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PADRONIZACAO E VALIDACAO DE METODO DE RT-PCR EM TEMPO
REAL PARA O VIRUS DE FEBRE AMARELA VACINAL E CINETICA DE
REPLICACAO VIRAL IN VITRO.

RESUMO

O desenvolvimento e a producdo de vacinas virais, de uma forma geral,
envolvem diversas etapas que necessitam do monitoramento da carga viral ao
longo de todo processo. Essas etapas vao desde a producdo do antigeno,
purificacdo, inativacéo, liofilizacéo, testes pré-clinicos e clinicos e uma vez o
produto licenciado, um processo de farmacovigilancia continuo se faz
necessario. Atualmente em Biomanguinhos essas etapas sdo monitoradas pelo
ensaio de titulacdo em placa de lise que leva em torno de sete a dez dias. Com
o recente desenvolvimento do qRT-PCR em tempo real (QRT-PCR), temos
disponivel uma abordagem mais rapida para este monitoramento, que pode ser
feito em poucas horas. Dentro deste contexto, desenvolver, padronizar e
validar uma técnica que permita quantificar o virus da febre amarela de forma
rapida e eficaz em todas as etapas acima descritas € de extrema importancia
na otimizacdo deste processo. Para tal foi construida uma curva padrdo
plasmidial e parametros como linearidade, precisdo intermediaria e
especificidade foram avaliados. Além disso, foi definido o limite de deteccao e
quantificacdo do teste. Para garantir a qualidade do teste foram estabelecidos
controles exdégenos e enddgenos, a fim de evitar resultados falso negativos. A
analise estatistica dos dados de quantificacdo viral, nos revelam uma excelente
correlacéo entre os resultados obtidos em cépias de RNA/mL quantificados por
gRT-PCR e o titulo viral calculados em ensaios de plague (R = 0.96), além da
obtencdo de um fator de correlacdo, para conversao dos valores de PCR em
tempo real para plaque. A analise dos resultados demonstrou que o0s
experimentos da validacao atendem a todos os parametros definidos pelo setor
de qualidade. Esta técnica se mostrou eficiente para determinacdo da carga
viral do virus da febre amarela tanto em amostra in vivo quanto in vitro,
tornando-se assim uma ferramenta muito importante em todos 0s projetos
desenvolvidos no LATEV e podendo inclusive, no futuro ser adotada como
padrdo ouro nas andlises laboratoriais e de controle de qualidade dos lotes
vacinais.
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STANDARDIZATION AND VALIDATION OF METHOD FOR RT-PCR REAL
TIME TO YELLOW FEVER VIRUS VACCINE AND KINETICS OF VIRAL
REPLICATION IN VITRO.

ABSTRACT

The development and the production of viral vaccines, in general, involve several
steps that need the monitoring of viral load throughout the entire process. These
steps range from the production of antigen, purification, inactivation,
lyophilization, preclinical testing and clinical trials and once the licensed product,
a process of continued pharmacovigilance is needed. Nowadays in
Biomanguinhos these steps are monitored by plaque titration assay lysis which
takes about seven to ten days. With the recent development of real time RT-PCR,
we have available a faster approach to this, where monitoring can be done in a
few hours. In this context, the development, standardization and validation of a
technique to quantify the yellow fever virus quickly and efficiently in all the stages
described above is extremely important in optimizing the process. To do this end
we constructed a plasmid standard curve and parameters such as linearity,
intermediate precision and specificity were evaluated. Furthermore, we defined
the limit of detection and quantification of the test. To ensure the quality of the
test, endogenous and exogenous controls were established in order to avoid
false negative results. The statistical analysis to quantify viral load revealed an
excellent correlation between the results obtained in RNA copies / mL quantified
by gRT-PCR and the viral titer calculated as plaque tests (R = 0.96). In addition, a
correlation factor for conversion of the real time PCR data to plaque was
generated. In general, the results analysis showed that the validation experiments
gathered to all parameters defined by the quality sector. The technique herein
standardized proved to be effective for determining yellow fever viral load both in
vivo and in vitro, thus becoming a very important tool in all projects developed in
LATEV, and may eventually be adopted as the gold standard laboratory analysis
and quality control for vaccine production.
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1.Introducéo

1.1. Histérico da Febre Amarela

A febre amarela é uma doenca que teve origem na Africa e foi importada
para Europa e Ameéricas através do trafico negreiro que existia entre esses
continentes (Barrett e Monath, 2003). Até recentemente questionava-se a origem do
virus; ndo se sabia se ele ja existia na América antes do comércio de escravos
vindos da Africa. Pesquisas utilizando ferramentas moleculares indicam que as
amostras de virus de febre amarela das Américas perderam parte de uma sequéncia
repetitiva do genoma na regido 3’ ndo codificante , 0 que ndo ocorre nas amostras
africanas, inclusive na vacina 17D e na amostra protétipo Asibi da qual derivou a
amostra vacinal (Barret, 1997; Mutebi e cols., 2001; Wang e cols, 1996; Zanotto e
cols., 1996) . Isto praticamente encerra a polémica, indicando que o virus se originou
na Africa (Vasconcelos, 2003).

