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RESUMO

A dengue é uma arbovirose de grande importancia para a saude publica global,
afetando mais de 100 paises e deixando sob risco mais de 40% da populacéo
mundial. No Brasil, até a semana epidemiol6gica 36 foram quase um milhdo de
casos, com 484 Obitos e a circulagdo dos quatro sorotipos da doenca. Nesse
contexto, a busca por uma vacina tetravalente, para os quatro sorotipos da doenca,
eficaz contra o virus da dengue (DENV) tornou-se prioridade global em saude.
Diversas vacinas estdo em desenvolvimento no mundo, contudo a Dengvaxia®,
produzida pelo laboratério Sanofi-Pasteur (Franca), é a primeira vacina tetravalente
a possuir registro no Brasil, e em mais outros 20 paises no mundo. Em seus estudos
clinicos de fase I, Il e lll e pos-registro, a vacina mostrou eficacia contra os quatro
sorotipos virais, contudo foi observada uma imunodominancia do sorotipo 4 vacinal
sobre os demais. No Brasil, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), cabe ao Instituto Nacional de Controle da Qualidade em Saude (INCQS)
garantir a qualidade e a liberacdo de cada lote de vacina consumido no pais,
avaliando critérios de qualidade como poténcia, identidade, termoestabilidade, e
outros. A determinagcdo da poténcia da Dengvaxia® baseia-se em ensaio de dose
infectante de 50% de cultura de células (CCID50%) a partir de células VERO.
Contudo, conforme definido pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a poténcia
de vacinas tetravalente contra a dengue pode ser determinada em células VERO ou
outra sensivel ao virus vacinal. Diante disso, o presente trabalho busca avaliar a
aplicabilidade da linhagem celular HEK293T, que possui sensibilidade ao virus da
dengue, no ensaio de poténcia da vacina tetravalente da dengue (Dengvaxia®),
como uma alternativa metodoldgica as células VERO. Os resultados do trabalho
demonstraram que a linhagem HEK293T é menos sensivel ao virus vacinal que as
células VERO, porém foi possivel definir tanto a poténcia da vacina quanto a
identidade do virus. Além disso, foi possivel observar uma diferenca significativa
entre a poténcia dos sorotipos vacinais, com uma dominancia do sorotipo 4, 0 que
nao fora observado em células VERO. Dessa forma, a linhagem mostrou-se como
uma boa candidata para ensaios de potencia vacinal de vacina tetravalente da

dengue.

Palavras-chave: Dengue. Vacina Tetravalente. Poténcia. HEK293T.



ABSTRACT

Dengue disease is an arbovirus of great importance for global public health, affecting
more than 100 countries and leaving more than 40% of the world's population at risk.
In Brazil, until the epidemiological week 36 there were almost one million cases, with
484 deaths and the circulation of the four serotypes of the disease. In this context,
the search for a tetravalent vaccine, for the four serotypes of the disease, effective
against dengue virus (DENV) has become a global health priority. Several vaccines
are under development in the world, however Dengvaxia®, produced by the Sanofi-
Pasteur laboratory (France), is the first tetravalent vaccine to be registered in Brazil,
and in another 20 countries in the world. In its clinical studies of phase I, Il and 11l and
post-registration, the vaccine showed efficacy against the four viral serotypes,
however, an immunodominance of vaccine serotype 4 was observed over the others.
In Brazil, according to the National Health Surveillance Agency (ANVISA), National
Institute for Quality Control in Health (INCQS) is responsible to guarantee the quality
and release of each batch of vaccine consumed in the country, evaluating quality
criteria such as potency, identity, thermostability, and others. The determination of
the potency of Dengvaxia® is based on an infectious dose assay of 50% cell culture
(50% CCID) from VERO cells. However, as defined by the World Health Organization
(WHO), potency of tetravalent vaccines against dengue can be determined in VERO
cells or others cells sensitive to the vaccine virus. Therefore, the present work seeks
to evaluate the applicability of the HEK293T cell line, which has sensitivity to the
dengue virus, in the potency test of the dengue tetravalent vaccine (Dengvaxia®), as
a methodological alternative to VERO cells. The results of the work demonstrated
that the HEK293T cells is less sensitive to the vaccine virus than VERO cells,
however it was possible to define both the potency of the vaccine and the identity of
the virus. In addition, it was possible to observe a significant difference between the
potency of the vaccine serotypes, with a dominance of serotype 4, which was not
observed in VERO cells. Thus, that cell line proved to be a good candidate for trials

of vaccine potency of dengue tetravalent vaccine.

Keywords: Dengue. Tetravalent Vaccine. Potency. HEK293T.
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1 INTRODUCAO

A dengue, uma arbovirose predominantemente de zonas tropicais e regides
subtropicais, constitui importante problema e desafio a saude publica, com mais de
40% da populacdo mundial sob risco de acometimento da doenca (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2020; BRADY et al., 2012). De fato, a doenca é endémica
em mais de 100 paises (Figura 1) e mais de 2,5 bilhdes de pessoas estdo sob risco
de infeccdo (ZELLWEGER et al., 2013; VILLAR et al., 2015). Segundo estimativas e
modelos epidemiolégicos, 390 milhdes de casos de infec¢do pelo virus da dengue
(DENV) ocorrem anualmente, com aproximadamente 96 milhées de individuos

sintomaticos, com algum grau de severidade clinica (BHATT et al., 2013).

Figura 1 - Distribuicdo de dengue no mundo no ano de 2017
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Fonte: ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017a.

Na regiao das Ameéricas, até dezembro de 2020, mesmo com a pandemia do
SARS-CoV-2, foram relatados 2.163.354 casos de dengue (uma incidéncia de 221,6
casos por 100.000 habitantes), incluindo 872 6bitos. Desse total, 963.787 (45%)
casos foram confirmados laboratorialmente e 5.197 (0,2%) foram classificados como
dengue severa (casos graves). A taxa de mortalidade ficou em 0,04%, a menor nos
altimos 10 anos, 0 que acredita-se estar associado com a simultaneidade da
pandemia da COVID-19 (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2020a).
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Além disso, embora 0 numero de casos seja inferior aos dados do ano de
2019, os resultados de 2020 s&o superiores aos reportados entre 2016-2018 (Figura
2), com 0 maior crescimento no niumero de casos, em duas sub-regides (Caribe ndo
latino e Andes), desde o ano epidémico de 2015 (ORGANIZACAO PAN-
AMERICANA DA SAUDE, 2020a). Esses dados, segundo a Organizacdo Pan-
Americana da Saude (OPAS), sdo preocupantes, visto que a manutencao de taxas
elevadas em regibes endémicas junto a chegada do verdo no hemisfério sul,
estacdo associada com um crescimento no numero de casos de dengue, podem
representar um importante desafio aos sistemas de saude, ja fragilizados, dos
paises que terdo que lidar de forma concomitante com os casos de dengue e de
COVID-19 (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2020a).

Figura 2 - Distribuicdo dos casos notificados de dengue e propor¢cdes dos casos
graves, por ano, Regido das Américas, 1999 — 2020 (até Junho, 21* semana

epidemioldgica)
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Fonte: ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, jun. 2020b.

No Brasil, em 2020, até a semana epidemiolégica (SE) 36, foram notificados
928.282 casos provaveis de dengue, com uma taxa de incidéncia de 441,7 casos
por 100.000 habitantes (BRASIL, 2020). Como ilustrado pela Figura 3, a curva de
casos provaveis de dengue notificados até a SE 11 de 2020 é superior a do ano de
2019, no entanto, a partir da SE 12, quando inicia-se, mais efetivamente, a

pandemia da COVID-19 no Brasil, ha uma queda no numero de notificagbes quando
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comparado aos numeros de 2019. Acredita-se que essa queda possa estar
associada a mobilizacdo das equipes de saude e vigilancia epidemiolégica para o
enfrentamento da pandemia, o que pode ter gerado atrasos ou subnotificacdes nos
casos de arboviroses no Brasil (BRASIL, 2020).

Figura 3 - Curva epidémica dos casos provaveis de dengue, por semana

epidemioldgica, dos anos 2019 e 2020 (até a 36* semana epidemiologica)
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Nota: Dados referentes a SE 36.
Fonte: BRASIL, 2020.

Quanto ao numero de casos graves e Obitos reportados em 2020, até a
semana epidemioldgica 36, foram 756 casos de dengue grave (DG) e 8.679 casos
de dengue com sinais de alarme (DSA), com 484 casos de Obitos em decorréncia da
doenca. Assim como os dados de casos totais de dengue, os nimeros de casos
confirmados de dengue grave e de 6bitos apresentam reducdo a partir da SE 10,
guando comparados aos numeros consolidados de 2019, o que pode estar, também,
relacionado a pandemia da COVID-19 (BRASIL, 2020). Por fim, como demonstrado
na Figura 4, o Brasil apresenta a circulacdo dos quatro sorotipos do DENV, os
sorotipos DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (BRASIL, 2020).
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Figura 4 - Mapa ilustrando a circulagéo dos quatro sorotipos de dengue no Brasil, no
ano de 2020

Sorotipos DENV
(] Sem dados
] DeEnv-1

] DENV-2

] DENV-1 e DENV-2

B DENV-1, DENV-2 e DENV-4

B DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4

A

Nota: Atualizado em 08/09/2020.
Fonte: Modificado de BRASIL, 2020.

