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RESUMO

A dengue é uma doenca febril aguda causada pela infeccdo com qualquer um
dos sorotipos do DENV, sendo considerada uma das mais importantes
arboviroses, em termos de morbidade e mortalidade, que afeta o homem.
Atualmente, ndo existe vacina ou droga antiviral contra o DENV liberada para a
comercializa¢do, porém algumas vacinas encontram-se em desenvolvimento.
Este trabalho teve como objetivo descrever um processo de producdo de lote
semente do virus FA/D2 vacinal em células Vero em meio de cultivo livre de soro
fetal bovino. O virus FA/D2 €& um componente da vacina tetravalente
recombinante contra a dengue em desenvolvimento em Bio-Manguinhos. Foi
estabelecido o fluxograma de producao do lote pré semente, semente e algumas
etapas do fluxo de producgéo, onde analisamos metodologias que melhor se
adaptassem a producdo do virus em questdo. As metodologias estudadas foram:
Clarificacdo do sobrenadante viral por filtracdo e centrifugacéo, estabilizac&o
viral com sorbitol, transfeccdo de RNA viral com lipideo catiénico para
recuperacéo viral, reducao do DNA celular residual e concentracao de viral por
filtracdo tangencial. Podemos concluir que dentre as metodologias estudadas o
processo de producdo do lote semente viral inicia-se com clarificacdo por
filtrac&o, estabilizacdo do sobrenadante viral com sorbitol 8%, recuperacéao viral
a partir do RNA por transfec¢cdo com lipofectamina na condi¢éo de 15 pyg/ml de
RNA viral e 20 ul de lipofectamina em 1 ml de PBS. Para a reducdo do DNA
celular residual, tanto a Benzonase quanto o Sulfato de Protamina
demonstraram ser eficazes. A concentracdo viral de 5 e 10 X, por filtracédo
tangencial em filtro 100 kDa, demonstrou o resultado esperado. Os resultados
propostos para o virus FA/D2, podem ser reproduzidos para os demais sorotipos
ou até mesmo na producgdo de outras vacinas virais, cultivadas em célula Vero.