No hemisfério ocidental, o primeiro registro epidemiolégico de febre amarela
acredita-se ter sido em Yucatan no México, em 1648 (Carter, 1931). Um manuscrito
Maya descreve como xekik (vbmito negro), que € uma manifestacdo caracteristica
de febre amarela severa. O termo febre amarela foi provavelmente usado por Griffin
Hughes no seu livro Historia Natural de Barbados (1750). Uma descricdo de um
surto no Haiti em 1945 foi aparentemente causada por febre amarela. Surtos
ocorreram também no sul como em Montevidéu, Uruguai e Tocopilla, Chile e no

norte como em Quebec, Canada (Vainio e Cutts, 1998; Barret e Higgs, 2007).

Através dos séculos XVIII e XIX ocorreram surtos de febre amarela em
regides tropicais devastadas nas Ameéricas do Sul e Central, assim como em cidades
pobres na costa leste da América do Norte e na Europa (Tomlinson e Hodgson,
2005). No século 18, houve a maior epidemia de febre amarela em muitas cidades
da América, onde a doenca levou a 6bito 10% da populagédo da Filadélfia em 1793
(Monath, 1996).

No Brasil, a febre amarela surgiu no final do século 17; desde entdo, essa

doenca tornou-se a principal moléstia epidémica do pais. Durante o periodo colonial,
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0 pais sofreu com sucessivas epidemias: em 1685, surgiram epidemias em Olinda e
em outros municipios de Pernambuco, além de um grande surto na Bahia, em 1686
(Teixeira, 2001). A epidemia que irrompeu em meados do século XIX na capital do
Império brasileiro foi atribuida a chegada de um navio negreiro procedente de Nova
Orleans, tendo feito escalas em Havana e Salvador antes de atracar no Rio de
Janeiro, em dezembro de 1849. Fato relevante que foi decisivo para o
desenvolvimento da epidemia, foi a instalacdo do Aedes aegypti na cidade do Rio de
Janeiro. Em fevereiro de 1850, a febre amarela se apossara da cidade e das praias
da regido. Segundo estimativa, atingiu 90.658 habitantes do Rio de Janeiro,
causando 4.160 mortes, de acordo com os dados oficiais. Foi entdo constituida a
Junta de Higiene Publica, que, em 1886, transformou-se em Inspetoria Geral de

Higiene e Inspetoria Geral de Saude dos Portos (site Fiocruz; Ferreira e cols, 2011).

A etiologia e a forma de transmissdo continuaram uma incognita por muitos
anos. Durante a guerra Hispano-Americana de 1898, uma severa epidemia de febre
amarela comecou entre os camponeses cubanos e soldados americanos que
estavam em Havana (Monath, 1996). Carlos Finlay, um cientista cubano, foi o
primeiro a determinar no final do século XVII que mosquitos eram responsaveis pela
disseminacdo da doenca. Enviado para Cuba pelo governo dos Estados Unidos
para investigar a causa da febre amarela, Walter Reed e colegas confirmaram que a
forma de transmissdo primaria para humanos era o mosquito Aedes aegypti, e em
um inovador estudo cientifico foi demonstrado que a doenca era causada por um

agente filtravel do sangue de individuos infectados (Staples e Monath, 2008).

O trabalho de combate até a erradicacao da febre amarela urbana, no Brasil,
durou mais de 50 anos. Entre os responsaveis pelo processo, poderia ser citado o
meédico Emilio Marcondes Ribas, que antecedeu Oswaldo Cruz no combate ao vetor
transmissor da doenca (Vigilancia epidemiologica, 1999). Foi a partir de 1903,
guando Oswaldo Cruz foi nomeado Diretor Geral de Saude Publica, que foi criado o
Servigo de Profilaxia da febre amarela. Foram quase 50 anos de luta para que, em
1942, fossem notificados os ultimos casos de febre amarela urbana no Brasil
(Benchimol, 1944).

Campanhas para a erradicacdo do Aedes aegypti, em Cuba e no Panaméa
foram bem sucedidas na eliminagéo de casos urbanos de febre amarela (Staples e
Monath, 2008; Gardner e Ryman, 2010) e no Brasil o impacto destas campanhas foi
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positivo até 1970, quando o Aedes aegypti voltou a infestar o territorio brasileiro
(Monath, 2008; Ferreira e cols, 2011). Infelizmente, a erradicacdo da doenca foi
frustrada pelo fato da febre amarela ser uma doenca zoondética (Gardner e Ryman,
2010), que garante a manutencédo de seu ciclo selvagem nas espécies selvagens de
mosquito e nos primatas ndo humanos nas florestas da América do Sul e na Africa,

como o Haemagogus na América do Sul e o Aedes na Africa (Rice e cols, 1985).

1.2.0 Virus

1.2.1. Classificacao e Morfologia

O virus da febre amarela € um virus do género Flavivirus, da familia
Flaviviridae. Este género e familia consistem de um grupo de 70 agentes
patogénicos humanos e veterinarios causadores de sérias doencas, incluindo a
febre do dengue, encefalite japonesa e febre amarela (FA). Embora apenas um
sorotipo do virus amarilico seja reconhecido, ha pequenas alteracdes genéticas
entre as cepas da América e da Africa que permitem atualmente caracterizar dois e
cinco genotipos, respectivamente, ndo se sabendo se um € mais patogénico que o
outro (Mutebi e cols., 2001; Wang e cols, 1996).