O DENV pertence ao género Flavivirus, da familia Flaviviridae de pequenos
virus envelopados, e possui quatro sorotipos distintos circulantes, denominados
DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (ROTHMAN, 2004). Como os demais
membros do género Flavivirus, os virions sdo esféricos, com aproximadamente
50nm de diametro, e possuem genoma composto por RNA de fita simples e
polaridade positiva (CRUZ-OLIVEIRA et al., 2015, HALSTED, 1988).

A doenca causada pelo virus (dengue) apresenta um amplo espectro de
manifestacdes clinicas que podem variar de acordo com a gravidade e a idade dos
pacientes infectados. Os quadros clinicos incluem desde a infec¢do assintomatica
e/ou branda até a sindrome de choque por dengue (SCD) (SAN MARTIN, 2010,
SCHWARTZ et al., 2015). A infec¢cédo pode ser causada por qualguer um dos quatro
sorotipos virais podendo resultar na forma assintomatica, na forma leve, definida
como febre da dengue (FD), ou nas formas mais graves da doenca, febre
hemorragica da dengue (FHD) e sindrome de choque por dengue (SCD)
(HADINEGORO, 2012). Em geral, os quadros de dengue se iniciam de quatro a oito
dias apoés a infecgdo e duram em torno de dois a sete dias (GUZMAN e HARRIS,
2015). Nos casos mais graves, FHD e SCD, ha risco significativo de morbidades e
de mortalidade (LAM, 2013).
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Para facilitar a identificacdo e o manejo clinico dos pacientes, além da
notificacdo da doenca, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 1997,
categorizou as diferentes formas clinicas da dengue especificando as manifestacdes
clinicas associadas, além disso, estratificou a forma grave da doenca (FHD) em
quatro graus de acordo com a gravidade, sendo os graus lll e IV representativos da
SCD (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 1997).

Contudo, o protocolo de identificacdo definido suscitou interpretacdes
diversas e nédo facilitou, como se desejava, o manejo clinico dos pacientes
acometidos pelas diversas formas da dengue (BALMASEDA et al., 2005). Dessa
forma, objetivando a melhoria nos processos de triagem, classificacdo clinica,
tratamento e diagndstico precoce, a OMS, em 2009, sugeriu uma nova classificacédo
para os casos de dengue (TSAI, 2013). Os novos critérios classificavam a dengue
em duas categorias, que vao variando conforme os niveis de gravidade: 1% - dengue,
com ou sem sinais de alertas; 2% - dengue severa (Figura 5) (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2009). De fato, a nova classificacdo resultou em maior
sensibilidade na identificacdo dos casos, principalmente dos mais graves (GUZMAN;
HARRIS, 2015).

Figura 5 - Classificacdo clinica dos casos de dengue de acordo com a Organizacéo
Mundial de Saude (2009).

Dengue t Sinais de Alarme Dengue Grave
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+Nausea, vomito

Exantemas

Mialgia/ artralgia

+Provado laco positiva

*Leucopenia

*Qualquer sinal de alarme
(sem sinais de extravasamento

plasmatico)

Critérios para Dengue Grave

Fonte: ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2009.
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Tendo em vista o crescimento e/ou a manutencdo de elevadas taxas de
incidéncia da doenca, em conjunto com seu amplo alcance geogréafico e a gravidade
das suas formas clinicas, o desenvolvimento de uma vacina eficaz contra o agente
etiologico da dengue tem sido, cada vez mais, considerado como uma prioridade
para a saude publica e comunitédria mundial (REITER, 2010). Atualmente, algumas
vacinas desenvolvidas ja avan¢cam no processo de liberacdo, sendo que no Brasil ja
ha a liberacdo para uma vacina heter6loga produzida pela Sanofi-Pasteur, a vacina
tetravalente de virus quiméricos atenuado, Dengvaxia® (CYD-TDV) (VILLAR et al.,
2015).

1.1 Vacinas

Vacinas tratam-se de complexos produtos farmacéuticos e cada uma segue
um caminho de desenvolvimento Unico, dependendo de caracteristicas como:
epidemiologia da doenca, tipo de vacina a ser desenvolvida, identificacdo da dose e
via de administracdo, populacdo alvo e seus fatores socioculturais, disponibilidade
de uma vacina pré-existente com um perfil risco-beneficio satisfatério, planos para
induzir a imunidade do rebanho, avaliacdo de risco da doenca e da propria vacina,
beneficios para a saude publica, chances de aceitacdo pela comunidade, custo-
beneficio, desafios de fabricacdo e licenciamento, além de estratégias regulatorias
(HAN, 2015; SINGHE; MEHTA, 2016).

A complexidade e diversidade de cada novo produto apresenta desafios
cientificos e regulatérios (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2005). As
agéncias reguladoras dividem o processo de desenvolvimento de vacinas em dois
estagios: pré-clinicos e clinicos, a fim de garantir a seguranca, imunogenicidade e
eficacia protetora em humanos antes do produto ser licenciado para o uso (SINGHE;
MEHTA, 2016).

Os ensaios pré-clinicos ou nao clinicos sao pré-requisitos para que a vacina
candidata siga o processo de desenvolvimento para 0s ensaios clinicos. O objetivo
desses ensaios é identificar possiveis riscos para os vacinados, além de auxiliar no
planejamento de protocolos para estudos clinicos subsequentes em seres humanos.
Essa etapa compreende todos os testes in vitro e in vivo realizados antes e durante
o desenvolvimento clinico de vacinas (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2005).



20

J& os ensaios clinicos devem caracterizar a imunogenicidade e determinar a
eficicia, efetividade e seguranca do novo produto. S&o classificados em ensaios de
pré-licenciamento e de pos-licenciamento (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2017b). Os ensaios de pré-licenciamento estdo dispostos em trés fases: I, Il e lll,
cuja progressdo € sequencial. JA os ensaios de poés-licenciamento, também
chamados de estudos de vigilancia pés-comercializagcéo, correspondem a fase IV
(SINGHE; MEHTA, 2016).

No contexto da dengue, a infeccdo primaria com DENV leva a inducédo de
anticorpos neutralizantes de longa duragédo, com uma imunidade duradoura contra a
doenca ap6s nova infeccdo com o mesmo sorotipo (imunidade homotipica)
(LAOPRASOPWATTANA et al., 2007). Contudo, em infeccdes secundarias, onde o
individuo é infectado por um sorotipo heterélogo ao da infeccdo primaria, ha um
aumento expressivo no risco de desenvolvimento de quadros graves da doenga. A
preocupacdo com essas manifestacdes graves, mais comuns em infeccdes
secundéarias, favorece a necessidade do desenvolvimento de vacinas tetravalente
contra dengue que estimulem a resposta imune equilibrada para os quatro sorotipos
(GUZMAN e HARRIS, 2015). Assim, a vacina ideal contra dengue deve proteger
para cada um dos quatro sorotipos da DENV, fornecer protecdo de longa duragéo,
sua imunizagdo deve ser segura e bem tolerada, ndo induzir os fendbmenos de
agravamento da doenca e ter um baixo custo, proporcionando ampla acessibilidade
da populacéo a vacinacdo (MURPHY; WHITEHEAD, 2011).

1.1.1 Vacinas da dengue

Existe um grande numero de vacinas tetravalente contra a dengue sendo
desenvolvidas no mundo e utilizando as mais diversas tecnologias de imunizacao,
como: virus atenuado, virus inativado, proteinas recombinantes, DNA, entre outras
(Tabela 1). Dentre essas, destacam-se trés vacinas pelo avancado estagio de
desenvolvimento, as vacinas TV003/TV005 (do Instituto Butantan - Brasil), a
DENVax (do laboratério Takeda - Japao) e a Dengvaxia® (do laboratorio Sanofi-
Pasteur - Franca), essa Ultima com as etapas de registro ja concluidas (THOMAS,
2014, CDC, 2015).
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Tabela 1 - Vacinas Tetravalentes contra dengue

Vacina Produtor Tipo da Descricdo da Vacina Fase
Tetravalente Vacina Clinica

Genes prM e E dos quatro
_ Sanofi Virus Zorotlpos_. d(_)d virus da ,
Dengvaxia e éngue INSeriaos eém uma  Concluida
Pasteur o por¢cdo nao-estrutural do
quimeéricos . :
virus vacinal da febre
amarela 17D.
Cepa atenuada DENV2
por passagem seriada em

Vivo linhagem de células
DENVax Takeda primarias de rim de il

atenuado . .
cachorro e ainda mais
atenuada pela mutacdo no
gene NS3

TV003/ N”._l € Vivo Mutacdes genéticas com
Instituto 11
TV005 atenuado cepas selvagem
Butantan
GSK e
Walter
Reed Virus
TDENV PIV Army inativado Inativagdo por formalina I
Institute  pyrificado
of
Research

Proteina Proteinas do envelope
V180 Merck . produzidas em células de I
recombinante .
Drosophila
Proteinas do envelope e
da pré-membrana do

Na\(al DENV1 sdo expressas sob
Medical o0 controle do promotor-
TVDV DNA tro P
Research potencializador do
Center citomegalovirus  humano
do VR1012 vetor de
plasmideo

Fonte: DVI, 2016.

De fato, em 2015, a vacina tetravalente produzida pela Sanofi-Pasteur
(Dengvaxia® - CYD-TDV) obteve o registro no Brasil, tornando-se a primeira vacina
tetravalente contra a dengue registrada no pais. Essa vacina também foi aprovada
por outras agéncias em vinte paises distribuidos pela Asia e América Latina
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2018).

