da
peroxidase (1,5 mL) com a IgG (1,5 mL) foi realiasgbb agitacdo constante por 2 horas.
Apoés adicionou-se lentamente, 0,1 mL da solucébodehidrato de sédio (0,1 M), e deixou-
se este conjugado por mais 2 horas @Gt Apds estes procedimentos, o conjugado foi
dializado em uma coluna de sephadex G-25 (PD10)ilrgda com tampao PBS tampéao
fosfato (NaH PQ, 10 mM, NaCl 0,15 mM) (pH 7,2). Novamente, 3,5 nd.\alume de leito
da coluna foi desprezado e 3,0 mL do conjugadotamde O conjugado foi estocado em

freezer -20C em uma solucéo de PBS/Glicerol (v/v) em uma chloil:10.
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3.13. Teste imunoenzimatico para deteccao do antigeda febre amarela

O teste imunoenzimatico consistiu em um ELISA diggara deteccdo do antigeno da
febre amarela subcepa 17DD. Todos os insumosaddz no ELISA e na purificacdo dos
anticorpos 2D12 e M7 foram produzidos no LATEV e l®TAM (Bio-Manguinhos). As
solugbes e os reagentes utilizados nos ELISAs fggeosduzidos e cedidos pelo Setor de
Células e Virus (SECVI) do Departamento de Reaf{i2d@SRED) sendo preparados de acordo
com os POP n°.: 0912, 0917, 0921, 1011.

Para este ELISA desenvolvido utilizou o anticorpmnocional 2D12 purificado como
anticorpo de captura na diluido 1:7.000 em tampéarionato (1 mM, pH 9,6) (POP n°:
0912). A placa contendo anticorpo adsorvido foiubada por 18 horas a°Gt Apos
incubacao, a placa foi lavada com uma solucdo d&Ri&en 20 0,05 % (POP n°: 0917) por
5 vezes utilizando-se a Lavadora Skan Washer 3@e@Jlar Devices). Posteriormente, foi
adicionado 100 pL de tampéo de blogueio (PBS/Tviz€e,05 %, BSA 0,05 %, SFB 3 % e
leite desnatado 5% por orificio. A placa foi incdagem estufa a 3T por 1 hora e foi realiza
uma nova sequéncia de lavagens. As amostras camm faram adicionadas nos orificios
determinados pelo protocolo e a placa foi incul@atal hora a 37C. Lavou-se a placa por
mais 5 vezes e adicionou-se 100 pL do conjugaddZgigroxidase) na diluicdo 1:2.000.
Novamente, a reacdo foi incubada &G7or 1 hora, a placa foi lavada 5 vezes e 100quL d
substrato foi adicionado, §{B,) junto com a solucdo cromégena contendo tamp&attes
citrato (NaHPO, 10 mM, GHsNasO; 33mM 3,3, 5,5'tetrametilbenzidina TMB). A reacgéo
foi incubada por 10 min & temperatura ambienteegida de luz. Por ultimo, adicionou-se
100 pL de &cido sulfurico 2 N (POP n°: 0921) enosods orificios da placa para bloguear a
reacao. Apos observacéo visual, foi realizadatarkeno espectrofotometro (BioRad modelo
680) no comprimento de onda de 450 nm. As amosjuasapresentaram cor e uma DO
superior ao valor de corte foram consideradasipasitO valor de corte foi estabelecido pelo
calculo da média dos controles negativos x 2,Treefe 3 vezes o desvio padrdo, em relacao

aos controles negativos, que € 0,7 entdo 3 x Q,1.=
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4. RESULTADOS

Desde 2005 Bio-Manguinhos atua em um projeto visangroducdo de uma vacina
contra a febre amarela utilizando virus inativadlqartir desta proposta, o desenvolvimento
de outras metodologias se torna necessario comaxXemplo, a quantificacdo do virus da
febre amarela inativado. Como os virus inativadis modem infectar células, ndo existe a
possibilidade de utilizacdo de métodos convencgonamo titulagdo em cultura de células
e/ou determinacédo do efeito citopatico. Assim, qgadautor de vacinas deve desenvolver um
método de quantificacdo especifico para o Vvirus irteresse. No presente estudo
desenvolvemos um ELISA direto visando a detec¢c@andigeno, que, neste caso, consiste no
virus da febre amarela subcepa 17DD inativadogrondldeido.

4.1.0btencéo do antigeno purificado (virus da febre anrala subcepa 17DD)

O virus obtido a partir do meio com SFB foi utiitbacomo controle positivo nas
reacoes do teste de ELISA, uma vez que o SFB ri@ddnu significativamente no ELISA,
conforme verificado na selecdo dos anticorpos pzaptura da fase solida para o
desenvolvimento de um ELISA para deteccao do amig@DD (item 4.1.5).

Na Figura 4.1 esta demonstrado o resultado daigag#&o do virus 17DD propagado em
células Vero, onde pode-se observar a comparacie deus em trés condi¢des: antes de sua
purificacdo, ou seja, somente clarificado a pafttirmeio com SFB diluido 1:100; apés o
processo de purificacdo, partindo-se do meio 198 b6 de SFB; e ap0s o0 processo de
purificacdo em meio sem SFB (VP SFM At'Tda Gibco). Tendo-se como comparacéo as
colunas 2, 3 e 4, correspondentes respectivamanteaolucdo padrao de albumina pura na
concentracdo de 1mg/mL, ao meio 199 E’arles cond&%FB e ao meio sem SFB, observa-
se na coluna 5 uma banda extensa de albumina registen uma amostra do virus a ser
purificado, na coluna 6 um perfil do virus apdsua purificacdo a partir do meio contendo
SFB, ainda contendo uma fracao de albumina contartene na coluna 7 uma banda relativa
a proteina de envelope na suspenséo viral liviSki® Pode-se observar que o SFB ainda
mantém contaminante de albumina na suspensdo pumdficada que foi utilizada nos
experimentos. Ainda assim, a utilizacdo deste aentigpurificado foi essencial para garantir o
desenvolvimento do ELISA em questao.
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Figura 4.1: Purificagdo do virus da febre amarel&el SDS/PAGE em gradiente de 5 a 17 %
contendo as seguintes colunas: coluna 1: padrdpede molecular (BenchMdrk); coluna 2:
albumina bovina (diluida 1:10); coluna 3: meio 1&le’s contendo 5 % de SFB (diluido 1:10);
coluna 4: meio VP SFM AGT (meio sem SFB); coluna 5: virus 17DD clarificgdduido 1:100);
coluna 6: virus 17DD purificado a partir do mei®1Barle’s contendo SFB; coluna 7: virus 17DD
purificado a partir do meio VP SFM AGY. WB western blot do gel da coluna 7 confirmando a

presenca da proteina E.