1.2.2. Estrutura do Genoma e Expressao Génica

O virus da febre amarela possui um genoma constituido de RNA de fita
simples ndo segmentado, polaridade positiva, com 11 kilobases de comprimento. O
genoma completo possui 10.862 nucleotideos que codificam 3.411 aminoacidos.
Esse genoma possui uma unica regidao codificante (ORF) com aproximadamente
10.233 nucleotideos que codifica a sintese de proteinas virais e que é flanqueada
por duas regides nao codificantes (NCR) de tamanhos variaveis, sendo uma grande
a 3’NC, com 511 nucleotideos, e uma menor 5’NCR que possui 118 nucleotideos.



As regides nao codificantes, ndo sintetizam proteinas virais, mas sdo importantes

para a regulacdo e expressao do virus (Rice et al., 1985).

O nucleocapsideo (Figura 1.1) tem o diametro de 25-40nm e é envolvido
pelo envoltdrio bilaminar de natureza lipoproteica, conhecido como envelope e que é
originario da ceélula hospedeira. A particula integra (virion mais envelope) mede
cerca de 40-50nm com uma superficie externa relativamente lisa que é construida
com as proteinas de envelope (E) e as proteinas de membrana (M) (Chambers e
cols., 1990). A regido codificante do RNA viral expressa a sintese de trés proteinas
estruturais (prM, E e C) e sete nao estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B e NS5) (Rice e cols., 1985).

Imaturo

Membrana lipidica Nucelocapsideo

Figura 1.1. Modelo esquematico da particula do flavivirus. A particula viral € pequena,
icosaédrica e envelopada. Esquerda: virus imaturo, direita: virus maduro. O genoma de
RNA fita simples infeccioso é empacotado em um nucleosideo icosaédrico com um
envelope lipidico e proteinas virais, prM/M e E. O capsideo esférico contém o RNA viral e
multiplas copias da proteina C do capsideo. Figura extraida e adaptada de Heinz e Stiasny,
2012.

As proteinas estruturais codificam a formagdo da estrutura béasica da
particula viral; a proteina prM codifica o precursor da proteina de membrana (M), a
proteina E da origem ao envelope e a proteina C codifica a formacao do capsideo

viral (Rice e cols., 1985; Briton, 1986). Ao serem sintetizadas, as proteinas E e prM
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se associam formando heterodimeros que s&o incorporados nos virions imaturos
que brotam do Iimen do reticulo endoplasmatico (RE) para a periferia da célula
(Figura 1.2). Interacbes entre os heterodimeros prM e E sdo importantes para o
enovelamento correto de E e provavelmente também para a protecdo do virion
imaturo contra a inativacdo acida durante o transporte através das vesiculas acidas
(Op De Beeck e cols, 2003).

A proteina E € responséavel pela ligacdo do virus a célula hospedeira,
através da fusdo mediada por receptor e induzida por pH do envelope viral com a
membrana celular hospedeira. Esta fusdo resulta na liberacdo do nucleocapsideo
no citoplasma da célula infectada (Alisson e cols., 2001; Crill e Roehrig, 2001,
Lindebach e Rice, 2001).

g
Peptideos pr (O" Virion Maduro
"o o NS1 .. t" )
o - o o P
"s.,q) { Citoplasma / TGN

Fusao
Ligacao pH <66
Endocitose mediada

ghemy
{Oh por receptor
b

Exocitose

Maturagao

Replicagdo — Montagem
Nucleo Virion Imaturo

Figura 1.2. Esquema do ciclo replicativo dos flavivirus. O virus penetra na célula por
endocitose mediada por receptor, ocorre a fusdo no endossoma induzida pelo baixo pH. A
fita positiva do RNA é traduzida em trés proteinas estruturais e sete néo estruturais, que séo
essenciais para o processamento da poliproteina e replicacdo do RNA. A montagem do
virus ocorre no reticulo endoplasmatico (RE), levando a formacdo de particulas néo
infecciosas imaturas, que sdo transportadas através da via exocitotica da célula. O pH acido
na rede trans-Golgi (TGN) provoca um rearranjo das proteinas do envelope e a clivagem
proteolitica de prM em pr e M pela protease celular furina. Pr permanece associado com
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estas particulas e se dissocia sendo liberado apds a exocitose das particulas infecciosas por

exocitose. Extraido e adaptado de Heinz e Stiasny, 2012.

As proteinas ndo estruturais sdo responsaveis pelas atividades reguladoras
e pela replicacdo, viruléncia e patogenicidade do virus (Chambers e cols., 1990).
Elas sdo compostas por proteinas de alto peso molecular e altamente conservadas:
NS1, NS3 e NS5 assim como por proteinas menores e hidrofobicas que sdo pouco
conservadas: NS2A, NS2B, NS4A e NS4B (Figura 1.3) (Pastorino e cols., 2010).