A Dengvaxia® é uma vacina tetravalente contra a dengue que contém virus

atenuado quiméricos cujo arcabouco viral € derivado da cepa da vacina 17D contra
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a febre amarela (YF17D) (VILLAR et al., 2015). Assim, cada virus que compde a
vacina foi construido através da substituicdo dos genes que codificam as proteinas
do envelope (E) e da pré-membrana (prM) do virus da vacina de febre amarela
(YF17D) pelos genes dos quatro diferentes sorotipos de virus da dengue (GUY et al,
2011; SCHWARTZ et al., 2015).

A Dengvaxia® se mostrou eficaz e segura na prevencao da doenca durante
0s ensaios clinicos de fase I, Il, e lll realizados com voluntarios entre dois a
sessenta anos de idade na Asia e na América Latina. Ainda, durante os estudos,
apenas reacoes leves foram relatadas, como dores no local de aplicacao, dores de
cabecga e leve mal-estar, sem ter sido observado nenhum evento adverso grave
relacionado a vacina, como reacfGes anafilaticas, eventos neurotrépicos ou
viscerotrépicos (GAILHARDOU et al., 2016).

Contudo, durante o follow-up desse voluntarios, foi observado, no terceiro ano
de acompanhamento, um aumento no risco de hospitalizagbes por dengue no grupo
de criancas com idade inferior a nove anos vacinadas com a Dengvaxia®
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2018). Diante desta circunstancia, apos
relatado o aumento no risco, sugeriu-se que a vacina, para essa faixa etéria,
induziria uma primo-infeccao pelo virus da dengue, proporcionando uma protecéo de
curto prazo apos a administracéo da vacina, com a perda de imunidade protetora ao
longo do tempo (GAILHARDOU, 2016).

J& para a populacdo acima de nove anos de idade, a vacina apresentou
eficacia geral de 65,6% para pessoas que nunca tiveram dengue (soronegativas),
uma reducéo de 80,3% no risco de hospitalizacdo e de 93% para 0s casos graves
da doenca. Quando estratificados os resultados por sorotipo, as eficacias
apresentadas foram de 58,4% contra o sorotipo 1 (DENV-1), 47,1% contra o sorotipo
2 (DENV-2), 73,6% contra o sorotipo 3 (DENV-3) e de 83,2% contra o sorotipo 4
(DENV-4) (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2015;
HADINEGORO et al., 2015).

Em 2017, a Sanofi-Pasteur apresentou os resultados finais dos estudos de
follow-up, apds cinco anos da administracdo da vacina, demonstrando que a
vacinacdo com a Dengvaxia® resultou em beneficios para a populacdo geral do
estudo, principalmente nos individuos que, ao inicio do estudo, eram soropositivos
para dengue. No entanto, para individuos soronegativos, o0s resultados

demonstraram que, apo0s 30 meses, ocorreu um aumento no risco de
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hospitalizacdes e agravamento da doenca (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2018; AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

Diante desses dados, a vacinacdo com a Dengvaxia® passou a ser
recomendada, tanto pela OMS quanto pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), apenas para individuos soropositivos, excluindo da recomendacdo o0s
individuos que ndo tenham sido previamente infectados pelo virus da dengue
(soronegativos) (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

A Dengvaxia® (uma dose — 0,5 mL) € composta por um p0 liofilizado injetavel
e solucéo diluente de cloreto de sddio 0,9%, contendo, ap0s sua reconstituicdo, o
valor de poténcia de 4,5 — 6,0 logip DICCso/dose para os quatro sorotipos. O
esquema vacinal € de trés doses, sendo a aplicacdo da segunda e da terceira dose
realizada apos 6 e 12 meses respectivamente. Seu uso € recomendado para
individuos entre 9 e 45 anos de idade que vivam em areas endémicas, sendo
contraindicado para gestantes, individuos imunocomprometidos e individuos
soronegativos (DVI, 2015; VANNICE, 2016; AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2017).

1.2 Avigilancia sanitéria e o controle da qualidade de vacinas

Entende-se por Vigilancia Sanitaria o conjunto de acbes capaz de eliminar,
diminuir ou prevenir riscos a saude e de intervir nos problemas sanitarios
decorrentes do meio ambiente, da producéo e circulacdo de bens e da prestacdo de
servicos de interesse da saude (BRASIL, 1990). O controle da qualidade refere-se
as acoOes relacionadas com a medicéo da qualidade de um produto ou servico, a fim
de avaliar se os requisitos estdo sendo respeitados para a finalidade a que se
destina. O controle da qualidade de vacinas é uma acado da Vigilancia Sanitaria de
extrema importancia, onde as autoridades sanitarias nacionais devem monitorar a
seguranca, qualidade e eficacia de imunobiolégicos (MIRANDA; HENRIQUES,
2005).

De acordo com a RDC n. °© 73/2008 da ANVISA, que dispbe sobre o
Regulamento Técnico para procedimento de liberacdo de lotes de vacinas para
consumo nho Brasil, é delegada ao Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude da Fundagdo Oswaldo Cruz (INCQS/Fiocruz) a responsabilidade pela

liberagdo de todos os lotes de vacinas utilizadas no pais. Desta forma, o INCQS
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desempenha um importante papel dentro e fora do Programa Nacional de
Imunizac¢des (PNI), tanto por analisar os lotes de vacinas adquiridas pelo programa,
quanto pelo seu carater consultivo ao Ministério da Saude na identificacdo de
prioridades, formulacdo de diretrizes nacionais nas areas de pesquisa, producao,
aquisicao, distribuicdo e utilizacdo de imunobioldgicos, fundamentado em avaliacdes
sistematicas e em dados técnico-cientificos atualizados (BRASIL, 2008).

Assim, cada lote de vacina é submetido a analise no INCQS, que, através de
ensaios analiticos, avalia a eficacia (ensaios de identidade, estabilidade e poténcia)
e seguranca (testes de esterilidade, toxicidade e pirogénio ou endotoxina
bacteriana), segundo critérios padronizados estabelecidos pela OMS e 06rgdos

reguladores, das vacinas a serem utilizadas no pais (BRASIL, 2008).

1.2.1Ensaios de poténcia de vacinas

A estimativa da poténcia das vacinas consiste na avaliacdo do seu potencial
de inducédo de imunidade protetora pos-administracdo (METZ et al., 2002). Testes de
poténcia sdo realizados para demonstrar que a vacina serd capaz de alcancar um
“dado resultado”, ou seja, resulta em imunidade protetora. Diferentes métodos de
teste, como ensaios de propriedades fisico-quimicas, antigenicidade,
imunogenicidade, infecciosidade e protecéo contra infeccdo ou doenca, sao usados
para medir a poténcia. Sua aplicabilidade depende da natureza dos antigenos da
vacina e do objetivo do teste (TAFFS, 2001).

A poténcia de uma vacina que utiliza agentes vivos ou atenuados é
geralmente expressa em termos de unidades infecciosas (em vacinas virais,
unidades virais infecciosas) contidas em uma dose, determinada em substratos
biologicos especificos (como cultura de células sensiveis), e baseada nos resultados
dos ensaios clinicos de fase | e fase Il (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2013). Para as vacinas tetravalente da dengue, a poténcia deve ser avaliada em
termos de titulos individuais de cada um dos quatro sorotipos do virus contidos em
uma dose da vacina (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2013).

Existem diversas metodologias capazes de avaliar a poténcia de vacinas
virais, tais como pela reacdo da transcriptase reversa seguida da reagcao em cadeia
da polimerase (RT-PCR) (RANHEIM et al.,2006), citometria de fluxo (LAMBETH et
al., 2005), ensaios imunoenzimatico (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2013),
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titulag&o viral, teste de neutralizacéo e reducéo de plaque (PRNT) (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2007), unidades formadoras de placas (UFP)
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2007), imunofocos (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2013), teste de dose infectante de 50% da cultura de células
(CCIDsy), entre outros (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2013).

Os ensaios de poténcia e termoestabilidade da vacina tetravalente da dengue
sdo ensaios biolégicos, que segundo recomendacOes técnicas da OMS,
fundamentam-se na avaliacdo da infectividade em cultura de células apropriadas, de
cada um dos quatro tipos de virus presentes na vacina (ORGANIZACAO MUNDIAL
DE SAUDE, 2013). Ainda, o método utilizado nos ensaios de poténcia pode também
definir a identidade da vacina, se for capaz de identificar a presenca de cada
sorotipo do DENV (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2013).

De fato, a poténcia da Dengvaxia® € avaliada através de ensaio que verifica a
presenca ou auséncia de infectividade em culturas celulares, em decorréncia de
alteracdes imunocolorimétricas ocasionadas pela presenca do virus especifico para
cada sorotipo, sendo o titulo viral expresso em log;o CCIDsy por dose. Em cada
ensaio realizado deve-se incluir um lote da vacina de Referéncia de Trabalho, cuja
poténcia tenha sido previamente estabelecida, a fim de controlar a precisao e a
reprodutibilidade do sistema de ensaios (SANTOS et al., 2011, GUY, et al., 2011).

Apesar disso, a metodologia para ensaios bioldgicos da vacina tetravalente da
dengue ainda nédo esta estabelecida em monografias farmacopéicas, sendo valida a
procura por novos métodos e alternativas metodoldgicas para definir a poténcia
dessas vacinas, um importante parametro da qualidade desses produtos biol6gicos.