4.2. Purificacédo do anticorpo 2D12

O anticorpo monoclonal 2D12, obtido a partir dodtuascitico (FA) de camundongo,
foi purificado de acordo com a metodologia descaatéeriormente neste trabalho (3.1.10).
Este anticorpo é especifico para a proteina E del@pe do virus da febre amarela (cepa
17D).

O resultado da purificagdo do monoclonal 2D12 espaesentado na Figura 4.2. A
coluna 5 mostra o resultado final da purificac&udeo pode ser observada a presenca das
proteinas referentes a cadeia leve (20 kDa) e a&iagoesada (50 kDa) do anticorpo
monoclonal 2D12. A concentracdo final obtida dacampo purificado apds o processo de
purificacdo foi de 2,78 mg/mL. O anticorpo monoebr2D12 purificado também foi
utilizado como anticorpo conjugado com a enzimaxidase (item 4.1.4) para aumentar a
sensibilidade e especificidade do teste desenvmlgendo o monoclonal especifico contra o
virus 17D.
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Figura 4.2: Purificacdo do anticorpo 2D12 anti-febre amarel&el SDS/PAGE 12% contendo as
seguintes colunas: coluna 1: padrdo de peso mate@@tnchMark"): coluna 2: FA (2D12 antes da
purificacdo, diluido 1:100); coluna 3: eluato; a@w4: lavado (volume de leito); coluna 5: anticorpo

monoclonal 2D12 (purificado).

4.3. Purificacdo do anticorpo M7

O anticorpo policlonal M7, anti-febre amarela, moente de soro de macaco rhesus,
foi purificado de acordo com a metodologia des@itamateriais e métodos. O resultado da
purificacdo do anticorpo M7 esté ilustrado na Faglil3. A coluna 7 mostra o resultado final
da purificacédo, onde pode ser observada a presiascproteinas referentes a cadeia leve (20
kDa) e a cadeia pesada (50 kDa) do anticorpo paldtl M7. A concentracdo final do
anticorpo M7 apdés o processo de purificacdo fo8 &8 mg/mL. As colunas 5 e 6 mostram
fracbes que apresentaram grau de pureza inferiateaejado e, por esse motivo, foram
reunidas e purificadas novamente. As demais coldwagel indicam outras etapas do

processo de purificagdo como indicado na legenda.
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Figura 4.3: Purificagdo do anticorpo policlonal M7Gel SDS/PAGE 12% contendo as seguintes
colunas: coluna 1: padrdo de peso molecular (BeackM): coluna 2: soro de macaco rhesus (M7
antes da purificacdo diluido 1:50); coluna 3: eduabluna 4: lavado (volume de leito); coluna 5:
anticorpo M7 purificado (fracdo 1); coluna 6: aatwo M7 purificado (fracéo 2); coluna 7: anticorpo

M7 purificado (fracéo 3).

4.4. Comparacéo de diferentes anticorpos utilizadasomo captura na fase solida visando
ao estabelecimento inicial de um teste de ELISA pardetecgéo do virus 17DD

Vérios anticorpos foram testados como captura disaap desenvolvimento de um
teste de ELISA direto para a deteccao do virus 17&Bnuado e/ou inativado): o FA total
(n&o purificado) proveniente da ATCC, o FA totadrpurificado) proveniente do LATAM,

0 anticorpo monoclonal 2D12 (purificado a partir e da ATCC) e um soro policlonal de
macaco rhesus (purificado).

Estes testes foram realizados em fase solida, ta& par um sistema de titulacédo
cruzadas ¢heckerboard”entre diluicdes do anticorpo de captura e diluigdesonjugado;
como conjugado foi utilizado o anticorpo purifica2id12 / peroxidase. Os valores do sistema
de diluicbes cruzadas foram obtidos a partir doutédlda média dos valores de densidade
Otica das amostras que continham o antigeno (palsitivo, indicado como P) dividido pela
média dos valores de densidade 6tica das mesmastrammaa auséncia de antigeno (valor
negativo, indicado como N). O célculo da razdo Ridstra de forma mais pronunciada a
diferenca numérica entre os valores da densidacke de P e da densidade otica de N.

Na Tabela 4.1 esta demonstrado o resultado dad#alcruzada do anticorpo 2D12

nao purificado proveniente do fluido ascitico obtah ATCC utilizado como captura frente
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as diluicdes do conjugado (2D12/peroxidase). Aichio ideal estabelecida pela razédo P/N

para estes insumos foi de 1:7000 para o capturk0€Q para o conjugado.

Tabela 4.1: Titulacdo cruzada para determinacdo da diluicdo aelo anticorpo de captura 2D12

nao purificado frente ao conjugado (2D12/peroxidase

Conjugado | CAPTURA - Diluigéo do anticorpo 2D12, nédo purificado, (ACEC
2D12/peroxidase| (valores de P/N*jx+dp)**

Diluicdo do |1:2.000 | 1:3.000 | 1:4.000| 1:5.000f 1:6.000 1:7.000 .Q®

conjugado
1:1.000 2,87£0,01| 1,3/0,22 | 2,490,26 | 2,230,09 | 3,480,03 | 6,7%0,08 | 5,8%0,02
1:2.000 2,5%0,01| 3,080,09 | 3,520,06 | 2,750,01 | 4,520,04 | 4,540,02 | 5,540,01
1:3.000 1,33:0,03| 1,2*0,02 | 1,390,04 | 0,8%0,01| 2,9€0,01 | 3,96:0,01 | 2,5@0,01
1:4.000 1,10:0,03| 0,5%0,01 | 0,5#£0,05| 3,280,01| 3,030,01| 2,6&0,01| 3,480,01

*P/N = média dos valores de densidade 6tica dastasque continham o antigeno dividido pela méd&
valores de densidade 6tica das mesmas amostrasé&mca de antigeno.
**(x+dp) = média + desvio padréo.