A glicoproteina NS1 estad associada a membrana, formando dimeros que
ficam na membrana da célula (Westaway, 1987) em contato com o0 meio
extracelular, esta envolvida na maturacdo viral, participa da patogénese inibindo a
ativacdo da cascata do sistema complemento e corresponde ao antigeno fixador de
complemento participando na inducdo de anticorpos especificos usando receptor Fc

via mecanismos dependentes e independentes (Schlesinger e cols., 1990).

As proteinas NS2A e NS2B séo pouco conservadas. Enquanto a NS2A esta
provavelmente associada a maturacao de NS1, a NS2B é um possivel componente
da protease/replicase e atua na formagcdo de componentes do capsideo durante a
replicacdo. A NS3 € multifuncional, estando a porcéo serino-protease localizada no
N-terminal que atua com o cofator NS2B no processamento da poliproteina,
enguanto a porcéo helicase/NTPase situada no C-terminal atua na separacao da fita
simples de RNA (dependente de ATP) durante a replicacdo. As proteinas NS4A e
NS4B sdo pouco conservadas. Estdo associadas a membrana e sdo possiveis

componentes da replicase (Mackenzie, 2005).

A proteina NS5, tem um peso molecular de 103 kDa. E a maior e mais
conservada proteina dos Flavivirus. NS5 tem duas atividades separadas codificadas
em distintos dominios que contém sequéncias de localizagdo nuclear. Os 300
aminoacidos do N-terminal da NS5 representa o dominio metiltransferase, que
metila a estrutura cap (capeamento do RNA) e os 605 aminoacidos do C-terminal
contém o dominio RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), que tem um

importante papel na amplificagdo do RNA viral (Davidson, 2009).

Diferente da DNA polimerase e de muitas RNA polimerases, a RNA
polimerase da familia Flaviviridae inicia a sintese de RNA in vivo via um mecanismo

de novo, no qual um segundo NTP é adicionado diretamente ao primeiro NTP 3’-OH
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(com a liberacdo de sua porcao pirofosfato) sem a necessidade de um iniciador
(Choi e Rossmann, 2009).

A
EXV C pM E (NST 2A 2B NS3 - 4A 48 NS5 (o 3
B
E furina
-+ signalase
-+ Protease do RE
prM NS1
ER N$4
| “ NS28 NS4A ‘
Q-
C
Citoplasma N53
c - NS2B.NS3 protease
Exatewnn Atividade PDB Referéncia
Viral
E Ligagdo e fusdo da 1OKE Maodis e cols, 2002
membrana
o Protease 2FOM Erbel e cols, 2006
NS3
NS3 Helicase 2VBC Luo e cols, 2008
RNA polimerase
2J7V  Yap e cols, 2007
NS5 dependente de RNA
Metiltransferase 119k Egloff e cols, 2002

Figura 1.3. Organizacdo do genoma da poliproteina precursora dos flavivirus. A: Esquema
do genoma de flavivirus. B: Poliproteina do flavivirus expressa em associacdo com 0
reticulo endoplasméatico (RE) e a clivagem co-traducional pelas proteases virais e do
hospedeiro. A proteina prM é processada em M através de uma furina clivada
imediatamente apés a saida da célula. C: Atividades funcionais e o cddigo do PDB (Banco
de Dados de Proteinas) que contém a estrutura cristalografica das proteinas. Parte das
proteinas dos flavivirus ja tiveram sua estrutura molecular determinada, fato importante para

o desenvolvimento de farmacos terapéuticos (Extraido e adaptado de Young, 2010).



A replicacdo do RNA ocorre na membrana do reticulo endoplasmatico
associada ao complexo de replicacdo que compreende ambas as proteinas, viral e
celular. Os dois maiores componentes desse complexo sao as proteinas NS3 e NS5,
gue fornecem propriedades enzimaticas vitais para a replicacdo do RNA (Lindebach,
Thiel e Rice, 2007). Durante a replicacdo, os virus também recrutam fatores
celulares que sao componentes normais no processamento ou traducdo do RNA
celular (Lai, 1998). Nos ultimos anos, foi reportado que a proteina NS5 interage com
varias proteinas do hospedeiro para a replicacdo viral (Garci’a-Montalvo, Medina e
del Angel, 2004; Qing e cols., 2009; Yocupicio-Monroy e cols., 2007). A NS5 pode
interagir com fatores celulares relacionados com vias do interferon, proliferacao
celular e a permeabilidade da juncdo, sugerindo que a NS5 provavelmente esti
envolvida na patogénese viral (Ashour e cols., 2009; Ellencrona, Syed e Johansson,
2009; Lin e cols., 2006; Mazzon e cols., 2009; Werme, Wigerius e Johansson, 2008;

Bronzoni e cols, 2011).

1.3.Epidemiologia

A Africa responsabiliza-se por mais de 90% dos casos de febre amarela
anualmente notificados a OMS. Isto corresponde a cerca de 5000 casos anuais. Na
Ameérica do Sul estima-se a ocorréncia de 300 casos anuais (Robertson e cols.,
1996).