1.2.2 Uso de culturas de células em ensaios biol6gicos

A técnica de cultura celular é caracterizada pela manutengéo de células vivas
em laboratdrio, organizadas e acopladas em recipientes estéreis, permitindo assim a
extensdo da técnica de cultura em tecido. Dentre as diversas aplicabilidades da
técnica de cultura de células esta a possibilidade de realizacdo de ensaios de
poténcia e citotoxicidade de vacinas utilizando esses substratos biologicos (MIGITA,
2012).

A técnica de cultura adquiriu grande destaque e eficiéncia no ambito de

pesquisas biomédicas e biotecnoldgica, favorecendo respostas simplificadas para
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investigacBes biomédicas e cientificas complexas, uma vez que sdo modelos
biolégicos mais simples e de facil manutencdo quando comparados a animais de
experimentacdo (MIGITA, 2012).

Diversas sdo as aplicacbes para a técnica de cultivo, como estudos
funcionais, bioquimicos e moleculares, utilizagdo na obtencao de particulas virais, no
diagnostico de doencas, andlise de alvos farmacolégicos, producdo de produtos
biologicos, e, também, na producdo de imunobiolégicos, vacinas e anticorpos
monoclonais (FRESHNEY, 2006; MIGITA, 2012).

O emprego de culturas celulares em ensaios biolégicos requer conhecimento
prévio das linhagens utilizadas. As células devem ser cultivadas sobre condi¢des
especificas, apropriadas, com critérios definidos, reprodutiveis e padronizados, a fim
de garantir perfeitas condicfes e adequabilidade para o determinado ensaio a que
se propde realizar (KASVI, 2017). Dessa forma, € fundamental que o laboratério
tenha conhecimento aprofundado das linhagens celulares que utiliza, disponha de
protocolos e procedimentos padrdes de cultivo que atendam as necessidades de
cada ensaio a que destinam-se as células e, por fim, disponha de corpo técnico
especializado.

Nesse contexto, o Setor de Cultura de Células do INCQS enquadra-se como
um laboratério apropriado para o cultivo de células para fins analiticos, com grande
expertise no manejo de linhagens celulares. De fato, o banco tem em seu acervo um
grande numero de linhagens celulares oriundas de diferentes bancos celulares
centrais, tais como a ATCC (American Type Culture Collection), Colecdo Europeia
de Culturas de Células Autenticadas (European Collection of Authenticated Cell
Cultures — ECACC, em inglés) e BCRJ (Banco de Células do Rio de Janeiro), com
cada linhagem certificada e autenticada. Além disso, tem bem estabelecido um
conjunto de protocolos e procedimentos padronizados para o cultivo de células,
manutencdo da esterilidade, controle da qualidade dos processos de cultivo e
analiticos, entre outros, que estdo em constante desenvolvimento e atualizacdo por

seu corpo técnico especializado.

1.2.3 Linhagem celular VERO

Linhagens celulares continuas, ou imortalizadas, originarias de tecidos de

mamiferos tornaram-se importantes ferramentas das ciéncias da saude e da
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industria farmacéutica, com uso diversificado na producdo de produtos biolégicos
diversos (OSADA et al., 2014). Uma das mais frequentes utilizadas é a linhagem
celular VERO, estabelecida em 1962, na Universidade de Chiba no Japao, a partir
da cultura primaria de tecido de rins de macaco verde africano (Chlorocebus
aethiops) (YASUMURA; KAWAKITA, 1963).

O uso dessa linhagem esta fortemente ligado a susceptibilidade dessas
células a uma grande variedade de virus de importancia para a saude, como
sarampo (SASAKI et al., 1964), rubéola (RHIM; SCHELL, 1967, LIEBHABER et al.,
1967), arboviroses (SIMIZU et al., 1967; RHIM et al., 1969), caxumba (RHIM et al.,
1969) e adenovirus (RHIM et al.,, 1969), em decorréncia, acredita-se, de uma
auséncia na producao de interferons do tipo 1 em resposta as infeccbes virais
(DESMYTER et al., 1968).

Dessa forma, apds seu estabelecimento e distribuicdo global, para os mais
diversos bancos de células do mundo, as aplicagbes da linhagem VERO tornaram-
se extensas, sendo utilizadas desde laboratérios de virologia e pesquisa, até 0 uso
em diagnostico hospitalar e a producdo e testagem de vacinas contra 0s mais
diversos agentes etioldgicos (OSADA et al., 2014; O'RYAN, 2007; MONATH et al.,
2004; BARRETT et al., 2009; MONTOMOLI et al., 2012).

No contexto da dengue, células VERO tem sido largamente utilizadas na
pesquisa, desenvolvimento, producdo e testagem de vacinas contra o DENV
(BARRETT et al., 2009; LECOUTURIER et al., 2019; DAYAN et al., 2014; WHITE et
al., 2020). De fato, a vacina tetravalente contra a dengue baseada em virus
atenuados quiméricos, Dengvaxia® (CYD-TDV), tem sua producdo e testagem em
células VERO (LECOUTURIER et al., 2019).

1.2.4 Linhagem celular HEK293T

As células HEK293 sdo uma linhagem celular aderente de caracteristica
epitelidide desenvolvidas a partir de cultura primaria de células provenientes de um
rim embrionario humano transformadas pela exposicdo a fragmentos de DNA do
adenovirus (Ad) 5 (GRAHAM et al.,, 1977). Como tal, essa linhagem apresenta
fendtipo caracteristico de células transformadas por adenovirus, como multiplicacédo
celular mesmo ap6és atingida a confluéncia, ou seja, sem apresentar estimulo de

parada por contato célula-célula (inibicdo de contato), e crescimento celular
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distribuido em ilhas ou aglomerados celulares (GRAHAM et al., 1977). Além disso,
essas células carregam a porcao terminal esquerda do genoma do Ad5, que inclui
os genes E1A e E1B do virus (LOUIS, EVELEGH e GRAHAM, 1997), em
decorréncia disso, essas células sdo largamente utilizadas na producdo de
particulas virais e proteinas recombinantes (MALM et al., 2020).

Diversas variantes das células HEK293 foram desenvolvidas ao longo do
tempo com o objetivo de aumentar a eficiéncia e a producdo de proteinas
recombinantes e particulas virais para os mais diversos fins (MALM et al., 2020).
Dentre essas variantes esta a linhagem HEK293T, caracterizada pela expresséo
constitutiva de um alelo sensivel a temperatura do antigeno T do virus simio 40
(SV40), um adenovirus encontrado em humanos e macacos, definido como um
promotor viral forte (DUBRIDGE et al., 1987).

Pelas caracteristicas da linhagem HEK293T e sua susceptibilidade para
transfec¢cOes, manipulacéo génica e infeccao viral, a linhagem tem sido amplamente
utilizada na pesquisa de diversas familias virais. De fato, foi demonstrado que
células HEK293T apresentam susceptibilidade a infeccdes pelo DENV, para os mais
diversos sorotipos, assim como para outros membros da familia Flaviviridae
(JITOBOAM et al., 2016; RATTANACHUEN et al., 2011; RUNGRUENGPHOL et al.,
2015; McLINDEN et al., 2017). Contudo, ndo ha estudos demonstrando a
sensibilidade dessa linhagem para infec¢des utilizando vacinas tetravalentes contra
a dengue compostas por virus atenuados.

Visto que a Dengvaxia® caracteriza-se por virus atenuados quiméricos cujo
arcabouco viral é proveniente da cepa viral da febre amarela YF17D, é possivel que
a susceptibilidade dessa linhagem a infeccdo pela cepa YF17D seja importante para
estudos de infectividade envolvendo a vacina. Nesse contexto, estudos tem
demonstrado que células HEK293T apresentam sensibilidade ao virus YF17D
(McLINDEN et al.,, 2017; YAKASS et al.,, 2020) e, ainda, que a cepa atenuada
(YF17D) mostrou-se mais infecciosa nessa linhagem que a cepa selvagem originaria
(Asibi) (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2016).

Dessa forma, a linhagem celular HEK293T pode configurar-se como uma
promissora alternativa nos estudos envolvendo a infectividade da vacina tetravalente
da dengue, como a Dengvaxia®, sendo futuramente utilizada em ensaios para

determinacdo da poténcia dessas vacinas.
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1.3 Justificativa

Um desafio para o desenvolvimento de uma vacina segura e eficaz contra
dengue é que a vacina deve gerar, simultaneamente, uma resposta imune protetora
contra todos os quatro sorotipos da DENV. Uma resposta imune desbalanceda pode
resultar em niveis sub-6timos de anticorpos contra um dos sorotipos, podendo
ocasionar o agravamento do quadro clinico de pacientes infectados pelo sorotipo
nao contemplado (THOMAS, 2014).

Assim, uma vacina que induza niveis sub-protetores de anticorpos anti-DENV
ndo € somente ineficiente, como, também, potencialmente danosa, ao aumentar o
risco de casos graves de dengue apds nova infeccdo. Além disso, € importante que
apos o estabelecimento de uma resposta humoral protetora, os niveis de anticorpos
gerados mantenham-se em concentracdes adequadas por um longo periodo apoés a
vacinacdo (ZELLWEGER et al., 2013).

Nesse contexto, os testes de controle de qualidade preconizados, como
identidade, poténcia e termoestabilidade, sdo essenciais para garantir a eficacia da
vacina tetravalente da dengue (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2011).
Assim, para a determinacdo da poténcia de vacinas tetravalente atenuadas
recomenda-se, segundo critérios da OMS, o uso de ensaios de titulagao viral por
plaque, CCIDsy ou imunofocus em cultura de células VERO ou outras células
sensiveis (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2013).