O maior valor de P/N foi colocado em destaque manwarela para facilitar a visualizacéo do resoltad

Na Tabela 4.2 estd demonstrado o resultado dad#alcruzada do anticorpo 2D12
nao purificado proveniente do fluido ascitico obtith LATAM usado como captura frente as
diluicdes do conjugado (2D12/peroxidase), onde laigdio ideal estabelecida para estes

reagentes foi de 1:6000 para o captura e 1:10@0@eonjugado.
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Tabela 4.2: Titulacdo cruzada para determinacdo da diluicdo aedo anticorpo de captura 2D12

ndo purificado frente ao conjugado (2D12/peroxidgs

Conjugado | CAPTURA - Diluicdo do anticorpo 2D12, n&o purificado, (LAM)
2D12/peroxidase| (valores de P/N*jx+dp)**

Diluicdo do |1:2.000 | 1:3.000 | 1:4.000| 1:5.000, 1:6.000 1:7.000 .Q®
conjugado

1:1.000 3,28:0,04 | 3,060,02 | 2,950,07 | 1,990,10 |3,5#0,02 | 3,4@0,06 | 3,740,04
1:2.000 3,13:0,17 | 3,3#0,01 | 3,30,01 | 2,150,02 | 3,020,01 | 3,420,01 |4,32:0,02
1:3.000 2,44+0,01 | 2,6#%0,01 | 3,020,01 | 2,950,04 | 2,930,01 |3,08:0,01 | 3,450,01
1:4.000 2,380,01 | 2,340,02 | 1,840,07 | 2,260,01 | 3,7%0,01 | 2,580,01 | 2,9a0,01

*P/N = média dos valores de densidade otica dast@masoque continham o antigeno dividido pela médd&

valores de densidade 6tica das mesmas amostrasé&mca de antigeno.

**(xtdp) = média + desvio padréo.

O maior valor de P/N foi colocado em destaque manwarela para facilitar a visualizacéo do resoltad

Na Tabela 4.3 estd demonstrado o resultado dad#al cruzada do anticorpo de

captura 2D12 purificado (concentracdo inicial de5 (2ng/mL) frente as diluicbes do

conjugado (2D12/peroxidase), onde a diluicdo idsadhbelecida para estes insumos foi de

1:7000 para o captura e 1:2000 para o conjugado.

Tabela 4.3: Titulagcdo cruzada para determinacdo da diluicdo aedo anticorpo de captura 2D12

purificado frente ao conjugado (2D12/peroxidase)

Conjugado | CAPTURA - Diluicdo do anticorpo monoclonal 2D12 (purificado).
2D12/peroxidase| (Valores de P/N*jxtdp)**

Diluicdo do |1:2.000 | 1:3.000 | 1:4.000| 1:5.0000 1:6.000 1:7.000 .0®

conjugado
1:2.000 4,870,03 | 12,86:0,03 | 5,95+0,01 | 5,5@0,01 | 12,790,05 | 14,95:0,02 | 7,14+0,05
1:3.000 8,33t0,12 (12,0#0,01 | 7,38t0,03 | 8,650,07 |11,5#0,05|16,20:0,01 | 11,1G:0,09
1:4.000 8,94+0,04 | 9,660,01 | 6,630,04 | 8,220,02 | 10,44:0,10 | 13,85:0,02 | 10,1+0,06
1:5.000 6,33t0,01 | 4,860,02 | 4,720,10| 5,7@0,03 | 11,62:0,06 | 8,11+0,03 | 5,20,02

*P/N = média dos valores de densidade Otica das@masque continham o antigeno dividido pela méds

valores de densidade 6tica das mesmas amostrasérca de antigeno média da DO.

**(xtdp) = média + desvio padréo.

O maior valor de P/N foi colocado em destaque manwarela para facilitar a visualizacéo do resoltad
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O maior valor de P/N foi colocado em destaque maaparela para facilitar a
visualizacdo do resultado. O valor de P/N destaesdazul é referente a diluicdo ideal do
conjugado definida como a mais apropriada parautdzada na padronizacao e otimizacao
dos ensaios conforme descrito no (Iltem 4.1.6).

O resultado da titulacdo cruzada do anticorpo jpmlad M7 anti-febre amarela na
(concentragdao inicial 2,5 mg/mkpm o conjugado (2D12/peroxidase) (Tabela 4.4) raost
que o anticorpo policlonal M7 néao foi muito eficapresentando um valor de P/N menor do

gue os valores obtidos para o anticorpo 2D12, cooale ser observado nas Tabelas 4.4 e 4.5.

Tabela 4.4: Titulagdo cruzada para determinagéo da diluicdo aedo anticorpo de captura M7

purificado frente ao conjugado (2D12/peroxidase)

CAPTURA Diluicao do anticorpo M7 purificad@urificado)utilizado

como captura (valores de P/X}dp)
Diluigdo do|1:2.000 | 1:3.000 | 1:4.000| 1:5.000, 1:6.000 1:7.000 .0®
conjugado
1:2.000 6,21+0,01|4,75:0,01 | 3,76:0,03 | 1,90t0,03 | 2,68:0,01 | 4,40t0,02 | 3,21+0,01
1:3.000 5,750,011 5,90:0,03|4,42t0,07 | 3,15+0,02 | 2,93t0,01 | 3,92t0,03 | 2,79:0,03
1:4.000 6,16t0,03|4,78:0,02 | 3,66t0,01 | 2,72+0,04 | 3,43t0,03 | 3,70t0,01 | 3,03t0,04
1:5.000 4,46t0,02|2,70t0,01 | 2,03t0,01 | 1,74+0,02 | 2,3%0,02 | 1,61+0,08| 1,23+0,01

*P/N = média dos valores de densidade otica dast@masoque continham o antigeno dividido pela médd&
valores de densidade 6tica das mesmas amostrasé&mca de antigeno.
**(xtdp) = média + desvio padréo.

O maior valor de P/N foi colocado em destaque mapwrela para facilitar a visualizacéo do resoltad

4.5. Selecdo dos anticorpos de captura para o deselvimento de um ELISA para
deteccédo do antigeno 17DD

Foi realizado um ¢heckerboartlpara cada condi¢cao estabelecida, com o objetvo d
obter as condi¢cbes Otimas de reacdo para cadamatitestado. As condi¢cdes analisadas
foram agrupadas em uma tabela para facilitar a acaggo dos resultados (Tabela 4.5). O
anticorpo 2D12 é mostrado em destaque na cor pioizaonter as condicdes mais favoraveis

para utilizacdo no ELISA em questao.
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Tabela 4.5: Determinagdo da titulagdo cruzada

dos anticorpdS12 e M7 frente ao conjugado

2D12/peroxidase

Especificacdo Origem Diluicdo do Diluicdo do
Preparacdo captura conjugado

2D12 camundongo | Purificado 1:7.000 1:2.000

M7 Primata Purificado 1:2.000 1:2.000

FAC (ATCC) camundongo | Fluido Ascitico 1:7.000 1600

FAC (LATAM) |camundongo | Fluido Ascitico 1:6.000 000

Com a finalidade de comparar a sensibilidade dbsaapos 2D12 e M7, foi realizado
um teste onde foram obtidos os valores de P/N exgéfuda quantidade de proteinas totais e
do titulo viral expresso em lggPFU/mL (Figura 4.4).
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Diluicdes antigeno1:2 1:4 1.8 16 1:32 1.64 1:128 1:256 1.512 1:1024
Proteina pug/0.1mL 68,94 57,96 46,87 58,9 13,38 3,09 1,55 0,77 0,38 0,19
log,oPFU/0,1 mL 3,44 3,18 3,06 92, 2,70 2,49 2,21 1,90 <0,52 <0,00