Todo ano cerca de 9 milhdes de pessoas da Asia, Europa e América do
Norte viajam para paises onde a febre amarela é endémica (Figura 1.4); o numero
de viajantes que realmente visitam areas onde ocorre a transmissao do virus pode
exceder os 3 milhdes. Viajantes ndo vacinados, que visitam areas na Africa durante
0s periodos epidémicos, possuem um risco estimado de contrair a doenca de 1 a
cada 267 individuos, e risco de morte de 1 em 1333, apesar do risco ser menor
durante os periodos ndo epidémicos. O risco de contrair a doenca e morte para a
Ameérica do sul chega a ser dez vezes menor que na Africa, devido & taxa de
transmissao selvagem ser menor na Ameérica do Sul. Entretanto, o risco de contrair a
febre amarela vai depender da época do ano, do itinerario e atividades, a densidade

populacional do vetor e a circulacdo do virus na regido (Monath e Cetron, 2002).
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Américas

Trinidad and Tobago Afri c a

Figura 1.4. Mapa da Organizacdo Mundial da Salde com recomendacgédo para a vacinagao
da febre amarela e paises com risco. Fonte: http://www.cdc.gov/yellowfever/maps/index.htmi
Disponivel em 14/3/12.

A mortalidade global da febre amarela situa-se entre 5-10% dos casos,
percentual elevado quando comparado a outros virus, inclusive o dengue (Taylor,
1951). Mas a letalidade dos casos graves revelou-se maior e no Brasil oscila entre
40%-60% (Vasconcelos e cols., 2001; Vasconcelos e cols., 2001; Vasconcelos e
cols., 1997). Nos ultimos 31 anos do século XX, cobrindo o periodo de 1970-2001,
foram notificados 4.543 casos de febre amarela na América do Sul, todos da forma
silvestre. O Peru, com 2.341 casos (51,5%) e a Bolivia com 912 casos (20,1%) sao
os dois paises que mais reportaram casos. O Brasil ocupa o terceiro lugar com 849
casos (18,7%) notificados no periodo (Pan American Health Organization, 2002). A
situacdo do Brasil preocupa. Na ultima década, o nimero anual de casos notificados
raramente excedeu 60 notificacdes, mas a letalidade mostrou-se elevada e a
tendéncia tem sido de aumento do numero de ocorréncias (Vasconcelos e cols.,
1999).

No Brasil, o virus da febre amarela esta presente principalmente nas regidoes
Norte e Centro-Oeste, e na parte pré-amazoénica do Maranhdo, sendo estas regides
endémicas, com uma populagdo sob risco de, aproximadamente, 30 milhdes de

pessoas (Vasconcelos, 2002; Albuquerque, 2007). Na regido Sul e nos Estados de
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Minas Gerais e Sao Paulo, a circulacdo do virus é limitada, sendo esta area
denominada de &rea de transi¢cdo ou epizoodtica (Albuquerque, 2007). Esta faixa foi
ampliada e atualmente abrange também areas do Piaui e da Bahia (Albuquerque,
2007; Guia de vigilancia epidemioldgica, 2005). A ampliacdo da zona epizodtica tem
sido motivo de grande preocupacédo para as areas de saude publica, uma vez que, a
medida que se ampliam essas zonas, aumentam as chances da reinstalagéo da
febre amarela urbana, particularmente em associacdo com a presenca do Aedes

aegypti, vetor da doenca urbana.

1.3.1. Ciclo de Transmissao e Distribuicdo Geografica

Reconhecido na década de 1930, o ciclo selvagem (Figura 1.5), consiste na
transmissdo do virus entre primatas ndo humanos e varias espécies de mosquitos
silvestres que habitam nas copas de arvores (Robertson, 1996). No ciclo urbano
(Figura 1.6), a transmissao acontece diretamente entre mosquitos e humanos, sem a
necessidade de hospedeiros reservatérios, estando o proprio homem atuando como
amplificador e disseminador do virus na populacdo (WHO, 2010; Jentes e cols,
2011). Em geral, também é o homem que introduz o virus na area urbana. Uma vez
introduzido em ambiente urbano, o paciente infectado desenvolvera viremia,
podendo expressar a doenca e servir de fonte de infecgdo a novos mosquitos. Assim
o ciclo se perpetua, até que se esgotem os individuos suscetiveis ou se realize a
vacinacdo em massa da populacdo a fim de conter a transmisséo. (Vasconcelos,
2000).

Na Africa, a transmiss&o também pode ocorrer em um ciclo intermediario
(ciclo de Savana) entre humanos, primatas ndo humanos e mosquitos Aedes spp
gue se alimentam em savanas e arvores ( WHO, 2010; Jentes e cols, 2011) (Figura
1.5). Na Africa Oriental ha um vetor de ligacdo entre os ciclos urbano e silvestre,
representado pela espécie Aedes simpsoni, infectando os individuos da periferia das
cidades, e, mantendo a transmissdo urbana continua, ainda que limitada a essas
areas (World Health Organization, 1985).

Os mosquitos além de serem transmissores sao 0s reservatorios do virus,
pois uma vez infectados assim permanecem por toda vida, ao contrario dos
10



macacos que, como 0s homens, ao se infectarem morrem ou curam-se,
permanecendo imunes (Vasconcelos, 2000). Nos mosquitos também ocorre a
transmissdo vertical do virus, onde o0s mosquitos fémeas produzem ovos
contaminados, como um mecanismo de manutencao do ciclo (WHO, 1998; Domingo
e cols., 2012).

