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Introducéo:

O Brasil esteve em estado de emergéncia interralaiefevereiro a novembro de 2016
em decorréncia da epidemia de Zika que vem afetaipdds desde 2015. A infeccéo pelo
virus Zika, em humanos, causa febre, exantemas dassculares e nas articulagbes, mal-
estar e cefaleia. Complicagdes desta infeccao estariadas a casos de microcefalia,
sindrome de Guillain -Barré e outros disturbiosroigicos. Atualmente, ndo existe
vacina para evitar a doenca. Neste contexto, dutstle Tecnologia em Imunobiologi-
cos (Bio-Manguinhos) tem direcionado esfor¢cos pagl@senvolvimento de uma vacina
inativada segura contra o virus Zika e para o elalinento de metodologias confiaveis

para analise deste processo.

Objetivo:
Testar diferentes condi¢cGes de inativacdo do k& e avaliar a eficacia do conjunto

de metodologias aplicado para confirmacgao da iagie.

Metodologia:

Sobrenadantes virais provenientes do cultivo ddag€Mero em meio livre de soro, com
diferentes graus de purificagéo (clarificado, pime segunda etapas) e na presenga ou
nao de estabilizante, foram submetidos a inativag@mica. As condicfes de inativacao
incluiram a concentracdo do agente inativrARropiolactona e o tempo de incubacao.
Amostras foram coletadas para avaliacdo da inao/@or titulagéo viral, imunofocus,
passagens cegas em cultura celular e PCR em temapoAs passagens cegas foram
realizadas inoculando-se o material inativado efulag Vero por 3-4 dias e nesse
periodo, observou-se a ocorréncia de efeito cilmpdta monocamada celular. Cinco
passagens cegas foram realizadas, além da quagdidiclo virus zika no sobrenadante
de pelo menos 3 dessas culturas por PCR em terapo re



Resultado:

O grau de pureza do virus e a presenca do esgaitdiznfluenciam as condicbes de
inativacdo. As cinéticas de inativacdo realizad@zando material clarificado (sem
estabilizante) mostraram que na menor concentrded®Propiolactona o virus foi
inativado em 24h. Por outro lado, amostras maiagpwu na presenca do estabilizante,
exigiram maior tempo de inativacdo ou maior comeedio do agente inativante. A
cinética de inativacdo do material com 2 etapgsudéicacao (com estabilizante) exigiu,
além de maior concentracdo @lropiolactona, incubacéo de 72h para inativac&o. A
metodologias empregadas para avaliar os resultassraram maior confiabilidade
guando analisadas conjuntamente. Nas passagens, @ga da auséncia do efeito
citopatico (visual), a constatacdo da nao replecagdial por PCR conferiu maior
seguranca na analise dos resultados. Além dissagao especifica envolvendo interacao
antigeno/anticorpo empregada na revelacdo por ifoon®, mostrou maior confianga na
avaliacdo dos resultados quando comparada a dqoagdid utilizando revelagéo

tradicional com cristal violeta.

Concluséo:

Através dos testes de inativacao realizados, sesaiyel selecionar um protocolo de
inativagdo para testes de uma futura vacina comtkdrus Zika. As metodologias
selecionadas nos permitiram avaliar com seguraafjei@ncia do processo de inativagao

para os diferentes graus de pureza do virus Zika.
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