Concentracédo de virus

Figura 4.4: Comparacao entre 0 anticorpo monoclona2D12 @) e o anticorpo policlonal M7 @)
quando foram utilizados como captura.Os anticorpos 2D12 e M7 foram analisados a pastir d
comparacdao dos valores de P/N em diferentes ddgidd antigeno utilizado (virus 17DD purificado).
A dosagem de proteinas foi obtida pelo método @elfdrd e o valor do titulo viral foi obtido pelo
método de log PFU/mL. O valor de corte utilizado foi igual a 2&4 representado na forma de linha

vermelha.



Como pode ser visualizado na Figura 4.4, o ant@a® captura 2D12 apresentou
sensibilidade superior ao anticorpo de captura ®3.valores de P/N apresentados pelo
anticorpo M7 foram inferiores aos do 2D12, excedadiluicdo 1:64, onde o titulo viral ndo
foi mais detectado. Por outro lado, o anticorpo 2Diostrou-se capaz de detectar o virus
17DD até a diluicdo 1:128, onde o virus ainda aeva um titulo viral de 2,21 lgg
PFU/0,1mL. Outra observacédo de que o anticorpo 8y apresentou as melhores condicdes
para ser utilizado no ELISA foi o fato de apresentdores de DO do controle negativo muito
alto, o que resultava na presenca de uma cor dm fsignificativa nas placas analisadas. O
valor de corte, neste caso, foi considerado candso valor de P/N igual a 2. Este valor foi
escolhido por retratar o fato do denominador d&@agaR2/N ser numericamente metade do
valor do numerador. Além disso, este valor podeuskzado para comparar a eficiéncia de

reacdes utilizando anticorpos diferentes.

4.6. Estabelecimento dos controles positivo e netyat

Durante o desenvolvimento, inicial, do teste deFA _para febre amarela, o antigeno
17DD purificado, foi utilizado como controle posdi(na diluicdo 1:4) e o meio 199 Earle’s
(fruto de um processo de purificacdo semelhantgtibpado para o virus 17DD) foi utilizado
como controle negativo. Com o objetivo de deteammn diluicdo ideal para cada um desses
controles foram realizados os testes descritosateld 4.6. Os resultados mostraram que a
diluicdo para o controle positivo foi estabeleciua diluicdo 1:16 e a diluicdo 1:20 foi
definida como condic¢éo ideal de uso para o contretgtivo.

Tabela 4.6:Determinacao da diluicdo ideal de uso para os cofés positivo e negativo.

Controle positivo Média dos valores de | Controle negativo Média dos valores
Diluicbes/ virus 17DD | DO do controle positivo |  Diluicbes/meio 199 de DO do controle
(xxdp) Earle’s purificado negativo

(x+dp)

1:16 1,259+0,18 Sem diluir 0,053+0,01

1:32 0,526%0,02 1:10 0,050+0,01

1:64 0,307+0,01 1:20 0,048+0,01

1:128 0,181+0,01 1:40 0,073+0,01

A diluicdo do controle positivo escolhida para esta ressaltada na cor amarela. A diluicdo do alentregativo
esta identificada em azul. O valor de corte dessaie foi de 0,149. Neste ensaio os controles fdemtados em

triplicata.
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Para validag&o dos valores de corte dos control&iyp e negativo foi realizada uma analise
estatistica da média dos valores de DO de 50 tdstE&£ISA. A média dessa amostragem foi

de 0,108+0,034 com um intervalo de confianca de.95%

4.7.0timizacdo das condicdes pré-estabelecidas:a®tlecimento do uso do conjugado na
diluicdo 1:2.000

A comparacédo dos resultados do ELISA utilizandgugado nas diluicdes 1:2.000 e
1:3.000 mostrou que a diluicdo 1:2.000 apresentellnares condi¢des para uso. Isto porque
apresentou um valor de DO mais alto e, em paralaloyes de controle negativo e positivo

com menos cor de fundo. O resultado esta demonsti@adabela 4.7.

Tabela 4.7: Comparacdo de dois testes diferentes utilizandojegado na diluicdo 1:2.000 (A) e
1:3.000 (B).Os valores de corte foram 0,144; (A) e 0,149; (B)s dois ensaios, tanto os controles

como as diluicdes do virus 17DD foram testadasrimiicata.

A B

Conjugado na diluicdo 1:2000 Conjugado na diluicdo 1:3000
Dilui¢cdes do Média das DO do Diluigbes do Média das DO do
virus 17DD virus 17DD virus 17DD virus 17DD
(purificado) | (purificado) (xxdp) (purificado) (purificado) (x+dp)
1:16 1,08@0,05 1:16 0,788:0,01

1:32 0,683:0,07 1:32 0,368:0,01

1:64 0,43@-0,03 1:64 0,20#0,01

1:128 0,249:0,01 1:128 0,123+0,01
Controle Valor de DO (xxdp) Controle Valor de DO (xdp)
POSIVO. 1) 29040,01 positivo 0,78@0,01

(1:16) (1:16)

Controle Valor de DO (xdp) Controle Valor de DO (xdp)
negativo negativo

(1:20) 0,068:0,01 (1:20) 0,0710,01




4.8. Analise da especificidade do teste de ELISA @ao virus 17DD atenuado

Para confirmacdo da possibilidade de reproducateste desenvolvido para o virus
17DD atenuado, utilizamos as condicbes estabekeanda Tabela 4.7, item A (controle
positivo; diluicdo 1:16, Titulo viral 2,95lgg PFU/O,1mL e concentracdo de proteina
29u9/0,1mL), controle negativo; diluicdo 1:16, conjdgadiluicdo; 1:2.000). O titulo inicial
do virus da febre amarela utilizado como testeenestaio foi de 7,2 lgg PFU/mL. Os

resultados estdo mostrados abaixo nas Figuras# e

1,4
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: 1:4 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512
Dilui¢bes do virus 17DD

Figura 4.5: Analise da ctecgdo do virus 17DD (atenuado/clarificado) pekste de ELISA (m)
Controle positivo 1/16;x() virus 17DD. A diluicdo do conjugado utilizada fdé 1:2.000. Neste
ensaio, tanto os controles como as dilui¢bes des\i7DD foram testadas em triplicata. O valor de
corte foi de 0,212 e esta representado na fornfialte vermelha.
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Controle positivo — A z 17DD Clarif. 1:16
Controle negativo—£: , ‘ '
\““‘
17DD Clarif. 1:2 :’ ' <——— 17DD Clarif. 1:32
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17DD Clarif. 1:4 N ; <4— 17DD Clarif. 1:64
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‘o g
&n- e L L

Figura 4.6: Visualizacdo do teste para detec¢do do virus 1{at@nuado/clarificado) pelo teste de
ELISA. Todas as amostras estdo em triplicata.