Tanto na Africa quanto na América, os hospedeiros silvestres primarios do
virus da febre amarela sdo primatas ndo humanos (Brés, 1986; Strode, 1951). No
Novo Mundo, todos os géneros de primatas ndo humanos reconhecidos e infectados
experimentalmente, se mostraram sensiveis e suscetiveis ao virus da febre amarela
(Strode, 1951). Corroborando esses achados, revela-se comumente a presenca de

anticorpos contra a febre amarela em simios capturados (Vasconcelos, 2003).

Africa

Humanos

Ae. africanus Ae. aegypti

7 )

= Ae. africanus

Macacos Ae. furcifer Humanos
Ae. luteocephalus

Ae. taylori

Ae. metallicus

Ae. vittatus

Ae. simpsoni complex

Ciclo Selvagem Ciclo Urbano

H. janthinomys
H. leucocelaenus Humanos
S ch/oropterus Ae. aegypti

f // ‘;’
I
. América Latina

Macacos Humanos

Figura 1.5. Ciclo de transmissdo selvagem, urbano e intermediario (savana) na
Africa e América do Sul. O ciclo selvagem envolve a transmissdo do virus entre primatas
ndo humanos e espécies de mosquitos encontrados no dossel florestal. O virus é
transmitido para os seres humanos quando estes se encontram em atividades de turismo ou

trabalhando na selva. No ciclo intermediario (Savana) ocorre a transmissdo do virus dos
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mosquitos para humanos que vivem ou trabalham nas regides de fronteira da selva. Nesse
ciclo, o virus pode ser transmitido do macaco para o humano ou de humano para humano
através dos mosquitos. O ciclo urbano envolve a transmissdo do virus entre humanos e
mosquitos urbanos, principalmente Aedes aegypti. O virus € normalmente trazido para o
cenario urbano por um ser humano virémico que foi infectado na selva ou savana. (Extraido

e adaptado de Barret e Higgs, 2007).

Suspeita-se que outros animais, como 0S marsupiais arbéreos e preguicas,
possam ter papel secundario no ciclo de manutencao viral, especialmente em areas

onde 0s macacos estejam ausentes ou ja imunes ao virus (Monath, 1988).

1.4.Patogenia e Quadro Clinico

O caminho percorrido pelo virus, apds atingir o organismo do hospedeiro
pela picada do transmissor, € sua chegada nos linfonodos regionais, onde ir4 se
replicar em linfécitos e macrofagos, desaparecendo, assim, da circulacdo por 24
horas. ApGs realizar seu ciclo replicativo, as particulas virais deixam as células e
caem na corrente linfatica até atingirem a corrente sanguinea, caracterizando o
periodo de viremia e atingindo finalmente o figado. Este é o principal érgao
acometido na febre amarela, onde as células de Kupffer e os hepatécitos séo
infectados (Vasconcelos, 2002; Romanos, 2002; Pinheiro e Moraes, 1984). Neste
periodo, o individuo apresenta febre e o sangue torna-se infectante para os vetores
nao infectados (Monath, 2001).

A resposta a infeccdo pela febre amarela revela-se ampla e variavel. A febre
amarela pode ser definida como uma doenca infecciosa viral aguda de curta duracao
cuja gravidade varia, podendo ocorrer sob formas oligossintomaticas, até formas
fulminantes, em que os sintomas classicos de ictericia, albouminaria e hemorragias
estdo presentes. Mas também causa infeccbes assintomaticas ou subclinicas que,
junto com as formas leves da doenca, somente sdo confirmadas pelos exames
laboratoriais especificos (Kerr, 1951; Monath, 2001; Vasconcelos, 2000). O periodo
de incubacdo médio € de 3 a 6 dias, mas pode ser de até 10 dias (Vasconcelos,
2003).
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Apobs o periodo de incubacao, a infeccao rapidamente se dissemina para os

rins, linfonodos, baco e medula éssea (http://www.emedicine.com/emerg/topic645.

htm por Shoff e cols., 2001). Os primeiros sintomas ocorrem de forma abrupta,
incluindo febre alta, calafrios, enxaqueca, dores musculares e dorsais, tontura,
anorexia, nausea e vomito. O paciente apresenta mal estar com congestao
conjuntiva e facial, algumas vezes apresenta sinal de Faget (aumento do ritmo
cardiaco com aumento da temperatura), que sugere um envolvimento cardiaco
(Smith e Gibson, 1986; Gould e Solomon, 2008).

Geralmente, no 3° ou 4° dia pos-infec¢cdo pode haver remissdo do quadro,
gue se caracteriza por auséncia de febre e melhora clinica. O caso pode evoluir para
cura ou, horas depois do periodo de remissdo, evoluir para a forma grave que se
caracteriza por aumento da febre, diarréia e reaparecimento dos vOmitos com
aspecto escuro. Surgem também ictericia, dor abdominal, e outras manifestacdes
hemorragicas, tais como: equimoses, gengivorragias e epistaxes. Podem surgir
oligaria. e outros sinais de insuficiéncia renal. Podendo haver também
comprometimento do sensorio, com obnubilagdo mental, torpor e, na fase final,

evolucdo para coma (Manual de vigilancia epidemiolégica da febre amarela, 1999).