Segundo a OMS, primatas ndo humanos sdo modelos preditivos adequados
para mensurar e predizer niveis de viremia e anticorpos para DENV por infeccéo
natural ou por vacinacdo, embora a fisiopatologia da doenca nesses animais
apresente diferenca em relacdo aos humanos (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2013). Em ensaios com células VERO foi demonstrado que a vacina
Dengvaxia® resultou em titulos virais e de anticorpos balanceados para os quatro
sorotipos virais do DENV (POO et al., 2011; MORRISON et al., 2010; CAPEDING et
al.,, 2011; TRAN et al., 2012; LECOUTURIER et al., 2019). Contudo, em estudos
com criancas soronegativas para o DENV, observou-se que a Dengvaxia®
apresentava baixa eficacia e aumentava o risco de complica¢des clinicas apos a
exposicdo e infeccdo ao virus da dengue. Essa baixa performance da vacina,
segundo os estudos de imunogenicidade, estava associada a um desbalanco nos

titulos virais e de anticorpos produzidos, com uma forte dominéncia do sorotipo 4
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(DENV-4) sobre os demais sorotipos (DENV-1, DENV-2 e DENV-3) (HENEIN et al.,
2017; GUY, 2009; VILLAR et al., 2015; CAPEDING et al., 2014), o que demonstra
uma possivel falha dos modelos preditivos utilizados.

Nesse contexto, levando em consideracdo as diferencas fisiopatologicas
interespecificas do DENV, entre humanos e primatas ndo humanos, e a possivel
falha dos modelos preditivos com células animais, foi considerado necessaria a
investigacdo de modelos que aproximam-se da realidade humana.

Nesse ponto, foi idealizado e elaborado o projeto de pesquisa intitulado
“Estudo da infectividade da vacina tetravalente da Dengue em diferentes linhagens
celulares e sua aplicabilidade em um ensaio de poténcia”, na forma de doutorado
académico da Msc. e Pesquisadora Renata Faria de Carvalho, sob orientacdo da
Dra. Ana Cristina Martins de Almeida Nogueira, que visa avaliar os efeitos do virus
vacinal da Dengue em diferentes linhagens celulares e como esses efeitos se
comportam ou alteram ensaios de poténcia vacinal.

Dentro desse projeto, como uma das linhas de estudo, o presente trabalho
busca investigar uma das linhagens estudadas, a linhagem celular HEK293T, que,
por suas caracteristicas, mostrou-se uma promissora candidata para os estudos.

Com isso, a proposta do estudo € avaliar a aplicabilidade da linhagem celular
HEK293T como alternativa a linhagem celular VERO em ensaios de poténcia da
vacina tetravalente da dengue, buscando desenvolver uma metodologia alternativa a
classica, que demonstre maior exatiddo, sensibilidade, e que seja mais

fisiologicamente proxima a realidade humana.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a linhagem celular HEK293T como alternativa metodolégica a
linhagem celular VERO no ensaio de poténcia da vacina tetravalente contra a

dengue.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a infectividade do virus vacinal da vacina tetravalente contra dengue em
células da linhagem celular HEK293T;

e Avaliar se as células HEK293T séo capazes de determinar a identidade vacinal da
vacina tetravalente contra a dengue em imunoensaio;

eDeterminar a poténcia da vacina tetravalente da dengue em ensaio utilizando
células HEK293T e VERO;

e Comparar os resultados obtidos na linhagem celular HEK293T com a metodologia

convencional (VERO).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras de vacinas

Amostras de vacina tetravalente da dengue, Dengvaxia®, produzidas pelo
produtor Sanofi Pasteur, foram armazenadas e mantidas de 2 a 8 °C, conforme
orientacdo da bula. Foi selecionado para realizacdo dos ensaios desse estudo um
anico lote da vacina Dengvaxia®.

A vacina liofilizada em frasco multidoses foi reconstituida com solugdo de
cloreto de sédio a 0,9% (NaCl).

3.2 Culturade células

Para os ensaios realizados, foram utlizadas duas linhagens celulares
comerciais: VERO (células epiteliais de rim de macaco verde africano) e HEK293T

(células de rim embrionario humano).

3.2.1 Manutencéo das linhagens celulares

VERO:

A linhagem celular VERO foi obtida da American Type Culture Collection
(ATCC® CCL-81™) e mantida no acervo do Setor de Cultura de Células do INCQS.
A partir das células obtidas, foram produzidos lotes de células-mestre (LM), que sé&o
usados para a producéo de lotes de células de trabalho (LT). Os LT constituem o
estoque de células utilizado na rotina de ensaios realizados no INCQS. As culturas
celulares de VERO utilizadas nos ensaios, resultantes do descongelamento e
manutencdo das ampolas dos LT, encontravam-se entre as passagens 142 e 150,
sendo esta uma obrigatoriedade estabelecida pelo produtor para o controle de
gualidade dos ensaios.

As células VERO foram cultivadas em Meio Essencial Minimo (MEM, Gibco/
Life Techonologies) com 5% Soro Fetal Bovino (SFB) (HyClone/ Thermo Scientific),
suplementado com 2 mM L-glutamina (Gibco/ Life Techonologies), 26 mM NaHCO;
(Eurobio Ingen), 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de dihidrostreptomicina
(Eurobio), em estufa umidificada a 37 °C + 1 °C, 5% + 1% CO..
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Para a realizacdo do subcultivo (passagem), foi retirado o meio de cultura e
lavada a monocamada duas vezes com solugédo de tampéo fosfato salino (PBS) [1X]
sem Ca*? e sem Mg*? (Eurobio Scientific). Apés a lavagem foi adicionada solucéo de
Tripsina Versane EDTA (Lonza) até que a monocamada se desprendesse.

Apébs o desprendimento da monocamada, foi adicionado meio MEM 5% SFB,
previamente preparado, para a inibicdo da acdo da tripsina.

As células foram dissociadas mecanicamente por aspiracdo e, entao,
contadas, em camara de Neubauer, para o célculo do volume necessario para

subcultivo.

HEK293T:

A linhagem celular HEK293T foi cedida, gentiimente, pelo Laboratério de
Hemato-Oncologia Celular e Molecular, do Instituto Nacional de Cancer (INCA) e
mantida no acervo do Setor de Cultura de Células do INCQS. A partir das células
obtidas, foram produzidos lotes mestre (LM), que sdo usados para a producdo de
lotes de trabalho (LT). Os LT constituem o estoque de células utilizado na rotina de
ensaios realizados no INCQS. As culturas celulares de HEK293T utilizadas nos
ensaios, resultantes do descongelamento e manutencdo das ampolas dos LT,
encontravam-se, no maximo, até a passagem 10, sendo esta uma obrigatoriedade
instituida para o controle de qualidade dos ensaios.

As células HEK293T foram cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM, Sigma Aldrich) com 10% Soro Fetal Bovino (SFB) (HyClone/
Thermo Scientific), suplementado com 2 mM L-glutamina (Gibco/ Life
Techonologies), 26mM NaHCO3; (Eurobio Ingen), 25 mM de HEPES, 100 U/mL de
penicilina e 100 pug/mL de dihidrostreptomicina (Eurobio), em estufa umidificada a
37°C £ 1°C, 5% + 1% CO2.

Para a realizacdo do subcultivo (passagem), realizado apos periodo de 3-4
dias de cultivo, foi retirado o meio de cultura e lavada, cuidadosamente, a
monocamada celular uma vez com solucdo de PBS (Eurobio Scientific). Apos a
lavagem, foi adicionada solucédo de Tripsina Versane EDTA (Lonza) até que a
monocamada se desprendesse.

Apos o desprendimento da monocamada, foi adicionado DMEM 10% SFB,

previamente preparado, para a inibicdo da acdo da tripsina, e, entdo, a suspensao
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celular foi centrifugada por cinco minutos a 1000rpm (Centra MP4R, IEC) para
precipitacdo do conteudo celular.

O sobrenadante foi descartado e o conteudo celular foi ressuspendido em
meio fresco (DMEM 10% SFB - suplementado), sendo as células dissociadas
mecanicamente por aspiracdo. Entdo, foi realizado um split celular de 1:10, com a
adicdo em nova garrafa de cultura da suspensao celular, na diluicdo definida,
acrescida de meio de cultura fresco (DMEM 10% SFB — suplementado) suficiente

para a area de superficie de cultivo da garrafa.

3.2.2 Preparo e fornecimento de células

As suspensdes celulares foram preparadas e fornecidas sempre no dia da
realizacdo dos ensaios. Para as células VERO, o fornecimento foi realizado em meio
MEM (1x), contendo solu¢éo de bicarbonato de sédio 5,6% (p/v), 10% SFB, 200 mM
L-glutamina e 0,2% de penicilina-dihidrostreptomicina, e concentracdo celular de 3 x
10° + 10% células/ mL em volume necessario para a realizacdo do ensaio.

Para as células HEK293T, o fornecimento foi realizado em meio DMEM (1x),
contendo 10% SFB, 2 mM L-glutamina, 26 mM NaHCO3, 25 mM de HEPES, 100 U/
mL de penicilina e 100 pg/mL de dihidrostreptomicina, com concentragao celular de
3 x 10° + 10% células/ mL em volume necessario para a realizacdo do ensaio.

As células fornecidas, para todas as linhagens celulares utilizadas,
encontravam-se, sempre, durante a fase exponencial da curva de crescimento
celular. Para isso, todas as células foram subcultivadas previamente, em periodo
especifico para cada linhagem celular (de 2-3 dias para as células VERO e 3-4 para
as células HEK293T).