Para avaliacdo do grau de especificidade do emsmenvolvido, as condicdes pré-
estabelecidas para deteccédo do virus 17DD tambeamfaplicadas na deteccédo de outros
virus da mesma familia do virus da febre amarétas\da dengue tipo 2 e o virus da hepatite
C. Os resultados obtidos neste ensaio estdo mostredFigura 4.7. O titulo inicial do virus

dengue utilizado neste como teste neste ensaitefdj6 logo PFU/mL.
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Diluicbes dos virus

Figura 4.7: Andlise da especificidade do teste de ELISA paravosis da dengue 2 e da hepatite (&) controle
positivo 1/16; @) dengue 2;df) hepatite CO valor de corte deste ensaio foi de 0,198 e ept@sentado na forma de
linha vermelha. Neste ensaio, tanto os controlesocas diluices dos virus dengue tipo 2 e hep&tit®ram
testados em triplicata.

42



Para a determinacdo da especificidade do ELISAndebgdo para detecgdo do virus
17D (produzido a partir de células embrionaria®wde de galinha) as condi¢cbes descritas na
Tabela 4.7A foram utilizadas (Figura 4.8). Os reglds mostraram que a deteccéo do virus

17D ocorreu somente na diluicdo 1:2, pois someastandiluicdo foi possivel visualizar cor

no ensaio.
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Diluicdo do Virus

Figura 4.8: Analise da especificidade do teste de ELISA parainus 17D.(m) controle positivo
1/16; @) virus 17D. O valor de corte para o ensaio foD@25 e esté representado na forma de linha
vermelha. Neste ensaio, tanto os controles comdilegdes do virus 17D foram testados em

triplicata.

Para avaliacdo do grau de sensibilidade em relac&mostras do virus 17DD
propagado em células de ovo embrionado ou cultir@étilas Vero, novamente, utilizou-se
as condicOes pré-definidas na Tabela 4.7A. Osteskagd mostraram que o0 ensaio funcionou

melhor para os virus produzidos em cultura de agJulomo demonstrado na Figura 4.9.
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Figura 4.9: Andlise do ELISA para o virus 17DD cultivado em oembrionado ou em cultura de
células Vero. (m) Controle Positivo 1/16(m) virus 17DD vacinal; i) virus 17DD produzido em
cultura de células Ver® valor de corte foi de 0,182 e esta representadomma de linha vermelha.

Neste ensaio, tanto os controles como as diluigéedrus 17DD foram testados em triplicata.

4.9. Aplicacdo do teste de ELISA para deteccdo doirws 17DD inativado por

formaldeido

Com a finalidade de avaliar a aplicacdo do ELISAedwolvido na deteccdo de
amostras inativadas foi utilizada uma abordagermgai a inativacado por formaldeido. A
inativacdo por formaldeido foi definida na cinétmase estd demonstrada na Figura 4.10. A
amostra de virus antes de ser inativada por foefdddapresentava um titulo viral de 3,95
logio PFU/mL e apds a inativagéo este titulo ndo foisnsanfirmado pela titulacdo do virus
em células Vero pelo método de J¢BFU/mL, dando resultado negativo nas trés diluicdes
testadas: 16 10% 10°. O ELISA desenvolvido demonstrou um resultadoststrio na
deteccdo da amostra inativada por formaldeido, @sultado positivo até a diluicdo 1:16,
como demonstrado na Figura 4.11.
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Titulo log, (UFP/mL)

0 : * : * : -
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Incubacéo com formaldeido (1:4000) (horas)

Figura 4.10: Cinética de reducédo da infecciosidade do virus 17p&r formaldeido.O virus 17DD
foi incubado com formaldeido na concentracdo 101.60s periodos de (0 a 72 horas) a temperatura

de 4°C. Os valores de titulo viral foram obtidol® geétodo de log PFU/mL.
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Figura 4.11: Detecgdo do virus 17DD inativado por formaldeidmguzido em célula Vero com
meio 199 Earle’s com soro fetal bovino e em meg#® SFM AGT" sem soro pelo ELISA(m)
Controle positivo 1/16;x) virus 17DD produzido em meio com sora) ¢irus 17DD produzido em
meio sem soro. O virus 17DD foi obtido a partirpdapagacéo em cultura de células Véatitulo
viral das amostras inativadas foi confirmado pildaizdo do virus em células Vero pelo método de
log;cPFU/mL. O valor de corte para o ensaio foi de 0,214 e estéesentado na forma de linha
vermelha. Neste ensaio, tanto os controles comdilagdes do virus 17DD foram testadas em

triplicata.
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5. DISCUSSAO

5.1. Aspectos gerais necessarios ao desenvolvimesgaum teste de ELISA

Os principais métodos de quantificacdo viral wilias em vacinas comerciais
inativadas estdo descritos nas farmacopéias Earopéhmericana e nos requerimentos
minimos estipulados pela OMS, e sdo geralmentestesiunoenzimaticos (ELISA). O
ELISA desenvolvido neste trabalho apresenta quetapas: adsor¢cdo de um anticorpo
primaria, especifica para o virus da febre amareafase soélida; amostra-teste contendo
virus; anticorpo secundario conjugado com perogidasubstrato da peroxidase.

Em 1984, Monath e Nystrom descreveram um ELISA pataccdo do virus 17D em
amostras de soro de macaco e em soro de humawrgtadds pelo virus da febre amarela
(Monath & Nystrom, 1984a), e comparando a utilipag@ varios anticorpos como captura.
Os resultados mostraram que o anticorpo monockial proporcionava uma sensibilidade
superior aos demais no teste para deteccdo doMmMisA sensibilidade do teste foi medida
pela capacidade de deteccao do titulo viral, quddd®,21logo, PFU/0,1mL e da quantidade
de proteinas (1,55Ww0,1mL). Posteriormente, outros trabalhos que zatidim
imunofluorescéncia para deteccdo do virus 17D m@str que, de um modo geral, que
anticorpos monoclonais sdo mais eficientes do qu&aapos policlonais quando sao
utilizados como captura. O anticorpo monoclonal2ibi um dos anticorpos, utilizados que
proporcionou maior sensibilidade aos testes desadws (Monathet al.,1984a,b).