Ao exame fisico, destacam-se a prostracdo, sinais de desidratacdo, dor
epigastrica intensa que dificulta a palpacdo, hepatomegalia moderada, ictericia de
grau variavel com congestao conjuntival, manifestacdes hemorragicas, inicialmente
ao nivel do tubo digestivo ou da pele, mas que, nos casos mais graves, podem
atingir as vias aéreas superiores e até mesmo o0 ouvido, locais de punc¢éo venosa e
de injec¢des intramusculares. Podem ser observadas alteracdes do ritmo respiratério,
solucos e tendéncia a bradicardia em presenca de hipotensdo. A convalescenca
costuma ser rapida e a recuperacdo completa, mas ocasionalmente pode ser
prolongada, acompanhando-se de severa astenia por uma a duas semanas. Muito
raramente podem ocorrer Obitos tardios ap0s a convalescenga, devidos
principalmente a sepse, necrose tubular aguda e pneumonia bacteriana (Manual de
vigilancia epidemioldgica da febre amarela, 1999). Os exames laboratoriais detectam
um aumento na concentracdo de enzimas hepaticas, leucopenia, trombocitopenia e

anormalidades na coagulacdo (Smith e Gibson, 1986; Gould e Solomon, 2008).

O Obito costuma ocorrer apés o 6° ou 7° dia do inicio dos sintomas,

raramente apos o 10° dia, quando parte dos doentes evolui para a cura espontanea.
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Podem ocorrer formas atipicas fulminantes, levando a morte precoce em 24 a 72
horas apoés o inicio da doenca. O progndstico é grave, registrando-se alta letalidade,
mesmo em regime de terapia intensiva. Esses quadros sdo raros e geralmente sao
devidos a coagulacdo intravascular disseminada (Manual de vigilancia
epidemioldgica da febre amarela, 1999). Aproximadamente 15% dos individuos
infectados desenvolvem acometimento visceral com ictericia. Dentro desse
subconjunto, a taxa de casos que levam a oObito é de 20% a 50%, para todos o0s
casos e casos hospitalizados, respectivamente (Monath, 2007). Até o0 momento, ndo
existe nenhum tratamento antiviral especifico para a infeccdo pelo virus da febre
amarela (Romanos, 2002), e a vacinacdo da populagcdo em risco € a melhor
abordagem para a prevencao e controle da doenca (Vasconcelos, 2003).

1.5.Prevencéo

1.5.1. Vacina

Antes do advento das vacinas, a febre amarela foi uma das doencas mais
temidas pela humanidade, por causa de suas dramaticas manifestacdes clinicas,
alta letalidade, modo de transmissao, o potencial de epidemia e capacidade de se
espalhar através das fronteiras e oceanos pelos meios de transporte (Monath, 2012).
O agente causador da febre amarela, o virus da febre amarela, foi isolado pela

primeira vez em 1927 em um paciente de Gana chamado Asibi (Rice e cols, 1985).

Na década de 30, Max Theiler e colaboradores produziram uma cepa vacinal
através de 176 passagens seriadas em embrido de macaco e em embrido de
galinha (Engel e cols, 2006), chamada 17D. Em 1951, Theiler recebeu o Prémio
Nobel por sua pesquisa que salvou muitas vidas (Gardner e Ryman, 2010). A cepa
17D deu origem a duas subcepas distintas, a cepa 17D-204 foi derivada a partir da
passagem 204, enquanto a 17DD, desenvolvida por Biomanguinhos, foi derivada
independentemente depois da passagem 195 a partir do subcultivo da 17D em ovos

embrionados de galinha até a passagem 284 (Engel e cols, 2006).
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Na mesma época uma segunda vacina, de virus vivo atenuado foi
desenvolvida uma cepa a partir do virus da febre amarela isolada no Senegal em
1927 (Smith e Theiler, 1937; Theiler e Smith, 1937; Theiler e Smith, 1937; Gardner e
Ryman, 2010). A cepa do virus selvagem viscerotrépico francés (FVV) passado 128
vezes em cérebro de ratos originou a vacina de virus neurotrépico francés (FNV).
Apesar de a FNV ter provado ser muito eficiente e de acordo com alguns estudos
indicarem maior eficacia que a 17D, complicacbes pds-vacinais foram relatadas em
alguns vacinados. Por exemplo, de 43000 individuos na Nigéria que receberam a
vacina FNV, 83 desenvolveram encefalite pds-vacinal e 32 casos chegaram a obito.
O risco de encefalite pés-vacinal foi tdo grande em criancas que a Organizacao
Mundial de Saude (OMS) recomendou que a vacina nao fosse usada em criancas
menores que 14 anos. Essa vacina foi muito usada de 1940 a 1960 nos paises
africanos de lingua francesa, porém perdeu sua popularidade, até seu uso ser
descontinuado em 1980 (Barret, 1997).