3.3 Determinac¢édo do titulo da infeccdo e identidade da vacina tetravalente

contra a dengue em células VERO

Para a realizacdo do ensaio, foi utilizada uma microplaca de 96 pocos para
cada sorotipo, totalizando quatro microplacas por ensaio. Cada microplaca foi
identificada com a data do ensaio, nome do operador e sorotipo a ser titulado. Para
cada sorotipo foi designado uma cor diferente (preta, azul, vermelha e verde, para os

sorotipos 1, 2, 3 e 4 respectivamente).
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Posteriormente, foram distribuidos 100 pL da suspensao celular previamente
preparada na concentracéo de 3x10° + 10% células/mL em meio MEM 10% de SFB
nas microplacas de 96 pocos da coluna 1 a 12, deixando a coluna 11 da placa vazia.
Em seguida, distribuiu-se 100 pL de meio de cultura MEM 10% SFB suplementado
com 2% Hepes (GIBCO, Invitrogen Corporation) previamente preparado nos pogos
da ultima coluna, destinados ao controle negativo das células.

As placas foram incubadas na estufa a uma temperatura de 36 °C £ 1 °C, 5%

+ 1% CO,, até o momento da distribuicdo das dilui¢cdes virais.
3.3.1 Preparacao da diluicdo seriada

Para a preparacao da diluicdo seriada da vacina, foi utilizado meio MEM 10%
SFB com 2% de Hepes, o mesmo utilizado anteriormente para a distribuicdo do
controle celular na microplaca, e duas megaplacas com volume méaximo de 2
mL/poco (Costar, EUA).

Foram realizadas duas pré-diluicdes, conforme apresentado na Figura 6: A
primeira, de 10, na qual foram adicionados 100 pL da vacina reconstituida em 900
puL de meio de diluicdo, seguida de homogeneizacéo cinco vezes com 800 uL; e a
segunda, de 10, em que foram adicionados 100 L da diluicdo de 10 em 900 pL
de meio de diluicdo, seguida de homogeneizacdo novamente.

Consecutivo a isso, foi realizada uma diluicdo serial de 1:4, adicionando-se
400 pL da diluicdo anterior em 1200 pL de meio de diluicdo, seguida de
homogeneizacdo com 400 pL da solucdo dez vezes. O processo se repetiu até

chegar a concentracdo de 107°%.
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Figura 6 - Preparacgéo da diluicdo seriada em megaplaca
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Fonte: O autor, 2021.

3.3.2 Distribuicdo das diluigbes virais para titulacdo em microplacas

Com o auxilio de uma micropipeta multicanal automéatica de volume variavel
(50 — 1200 pL), foram recolhidos 1000 pL da diluicdo da megaplaca da coluna 1
(sorotipo 1) e distribuidos 100 pL nas colunas 1 a 10 da microplaca de 96 pocos,
conforme Figura 7. Cada coluna da megaplaca preencheu uma microplaca
correspondente ao sorotipo especifico, com excec¢do da coluna 11 e do controle de
células da microplaca que ndo receberam a diluicao.

Em outra microplaca foi distribuido o volume dos pocos da coluna 2 da
Megaplaca (Sorotipo 1), e assim sucessivamente. A cada diluicdo as ponteiras foram
trocadas e descartadas. As microplacas foram cobertas tampadas e incubadas na
estufaa 36 £ 1 °C, 5% £ 1% CO, por trés e sete dias.
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Figura 7 - Distribuic&do das dilui¢des virais na microplaca
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3.3.3 Fixacao das células com acetona e coloracdo

ApGs a incubacgdo, as microplacas foram examinadas ao microscopio Otico
invertido e o meio da placa foi retirado. As células foram fixadas com
aproximadamente 250uL de acetona 85% (v/v) fria e incubadas a temperaturas
iguais ou inferiores a -20 °C por 15 minutos. Em seguida, toda a acetona foi
removida e as placas foram postas em papel absorvente para retirada de resquicio.
As placas, entdo, foram dispostas em cabine de segurangca com fluxo laminar para
completa secura dos pogos, por cerca de 30 minutos, a fim de evitar o
desprendimento das monocamadas de célula.

Apbs a secagem total dos pocos, foram distribuidos 100 uL do tampao de
saturacao (PBS com 3% de skimmilk + 0,1% de Triton X-100 + 0,1% Tween-20) em
cada poco da placa e incubadas por 30 minutos a 36 °C £ 1 °C. Apds esse tempo, 0
tampdo foi removido e adicionados 50 pL de anticorpo primario monoclonal

especifico para cada sorotipo do virus da dengue diluido em solucdo de tampéo de
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saturacao na propor¢cao 1:5000, com posterior incubagéo por 45 minutos a 36 °C £ 1
°C. As solucgBes de anticorpo primario foram removidas dos pogos por inverséo, e as
placas foram lavadas duas vezes em um recipiente contendo tampao de lavagem
(PBS + 0,1% Tween-20). Apés a lavagem, foi retirado o restante de solucdo dos
pocos, impelindo a placa contra papel absorvente. Apds esse processo, foram
distribuidos 50 pL da solucdo de anticorpo secundario ligado a fosfatase alcalina —
na diluicdo de 1:1000 em tampdo de saturacdo — em cada poc¢o, seguido por
incubacédo durante 45 minutos a 36 °C + 1 °C.

Posteriormente, o anticorpo secundario foi removido dos pocos por inversao e
as placas foram lavadas duas vezes em recipiente contendo tampao de lavagem. O
excesso de solucdo que restou nos pocos foi retirado por inversdo em papel
absorvente. Foram distribuidos 50 pL do substrato da fosfatase alcalina (NBT/BCIP)
e as placas foram incubadas protegidas da luz, em temperatura ambiente, por 60 a
90 minutos. ApoOs a incubacdo, as placas foram lavadas duas vezes com agua
destilada e colocadas para secar em temperatura ambiente.

ApOs o periodo de secagem, as culturas de células inoculadas foram
observadas a olho nu e/ou ao microscopio o6tico invertido, com 100x de aumento,
quanto a presenca ou auséncia de coloragdo em cada uma das diluicbes. A
determinacdo do CCIDs, foi estabelecida em cada microplaca de 96 pocos, na qual
foram contados os numeros de pocos positivos por diluicdo. Os pocos que
apresentaram coloracdo arroxeada a preta foram considerados positivos e 0s que
nao apresentaram foram considerados negativos.

Os titulos virais foram calculados com auxilio do programa CombiStats® v5.0

pelo método Spearman & Karber e expressos em CCIDsg por dose humana.

3.4 Determinacdo da infectividade e identidade da vacina contra a dengue
para a linhagem celular HEK293T

Durante a infeccdo das células, as proteinas virais (proteinas do envelope)
foram visualizadas utilizando o anticorpo monoclonal de camundongo especifico
para o sorotipo 2 da dengue. O anticorpo é especifico para o sorotipo e confirma a
identidade da amostra analisada. Foi realizada a infeccdo das células com

incubacéo de um, trés e sete dias.
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Para isso, a suspensdo celular HEK293T foi distribuida, em placa de 96
pocos, na concentracdo de 3x10° cels/mL em meio DMEM 10% de SFB. Apds esse
procedimento, a linhagem celular foi infectada com a vacina tetravalente da dengue
nas diluicdes 10, 102 e 102°. Para a preparacdo da diluicéo seriada, foi utilizado o
meio DMEM 10% SFB para a célula HEK293T. Células VERO foram utilizadas como
controle de infeccdo. Em seguida, as microplacas foram tampadas e incubadas na
estufa a 36 + 1 °C, 5% * 1% CO; por um, trés e sete dias. Apos cada tempo de
incubacéo, foi realizado o ensaio de imunocolorimetria para o sorotipo 2, conforme

descrito no item 3.3.3.

3.5 Determinacado da curva de titulacdo da infeccédo e identidade vacinal para
células HEK293T

Foram distribuidos 100uL de suspensdo de células HEK293T contendo 3x10°
cels/mL em meio DMEM 10% de SFB em todos os pocos da microplaca de 96 poc¢os
(Nunc), exceto nos pocos da coluna 11.

Foi realizada uma pré diluicdo (10™) em megaplaca e, consecutivo a isso, foi
realizada a diluicdo seriada com fator de diluicdo 1:2 até chegar a concentracdo de
1034,

As células foram infectadas com as diluicdes da vacina (107 até 1034,
tampadas e incubadas na estufa a 36 + 1 °C, 5% + 1% CO, por trés e sete dias.
Apoés cada tempo de incubacéo, foi realizado o ensaio de imunocolorimetria para

todos os quatro sorotipos, conforme descrito no item 3.3.3.
3.6 Anélise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 5
(©GraphPad Software). Os resultados foram analisados quanto a sua normalidade,
se cumpriam distribuicdo normal (curva Gaussiana), por meio do teste Shapiro-Wilk.