Em 1986, foi descrito um teste de radioimunoens@dA), por Monath e
colaboradores, também para deteccdo do virus 17&ng et al., 1986), que também
mostrou um aumento da sensibilidade para detecgédrds 17D. Os melhores resultados
obtidos utilizaram os anticorpos monoclonais 5H2DBd12 como captura e o anticorpo 2E10,
também um monoclonal, como anticorpo secundariss&léeste, a sensibilidade de deteccdo
foi de 1,3 para 2,0 lag (100-1000 vezes mais sensivel do que o ensaio \d@g@Eo por
Monath & Nystrom em 1984). Esses resultados reforgamportancia do aperfeicoamento
continuo de testes para detec¢cdo do antigeno da fminarela e da necessidade de
comparacao da sensibilidade e da especificidadaedtass utilizando diferentes anticorpos
monoclonais e/ou policlonais como anticorpos priogare/ou anticorpos secundarios
marcados (conjugados a uma enzima (ELISA) ou masceatlioativamente (RIA).

A primeira etapa, desta pesquisa de desenvolvimgmt&LISA para o virus foi a
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producdo, a purificagdo e a caracterizacdo doseelr® que poderiam compor o teste: o
antigeno de interesse (o virus 17DD), o anticorpmaulonal 2D12, o anticorpo policlonal

M7 e o conjugado (2D12/peroxidase).

5.2. Padronizagdo de um teste de ELISA para deteeg&o virus da febre amarela:
obtencao do virus 17DD

A purificacéo do virus 17DD foi realizada conformetodologia previamente descrita
(Putnaket al, 1996a, Putnalet al, 1996b). Neste procedimento, é esperado queus vir
apresente aproximadamente 70% de grau de puremaakRat al, 1996a). O rendimento
desta técnica € considerado muito baixo e insufieipara ser aplicado em uma area de
producao de vacinas mas, por outro lado, se mostrficiente para a producdo de amostras
purificadas para servir como controle positivo no3A proposto. A otimizagcdo de um
processo de purificagdo visando um aumento do meerdd e o grau de pureza consiste em
um grande desafio, ndo soO para o virus da febrestanaomo, também para outros virus que
apresentam envelope viral (Putnetkal., 1996a, Appaiahgari & Vrati, 2004; Putnakal.,
2005). Neste trabalho, verificou-se que o princglamento contaminante apos a purificacdo
do virus 17DD foi a albumina bovina presente no $BFe integrante do meio de cultura
(Figura 4.1).

Uma alternativa para impedir a contaminacdo denailtia bovina das preparacdes
virais seria a utilizacdo de meio de cultura sero $etal (Mertemet al, 1999; Butleret al,
2000; Sugawarat al, 2002; Frazatti-Gallinat al, 2004). Observamos neste trabalho que o
grau de pureza do virus 17DD foi melhorado quartdaado um meio de cultura sem soro
fetal (meio VP SFM AGTY) (Figura 4.1).

O virus 17DD utilizado para padronizacdo do tegteEHISA e estabelecimento do
controle positivo foi purificado a partir de meie dultura contendo soro fetal (meio 199
Earle’s) e o virus purificado a partir de meio déuwra sem soro fetal foi apenas utilizado no
altimo teste experimental, com o virus da febre R7ativado por formaldeido. Verificou-se
que a albumina néo interferiu na quantificacdolvi@o ELISA quando foram testadas
amostras do virus 17DD produzidas com meio utitivagoro fetal bovino e amostras com
virus 17DD produzidas em meio sem soro (Figura)4Hdte fato serviu para demonstrar que
o ELISA desenvolvido foi capaz de detectar virugoresenca ou na auséncia de albumina
residual (Figura 4.9). Nossos resultados mostraeanibém, que o teste desenvolvido ainda

nao foi capaz de detectar o virus 17DD produzidoosm embrionado (vacina comercial
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produzida por Bio-Manguinhos). Uma possivel exgi#ma para este fato pode estar
relacionada a presenca de muitas proteinas na rpgdoa em ovo embrionado, que
provavelmente, podem estar interferindo no tesgantdo-se ao virus e impedindo a sua
interacdo com o anticorpo monoclonal 2D12. Apesatittilo da amostra testada (vacina de
Bio-Manguinhos) ter sido de 4,72 lggPFU/0,1mL, o resultado positivo foi detectado
somente na diluicdo 1:2. Este fato também ocoraea p virus 17D (obtido em preparacdes

semelhantes a vacina de Bio-Manguinhos contendmse ¥7DD) (Figura 4.8).

5.3. Aspectos gerais relacionados ao desenvolvimewle ensaios imunoenzimaticos

Véarios trabalhos discutem sobre os requisitos séces para aumentar a
sensibilidade e a especificidade de um ELISA (Monat al, 1986; Daviset al., 1990;
Goers, 1993; Lequin, 2005; Karaszkiewsizal., 2006). A especificidade de ligacdo de um
anticorpo é determinada pelos residuos de aminmmeidriaveis das suas cadeias pesadas e
leves. Alguns, particularmente aqueles que revestsitio de ligacdo antigeno-anticorpo, séo
hipervariaveis. A especificidade € conferida petanplementariedade quimica entre o
antigeno e o seu sitio de ligacdo especifico, emote de forma e localizacdo de grupos
carregados ndo-polares e de pontes de hidrogéravigBt al., 1990). A afinidade e a
especificidade da ligacado dos anticorpos os tom&agentes analiticos valiosos. A afinidade
dos anticorpos, por outro lado, esta relacionadi@pacde anticorpo: anticorpos monoclonais
ou anticorpos policlonais. Os anticorpos policlesngdo aqueles produzidos por muitos
linfécitos B diferentes que respondem a vario®siéintigénicos de uma proteina, quando ela
€ inoculada em modelo animal. Desta forma, as pepas de anticorpos policlonais contém
uma mistura de anticorpos que reconhecem partesedies da mesma proteina. Os
anticorpos monoclonais, pelo contrario, sdo sirdelds por uma populacdo de células B
idénticas (um clone), produzidas em cultuira Vitro”. Esses anticorpos sdo homogéneos e
reconhecem um Unico epitopo ou sitio antigénicayygh & Perlman, 1971; Engvall, 1980;
Nilson, 1990; Parker, 1990).

Para o desenvolvimento do ELISA para o virus 17B@am comparados dois
anticorpos contra o virus 17DD: o anticorpo polelbM7 e o anticorpo monoclonal 2D12.
Neste trabalho, foi observado que o teste utilisam@nticorpo monoclonal 2D12 apresentou
as melhores condicdes de sensibilidade e espdeifiej identificado por meio da comparacao
dos valores de P/N obtidos para cada anticorpol@ fpgo do anticorpo 2D12 ter sido

utilizado em diluicdes maiores do que o anticorpd(Viabelas 4.1, 4.4 e 4.5).
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O ELISA é desenvolvido para reconhecer sitios éntaps que podem estar presentes
na superficie viral e que podem nao ser linearagili&acdo de anticorpos monoclonais pode
resultar no aumento da especificidade do teste, u@ngue uma unica molécula de anticorpo
pode ligar-se a uma unica molécula do antigenoldBut991). Ja os anticorpos policlonais
fornecem uma sensibilidade mais alta devido a pibisiside de reconhecerem epitopos
multiplos em um Unico antigeno. No entanto, neas® cainda existe um risco de ocorréncia
de reacdes ndo especificas, pois esses anticogaesnpreconhecer epitopos presentes em
proteinas ndo relacionadas ao antigeno de intefl@sste modo, quando se tem um anticorpo
monoclonal disponivel, ele é, freqlientemente, bgtmicomo anticorpo primario, pois tem a
capacidade de estabelecer um nivel mais alto dxifisglade para o ELISA. Por outro lado,
o anticorpo policlonal geralmente é escolhido coambicorpo secundario (utilizado no
conjugado), com a finalidade de ampliar o sinalparreconhecimento do antigeno. Isto
porque é esperado que o anticorpo secundario se édm epitopos diferentes do anticorpo
primario. Neste contexto, todos os anticorpos ahids devem ser testados com o antigeno
pretendido com a finalidade de aperfeicoar o t@t¢ler, 1991; Butleet al, 1991, Monath

et al, 1986).

5.4. Padronizacado de um teste de ELISA para deteag@o virus da febre amarela:

purificacdo dos anticorpos

A purificacdo dos anticorpos utilizados neste titatafoi realizada a partir da
utilizagcdo de um método bem estabelecido e muit@aado em laboratérios de pesquisa. A
técnica consistiu na utilizacdo de sepharose ligagaoteina A. O mecanismo de acéo da
proteina A é amplamente conhecido. Sabe-se quetaiqa A adere com muita avidez a
anticorpos da classe IgG (Nilsson, 1990, ParkedQLA purificacdo dos anticorpos 2D12 e
M7 foi obtida como demonstrado nas Figuras 4.38e 4.

Outro insumo importante utilizado foi o TMB, esadln por se apresentar mais
sensivel, para revelacdo da reacdo enzimatica,oemparacdo com outros substratos como
ABTS e OPD (Butler, 1991; Perimann & Perlmann, 13¢draszkiewicz, 2006).

Um dos grandes problemas no desenvolvimento de W®AEE a presencga de cor de
fundo (reacdes ndo especificas). Sabe-se que Yarawes podem contribuir para equacionar
esse problema, entre eles a utilizacdo de um tam@dwoqueio, freqiientemente contendo
concentracdes baixas de um detergente nao-i6nidor{TX-100 ou Tween 20) e uma

proteina, cuja funcdo € reduzir adsorcédo ndo dgmede antigenos. Outro ponto importante
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é a realizacdo de um grande numero de lavagensodotnito de remog¢&o de proteinas néo
especificas (Nilsson, 1990, Parker, 1990).

No desenvolvimento do teste imunoenzimatico prapaséste trabalho, varias
solucbes de blogueio foram testadas objetivandelisgnar esse problema. O tampao de
bloqueio escolhido foi, 0 mesmo utilizado no ELISAmercial para detec¢cdo de anticorpos
IgM dos virus dengue 1, 2 e 3, desenvolvido pel®REE de Bio-Manguinhos. Esta solucao
ajudou na reducéo de reacdes inespecificas e impgatiesenca da cor de fundo. Além disso,
o tampao de bloqueio foi utilizado como diluents dmostras e diluente do conjugado, o que
contribuiu ainda mais na reducéo da cor de fundo.

Outro aspecto ocorrido no desenvolvimento do teste questdo, frequentemente
relatado em artigos técnicos como “efeito bordahsiste na aparicdo de uma cor de fundo a
partir da borda da placa para o centro. A explicagara este efeito esta relacionada a

dificuldade de distribuicdo de calor dentro da festu(infociety@nunc.dk

www.nuncbrand.com

5.5. Producéo dos controles positivo e negativo

Outro desafio para o desenvolvimento de um ELISA padronizacdo dos controles
negativo e positivo. Para analise do ELISA pararasv17DD foi produzido um controle
positivo utilizando o virus obtido por meio de pagacdo em cultura de células Vero e
purificado utilizando-se centrifugacdo em gradiedée sacarose (Putnak al, 1996a). O
controle positivo foi importante para ajudar na rgifi¢zacdo do antigeno em questdo, de
modo que quanto maior o grau de pureza do conpasdéivo melhor seria a sua capacidade
de quantificar o antigeno de interesse. A imporéda obtencdo de um virus mais puro esta
na possibilidade de aperfeicoamento de um testaaimais especifico (Monath et al., 1986).
No presente estudo, o controle positivo foi comielaado com a quantidade total de proteinas
e com o titulo viral medido em PFU/mL. O ensaiotendo o controle positivo mostrou
sensibilidade para deteccdo de amostras na dildicB® contendo uma concentracdo de
proteina de 28,95 ug/0,1 pL e um titulo viral d@2pg, PFU/0,1 mL (Figura 4.4). Deste
modo, um artificio que poderia ser utilizado namnjifi@acdo de amostras do virus 17DD
atenuado seria a utilizacdo de um parametro dermiminnidade de ELISA (UE). Assim,
uma unidade de ELISA seria equivalente a um titital de 2,95 logy PFU/0,1 mL. A
utilizacdo da quantidade de proteina nao foi urarpatro que pode ser correlacionado com a

UE, pois o virus utilizado como controle positivpresentou contaminacdo de albumina
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bovina na preparacdo. No caso das vacinas confaadiculas virais inativadas a UE esta
correlacionada com resultados dos testes de dspesta, realizados em modelo animal
(Claasseret al, 2003; Claasseet al, 2004; Fournier-Caruaret al, 2003; Dragunsket al.,
2004).