Para os resultados agrupados das poténcias estimadas tanto das células
HEK293T quanto das células VERO, que cumpriam distribuicdo normal, tanto para 3
dias (n=16 e n=8, respectivamente) quanto para 7 dias (n=16), foi realizado o teste t

de Student, ndo pareado.
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Para os resultados de poténcia por sorotipo, tanto para as células HEK293T
quanto para as células VERO, cujas distribuicdes ndo eram normais, foram
realizados o teste de Two-way ANOVA, com péds-teste de Bonferroni, tanto para 3
dias (n=4 e n=2, respectivamente) quanto para 7 dias (n=4). Com a confirmacao dos
resultados estatisticos obtidos através da realizacdo do teste de Kruskal-Wallis, para
analisar a diferenca entre os grupos (células) e de Mann Whitney, para analisar a
diferenca entre os sorotipos. Foi adotado como nivel de significancia o p-valor de
p<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacdo da sensibilidade das células HEK293T a infeccdo pelo virus

vacinal da dengue ap0s exposicdo de 3 e 7 dias

A fim de determinar a infectividade da vacina tetravalente da dengue, com
virus quimérico atenuado, nas células HEK293T, foram realizados ensaios (n=2) de
infectividade para trés diluices vacinais, 10™, 102 e 102, para um, trés e sete dias
de incubacado. Duas das diluicbes escolhidas eram as pré-diluicdes dos ensaios com
célula VERO (10! e 10), enquanto a terceira era correspondente & primeira diluicao
(10%° do ensaio. Dessa forma, utilizando as duas diluicdes vacinais mais
concentradas e uma terceira equivalente, seria possivel determinar se a linhagem
celular HEK293T era sensivel ao virus vacinal e se tal sensibilidade era préxima ou
ndo a da linhagem VERO. Células VERO foram utilizadas como controle de infec¢éo
para as diluicdes e tempos investigados.

Para o tempo de 24 horas (um dia), ndo foi observada a presenca de infec¢cao
nas concentracdes de 107, 10? e 10%° em nenhuma das células avaliadas
(HEK293T e VERO), apontando que o tempo de 24 horas seria insuficiente para o
estabelecimento de infeccao viral detectavel pelo método analitico utilizado, ensaio
de imunocolorimetria.

Para o tempo de trés dias, foi observada a presenca de infeccdo viral nas
concentracdes 10 (Figura 8) e 10 (dados ndo mostrados) nas células HEK293T.
As células VERO mostraram-se positivas para todas as concentracdes testadas
(dados ndo mostrados). Esse resultado demonstrou que a linhagem apresentava
sensibilidade ao virus vacinal no tempo investigado, contudo, aparentemente, com
menor susceptibilidade, ou seja, permissibilidade ao virus, que as células VERO.

Por fim, no tempo de sete dias de incubacdo com o virus vacinal, também foi
observada a presenca de infeccéo viral nas concentragdes 10 (Figura 8) e 102
(dados ndo mostrados) em células HEK293T. Para o mesmo periodo, as células
VERO (controle positivo) mostraram-se positivas para todas as concentracoes
testadas (dados ndo mostrados). Os achados reforcaram os resultados encontrados
para o tempo de trés dias, demonstrando que a linhagem celular HEK293T
apresenta sensibilidade a infec¢éo pelo virus vacinal de vacina tetravalente contra a

dengue, contudo, com menor permissibilidade que a linhagem celular VERO.
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Figura 8 - Células HEK293T infectadas com o sorotipo 2 do virus vacinal da dengue

durante trés e sete dias de incubagéo, avaliado por imunocolorimetria

Legenda: Células HEK293T sem infeccdo — controle celular (A). Células HEK293T infectadas com o
virus vacinal para o sorotipo 2, na diluicdo 10, durante trés dias de incubac&o (B). Células HEK293T
infectadas com o virus vacinal para o sorotipo 2, na diluicdo 10™, durante sete dias de incubac&o (C).
As setas em preto destacam a infectividade viral. Imagens representativas obtidas com microscépio
Nikon, aumento 100X.
Fonte: O autor, 2020.

Todos os ensaios de avaliacdo da infectividade, ou sensibilidade celular a
infeccdo viral, da vacina sobre células HEK293T foram realizados analisando o
sorotipo 2 (CYD-2) para andlise da infeccdo. A escolha pelo sorotipo 2 deu-se em
decorréncia deste ter apresentado a menor eficacia vacinal em individuos
imunizados com a vacina tetravalente para dengue durante os testes clinicos e
populacionais realizados (HADINEGORO, et al., 2015). Dessa forma, ao ser
analisado o “pior caso”, a hipétese de susceptibilidade celular da linhagem HEK293T
a vacina estaria sendo submetida a pior condicdo, assim, caso 0 resultado se
mostrasse positivo, esperava-se que 0s demais sorotipos provavelmente também
apresentariam a mesma positividade.

Testes de controle da qualidade como identidade, poténcia e
termoestabilidade, sdo essenciais para garantir a eficacia da vacina tetravalente da
dengue (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2011). Ainda, segundo a OMS, a
determinacdo da poténcia de vacinas tetravalente atenuadas pode ser realizada
através de ensaios de titulacéo viral por plaque, CCIDso ou imunofocus em cultura de
células VERO ou outras células sensiveis (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2013). Dessa forma, segundo os resultados de sensibilidade obtidos (Figura 8), a
linhagem HEK293T mostrou-se uma candidata viavel para testes de determinacao

da poténcia e identidade de vacinas tetravalente da dengue.
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4.2 Determinag&o da poténcia e da identidade de vacina tetravalente para a
dengue utilizando células HEK293T e VERO

Apoés determinada a susceptibilidade das células HEK293T ao virus vacinal,
deu-se sequéncia a determinacdo da poténcia, por CCIDsg, e identidade da vacina
utilizando a linhagem celular. Visto a menor sensibilidade apresentada pela linhagem
HEK293T em comparacdo a linhagem VERO, as células HEK293T foram
submetidas a diluicbes da vacina mais concentradas. Diante disso, as células
HEK293T foram expostas as diluicdes de 10 até 1034, seguindo fator de diluicdo
de 1:2, por trés e sete dias, enquanto as células VERO foram submetidas as
diluicdes de 10%° até 10°2, com fator de diluicdo de 1:4, pelo mesmo periodo de
tempo (trés e sete dias), para andlise do titulo viral (poténcia) dos quatro sorotipos
(identidade).

Apés trés dias de incubacdo, as células HEK293T demonstraram uma
poténcia vacinal média, medida em log;g CCIDso/dose, de 3,084+ 0,58 (desvio
padrdo), enquanto em células VERO a poténcia média foi de 4,816+ 0,18 (desvio
padrdo), conforme ilustrado na Figura 9. Ainda, quando comparadas as médias
obtidas, foi vista uma diferenca significativa entre os resultados das duas células
(Figura 9).

Segundo os critérios do produtor, a poténcia vacinal deve estar em torno de
4,5-6,0 log;o CCIDsp/dose, dessa forma, apenas as células VERO atingiram os
critérios. Apesar disso, o resultado encontrado nao foi inesperado, visto que uma
mudanca no substrato biologico (VERO), que serviu para o desenvolvimento e
padronizacdo da producdo da vacina tetravalente da dengue analisada (GUY, et al.,
2011), pode resultar numa mudanca significativa nos critérios produtivos e valores
obtidos, principalmente em decorréncia da mudanca na sensibilidade do substrato a
infeccao viral (KUMAR, et al., 2018).



44

Figura 9 - Gréfico da poténcia vacinal média, medida em logio CCIDsp, determinada
em células HEK293T e VERO apos 3 dias de incubagdo com o virus vacinal
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Legenda: Média das poténcias em células HEK293T (3,084) representada pelo circulo e a média em
células VERO (4,816) pelo quadrado. As traves representam os valores de desvio padrao observados
em cada célula (0,58 e 0,18, para HEK293T e VERO respectivamente). Resultado de p-valor obtido

pelo teste T de Student. Valor de significancia de p<0,05.
Fonte: O autor, 2021.

log,o CCID50/dose

ApoOs sete dias de incubacdo, a poténcia vacinal média obtida em células
HEK293T foi de 2,876% 0,46 (desvio padrdo), enquanto em células VERO a poténcia
média foi de 5,413+ 0,34 (desvio padréo), conforme ilustrado na Figura 10. Ainda,
quando comparadas as médias obtidas, também foi vista uma diferenca significativa

entre os resultados das duas células (Figura 10).
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Figura 10 - Gréfico da poténcia vacinal média, medida em log;o CCIDso, determinada
em células HEK293T e VERO ap0s 7 dias de incubag¢éo com o virus vacinal
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Legenda: Média das poténcias em células HEK293T (2,876) representada pelo circulo e a média em
células VERO (5,413) pelo quadrado. As traves representam os valores de desvio padrdo observados
em cada célula (0,46 e 0,34, para HEK293T e VERO respectivamente). Resultado de p-valor obtido

pelo teste T de Student. Valor de significancia de p<0,05.
Fonte: O autor, 2021.

Novamente, segundo os critérios de poténcia do produtor, apenas as células
VERO apresentaram poténcia vacinal média dentro do estabelecido. Contudo, é
importante notar que, em comparacao aos resultados de trés dias, houve um
aumento na poténcia medida em células VERO e uma diminuicdo na poténcia
medida em células HEK293T. De fato, como mostra a Figura 11, o aumento da
poténcia média, estimada apos sete dias de incubacdo do virus vacinal, em células
VERO foi significativo. Enquanto a diferenca entre as poténcias calculadas em
células HEK293T, para trés e sete dias, ndo apresentou significancia estatistica
(Figura 12).
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Figura 11 - Gréfico das poténcias médias, medida em log;o CCIDsp, estimadas em
células VERO apés 3 e 7 dias de incubacdo com o virus vacinal
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Legenda: Média das poténcias em células VERO ap6s 3 dias (4,816 - quadrado preto) e 7 dias (5,413
— quadrado branco). As traves representam os valores de desvio padréo observados em cada tempo
(0,18 e 0,34, para 3 e 7 dias respectivamente). Resultado de p-valor obtido pelo teste T de Student.
Valor de significancia de p<0,05.

Fonte: O autor, 2021.

Figura 12 - Grafico das poténcias médias, medida em log;o CCIDsg, estimadas em

células HEK293T apds 3 e 7 dias de incubacao com o virus vacinal.
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Legenda: Média das poténcias em células HEK apés 3 dias (3,084 - circulo preto) e 7 dias (2,876 —
circulo branco). As traves representam os valores de desvio padrdo observados em cada tempo (0,58
e 0,46, para 3 e 7 dias respectivamente). Nao houve diferenca significativa entre as médias.

Fonte: O autor, 2021.
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Esses resultados sugerem que h& a presenca, ou auséncia, de algum
mecanismo celular que proporciona um aumento, ao longo do tempo, dos titulos de
infeccdo em células VERO, mas uma estabilidade nos titulos de infeccdo em células
HEK293T. De fato, células VERO apresentam auséncia dos mecanismos celulares
gue desencadeiam uma resposta antiviral por interferons do tipo 1 (DESMYTER et
al., 1968), que parece estar ligada a sua alta permissibilidade as infecc¢des virais.

Tendo em vista que € delegado ao INCQS a responsabilidade pela liberacao
de todos os lotes de vacinas utilizadas no pais e que cada lote € submetido a uma
andlise dos seus padrbes de qualidade, através de ensaios que determinam a
eficacia (identidade, poténcia e estabilidade) e seguranca (esterilidade, toxicidade,
contaminantes, etc.) para sua liberacdo (BRASIL, 2008), metodologias que
proporcionam celeridade ao processo, em conjunto com a confianca do método
analitico, sdo importantes ferramentas de trabalho e pesquisa. Nesse contexto, a
estabilidade nos resultados de poténcia, para os diferentes tempos estudados,
obtida em células HEK293T configura-se como uma caracteristica promissora no
uso dessa linhagem em metodologias de andlise da poténcia vacinal de vacinas

tetravalente da dengue.

4.3 Avaliacdo da poténcia para os diferentes sorotipos do virus vacinal de

vacina tetravalente da dengue em células HEK293T

Apbs definidos os resultados de poténcia geral da vacina nas duas linhagens
celulares (HEK293T e VERO), foram determinadas as poténcias da vacina
tetravalente para cada sorotipo vacinal (identidade), tanto apos trés dias de
incubacdo com o virus vacinal, quanto apds sete dias de incubagédo com o virus.

Com trés dias de infeccdo pelo virus vacinal, a poténcia calculada, em logio
CCIDsp/dose, em células HEK293T para cada sorotipo foi de 2,69+ 0,46 para o
sorotipo 1 (CYD-1), 3,21+ 0,31 para o sorotipo 2 (CYD-2), 2,63+ 0,40 para o sorotipo
3 (CYD-3) e 3,78% 0,25 para o sorotipo 4 (CYD-4), conforme Figura 13. Para as
células VERO, as poténcia estimadas foram de 5,05+ 0,04 (CYD-1), 4,74+ 0,04
(CYD-2), 4,83+ 0,09 (CYD-3) e 4,64+ 0,18 (Figura 13).

Quando comparados os resultados de poténcia de cada grupo, a poténcia

estimada do sorotipo 4 mostrou-se significativamente maior que as poténcias dos
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sorotipos 1, 2 e 3 definidas em células HEK293T. Contudo, em células VERO, néo

houve diferenca estatistica entre os sorotipos.

Figura 13 - Grafico contendo as poténcias médias, medida em logio CCIDsg, de cada
sorotipo do virus vacinal para as células HEK293T e VERO apé6s 3 dias de

incubacéo
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Legenda: Média das poténcias por sorotipo em células HEK e VERO ap6s 3 dias. As barras
representam os resultados de poténcia média de cada sorotipo: 1 (2,69 e 5,05 — barra branca), 2
(3,21 e 4,74 — barra cinza claro), 3 (2,63 e 4,83 — barra cinza escuro) e 4 (3,78 e 4,64 — barra preta).
Resultados de p-valor obtidos pelo teste Two-way ANOVA seguido do pos-teste de Bonferroni. Valor
de significancia de p<0,05.

Fonte: O autor, 2021.

Ja em sete dias de infeccao pelo virus vacinal, a poténcia calculada, em logio
CCIDsp/dose, nas células HEK293T para cada sorotipo foi de 2,49+ 0,19 (CYD-1),
3,01+ 0,26 (CYD-2), 2,6+ 0,27 (CYD-3) e 3,39+ 0,46 (CYD-4), conforme Figura 14.
Para as células VERO, as poténcias estimadas foram de 5,49+ 0,33 (CYD-1), 5,38+
0,28 (CYD-2), 5,34+ 0,47 (CYD-3) e 5,42+ 0,37 (Figura 14).

Assim como para o tempo de trés dias, os resultados obtidos foram
comparados e a poténcia estimada do sorotipo 4 mostrou-se, também,
significativamente maior que as poténcias dos sorotipos 1 e 3 definidas em células
HEK293T, ndo apresentando diferenca estatistica para o sorotipo 2. Novamente, as
poténcias estimadas de cada sorotipo em células VERO néo apresentaram diferenca

significativa.
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Figura 14 - Gréfico contendo as poténcias médias, medida em logio CCIDs, de cada
sorotipo do virus vacinal para as células HEK293T e VERO apés 7 dias de
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Legenda: Média das poténcias por sorotipo em células HEK e VERO apés 7 dias. As barras
representam os resultados de poténcia média de cada sorotipo: 1 (2,49 e 5,49 — barra branca), 2
(3,01 e 5,38 — barra cinza claro), 3 (2,60 e 5,34 — barra cinza escuro) e 4 (3,39 e 5,42 — barra preta).
Resultados de p-valor obtidos pelo teste Two-way ANOVA seguido do pos-teste de Bonferroni. Valor
de significancia de p<0,05.

Fonte: O autor, 2021.

O desafio ao desenvolver uma vacina segura e eficaz contra dengue é que a
vacina deve gerar, simultaneamente, uma resposta imune protetora contra todos os
quatro sorotipos da DENV. Uma resposta imune desbalanceda pode resultar em
niveis sub-6timos de anticorpos, podendo ocasionar o agravamento do quadro
clinico de pacientes infectados pelo sorotipo ndo contemplado (THOMAS, 2014).

Visando garantir a manutencdo correta entre os sorotipos virais e a futura
resposta imunolégica no individuo imunizado, ensaios para a avaliacdo da poténcia
vacinal sdo executados segundo as recomendacOes técnicas da OMS
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2013). Em células VERO, os ensaios com
a vacina Dengvaxia® demonstraram titulos virais e de anticorpos balanceados para
0S quatro sorotipos virais do DENV (POO et al.,, 2011; MORRISON et al., 2010;
CAPEDING et al., 2011; TRAN et al., 2012; LECOUTURIER et al., 2019).

Contudo, em estudos de imunogenicidade com a vacina foi observado um

desbalanco nos titulos virais e de anticorpos produzidos apés imunizagdo, com uma
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forte imunodominancia do sorotipo 4 (DENV-4) sobre os demais sorotipos (DENV-1,
DENV-2 e DENV-3) (HENEIN et al., 2017; GUY, 2009; VILLAR et al., 2015;
CAPEDING et al., 2014).

Nesse contexto, os resultados obtidos nesse estudo demonstraram que
ensaios de poténcia da vacina em células HEK293T parecem ser capazes de indicar
essa dominancia do sorotipo 4 sobre os demais sorotipos do virus vacinal, enquanto
em células VERO essa diferenca ndo € detectavel. Esses achados sado de grande
importancia para o contexto das vacinas tetravalente contra a dengue e colocam as
células HEK293T como uma candidata promissora para os modelos que tentam
predizer as respostas que serdo desencadeadas nos individuos imunizados com
esse tipo de vacina. Assim, mais estudos devem ser conduzidos a fim de melhor
elucidar os mecanismos e possiveis usos da linhagem HEK293T no controle da
qualidade de vacinas tetravalente contra a dengue, visto o potencial demonstrado no
estudo conduzido.
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5 CONCLUSAO

A linhagem celular HEK293T mostrou-se permissiva a infeccdo com o virus
vacinal da Dengvaxia®. Foi possivel determinar a poténcia e a identidade da vacina
utilizando as células HEK293T. Contudo, os valores de poténcia estimados ndo se
encontravam nos critérios definidos pelo produtor, de 4,5-6,0 log;0 CCIDso/dose.

Apesar disso, a linhagem celular mostrou estabilidade da infeccdo ao longo
do tempo, com valores de poténcia vacinal calculada, em trés e sete dias de
incubacdo, proximos. Além disso, células HEK293T mostraram-se sensiveis as
diferencas entre os sorotipos vacinais, como a imunodominancia do sorotipo 4 sobre
os demais, o que nao foi observado nas células da linhagem celular VERO.

Dessa forma, os achados do presente estudo sugerem que a linhagem celular
HEK293T é uma candidata em potencial para utilizacdo em metodologias de
definicho da poténcia e identidade de vacinas tetravalente contra a dengue.
Contudo, mais estudos sdo necessarios para elucidar completamente se essas

células podem ser, de fato, uma alternativa metodoldgica.
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