5.6. Parametros necessarios para validacdo da metdgia desenvolvida

Para validacdo de um teste imunoenzimatico, cordomecomenda a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), um dostdres a ser analisado € a sua
reprodutibilidade. Este teste deve poder ser remidd por outros laboratérios, credenciados
pela ANVISA, e os parametros a serem analisadogndeser elaborados pelo préprio
laboratorio que desenvolveu o teste imunoenzimdieste sentido, o papel dos laboratorios
credenciados é confirmar que todos o0s requisitagppgatos sdo possiveis de serem
alcancados. Recomenda-se que ao menos trés taimsaindependentes consigam
reproduzir os parametros pré-estabelecidos. Pogéngcessarias, uma avaliacdo estatistica
inicial de parametros de reprodutibilidade, repatiade e sensibilidade do teste desenvolvido
antes que seja submetido a um processo de vali@ga¢@ima (Fuchst a.l 2003; Claasseet
al., 2004).

Dentre os parametros que devem ser analisados eesterestao:

a) quantidade de impurezas nos reagentes e sugipté

b) robustez do teste em relacdo a identidade, iglaaiet, limites, poténcia e composi¢ao;
c) especificidade;

d) definicdo do limite de deteccéo e limite de difi@acéo do teste.

Estes parametros geralmente estédo definidos ddacom os requerimentos minimos
da OMS (WHO, 1997). Assim ocorreu para validacadekbe para o virus da hepatite A
(“European Pharmacopoeia monograp@870; teste A), virus da poliomielite (Fuattsal.,
2003), virus da raiva (Rooijakkerst al, 1996) e para o virus Newcastle (Claasseal,
2003; 2004).

Em um teste visando uma avaliacdo da especificidadeLISA para o virus 17DD
foram testados dois virus da mesma familia do \deusebre amarela: os virus da dengue
sorotipo 2 (obtido em cultura de células) e o vitashepatite C. Os resultados comprovam

gue ndo houve reacédo cruzada com estes virus gua sdesma familia (Figura 4.7).
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5.7. Caracteristicas gerais de particulas virais ativadas

Dentre os métodos de inativacdo testados e aprevdelstaca-se a inativacao por
formaldeido, presente em algumas das principaignasccomerciais, como: poliomielite,
raiva, hepatite A e encefalite japonesa (Sirggeal, 1989; Fuchgt al, 2003; Claasseet al.,
2003; Fournier-Caruaret al, 2003). Por outro lado, a cinética de inativagésses virus por
formaldeido ndo constitui assunto muito simples; g&r dependente de muitos fatores,
incluindo sua propria concentracdo do virus, o mitemperatura da amostra contendo virus
(Melnick, 1991). Neste trabalho, a cinética deivrggiio do virus 17DD foi realizada com a
finalidade de estabelecer um modelo experimenta par testado no ELISA desenvolvido
(Figura 4.10).

Sabe-se que o formaldeido favorece o aparecimentora certa “rigidez estrutural”
nas proteinas virais, o que pode explicar o fatgatar antigenos capazes de serem detectado
em testes imunoenzimaticos. O formaldeido reages@é@mm 0s grupos aminas e amidas das
proteinas, como também, com 0s grupos amina namvehes em pontes de hidrogénio, nas
bases purinicas e pirimidinicas do acido nuclé&aeacédo induzida pelo formaldeido &
descrita como uma reacdo de primeira ordem, ondelaxidade da reagcdo é diretamente
proporcional a concentracdo da substancia queessgindo (Hennessen, 1981).

O uso do formaldeido como agente inativante desypara a producdo de vacinas ha
muito gera questionamentos devido a sua toxici@ld®sbrugger, 1948; Graves, 1963). Os
métodos moleculares de analises, introduzidos nos 4970, provaram que 0S surtos na
Franca (1981) e em outros paises da Europa Ocidém®80) foram associados a vacinas
inativadas de forma inadequada. Porém, o formaddeddtinua sendo utilizado como agente
inativante, mesmo quando outros agentes com casetsuperiores de inativacdo estao
disponiveis (Bahnemann, 1990). Por esse motivapsuhétodos de inativacdo devem ser
testados como: inativacdo pof-propiolactona; glutaraldeido e pressdo hidrostatic
Permanecendo em aberto a possibilidade do tesenadsgido detectar o virus 17DD
inativado por essas metodologias.

Finalmente, os resultados obtidos no presente @gtadnitem indicar que o ELISA
desenvolvido para detectar o virus da febre amdrglzD inativado é promissor. Porém,
muitos outros experimentos serdo necessarios psededecer um teste ideal que seja
sensivel, especifico e reprodutivel. Nossos esfoseodo concentrados para incrementar este
teste com o objetivo de disponibilizad-lo para ustineiro na producdo de uma vacina

inativada.
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6. CONCLUSOES

. O anticorpo monoclonal 2D12 (purificado) mostroursais sensivel e especifico do
gue o anticorpo policlonal M7. Por este motivo, doanticorpo escolhido para servir

como captura no teste de ELISA para o virus 17DD;

. O controle positivo foi obtido a partir da utiliZae; do virus 17DD purificado por
ultracentrifugacdo em gradiente de sacarose, apees® 2Qg de proteinas

virais/O,1mL;

. A otimizagdo da utilizacdo do conjugado (2D12/petage) para diluicdo 1:2000,
permitiu um aumento dos valores de densidade dlicpye tornou o resultado mais
facil de ser visualizado e com melhores discrimbeacentre o controle positivo e o

controle negativo;

. As diluicdes ideais encontradas nos insumos (apticde captura 2 D12 e conjugado
2D12/Peroxidase) permitiram compor um ELISA comsgahdade capaz de detectar

proteinas virais na faixa de 1,a§/0,1mL.

. A metodologia desenvolvida mostrou-se eficaz naatdgio do virus 17DD inativado

por formaldeido.
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7. PERSPECTIVAS

. Obter o virus 17DD com grau de pureza maior doajdescrito na literatura; o que

permitira a sua otimizagcdo como controle positivo;

. Testar o anticorpo M7 como anticorpo secundarioj(@mado com peroxidase) com o

objetivo de aumentar a sensibilidade do ensaio;

. Validar a metodologia desenvolvida quanto a repibididade; sensibilidade e

especificidade utilizando-se parametros definicea ANVISA e pela OMS;

. Testar a metodologia desenvolvida para o virus 1Tidlivado por formaldeido e
utilizando-se o virus 17DD inativado por outrasadetogias de inativagéo viral;

. Executar um estudo de dose resposta em modelo lapare correlacionar com o

ensaio desenvolvido.
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