A vacina 17D é uma das mais efetivas vacinas ja produzida. Nos 73 anos
decorridos desde seu desenvolvimento, a vacina foi administrada em mais de 540
milhdes de pessoas no mundo (Figura 1.6.A) (Monath, 2005; Barrett e Teuwen,
2009). Existem seis produtores da vacina 17D (Brasil, USA, Inglaterra, Franca,
Russia e Senegal) (Vasconcelos e cols., 2001), que produzem aproximadamente 30-
60 milhdes de doses por ano. Bio-Manguinhos (Fiocruz) € reconhecido
internacionalmente como fabricante da vacina febre amarela (Figura 1.6.B e Figura
1.6.C) (antiamarilica). Desde 1937, as preparacfes vacinais sdo obtidas em seus
laboratérios, a partir da cepa atenuada 17D do virus da febre amarela, cultivada em
ovos embrionados de galinha livres de agentes patogénicos, de acordo com as
normas estabelecidas pela Organizacdo Mundial da Saude (portal de Bio-
Manguinhos, 2012).

A vacina 17D ainda é produzida em embrido de galinha usando a tecnologia
que pouco mudou desde 1945. O resultado da vacinacdo € uma infec¢do branda ou
subclinica, e uma baixa viremia, que ndo excede 2 logip unidades formadoras de
placa (PFU)/mL (Monath, 2007). Embora alguns estudos indiquem que a imunidade
persiste em média por 45 anos, a Organizacdo Mundial de Saude indica a
revacinagcdo a cada 10 anos para a manutencdo da imunidade (Barret e Teuwen,
20009).
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Figura 1.6. Vacina para o virus da febre amarela 17DD. A) Profissionais de saude
administrando a vacina da febre amarela em um bebé em uma estrada em Abidjan, Costa
do Marfim, depois que um caso de febre amarela foi descoberto. Extraida de
www.voanews.com/content/high-yellow-fever-risk-prompts-mass-vaccination-in-sierra-leone-
78177 112/416048.html. B) Vacina de febre amarela 17DD produzida no Instituto de

Tecnologia em Imunobiolégicos da Fiocruz (Bio-Manguinhos — Fiocruz). Extraida de

www.bio.fiocruz .br/index.php /produtos/vacinas/febre-amarela. C) Producdo da vacina

contra a febre amarela no Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos da Fiocruz (Bio-

Manguinhos — Fiocruz). Extraida de www.fiocruz.br/ccs/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?from
info_index=21&infoid=1900&sid=9&tpl=printerview .

Essa vacina, produzida no Brasil desde 1937, primeiramente pelo Instituto
Oswaldo Cruz e, posteriormente, pelo Instituto de Tecnologia em Imunobiol6gicos
Bio-Manguinhos, é constituida por virus atenuados derivados de uma amostra
africana do virus amarilico selvagem, denominada Asibi. A linhagem 17D é cultivada
em ovos embrionados de galinha (Guia de vigilancia epidemioldgica, 2005).

O virus da febre amarela pode ser inativado por solventes lipidicos (éter,
cloroférmio) e/ou aquecido a 56°C por 30 minutos sob luz ultravioleta. A vacina 17D
é efetiva contra todos os genotipos de virus da febre amarela, nos dois continentes
(World Health Organization). O virus da vacina 17D difere de seu progenitor

selvagem em 31 mutagbes, 0 que representa uma mudanca préoxima de 0,8%. A
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base molecular que precisa a atenuacdo ndo € completamente conhecida, mas €,
sem duvida, multigénica. Existem sete fabricantes da vacina em todo o mundo, mas
somente trés,Brasil, Franca e Senegal, produzem quantidades suficientes para
serem utilizadas no Programa de Imunizagdo Estendido (Expanded Program
Immunization — EPI) ou em vacinagdes de emergéncia (Monath, 2008).

A vacina apresenta-se sob a forma liofilizada em frasco-ampola de 50, 10 e
5 doses, acompanhada de diluente. Cada frasco-ampola deve trazer o nimero do
lote e a validade. A producdo da vacina permitiu pela primeira vez 0 seu uso em
maior escala durante o surto epidémico de febre amarela ocorrido no municipio de
Varginha (MG). Posteriormente, foi utilizada em programas de vacinagdo em outros
estados brasileiros, com grande sucesso (Vigilancia epidemiologica, 1999).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda a vacinacdo a todas as
criancas maiores de seis meses, que vivam em areas endémicas, ou que se dirijam
a elas (Vasconcelos, 2003). Esta vacina confere protecao entre o sétimo e décimo
dia apés a aplicacdo, periodo no qual aparecem 0s anticorpos protetores e razao
pela qual a imunizacdo deve ocorrer dez dias antes de se ingressar em area de
transmissao. A vacina confere imunidade por, aproximadamente, 10 anos, podendo,
em alguns casos, uma Uunica dose proteger por mais de trés décadas (Guia de
vigilancia epidemiolégica, 2005; Santos-Torres, 2000). Estudos realizados mostram
que 97,1% das pessoas vacinadas tém anticorpos protetores contra o virus apos 18
anos (Vigilancia epidemiolégica, 1999; Guerra e cols. 1997).

A base molecular da atenuacao da viruléncia do virus da Febre Amarela é
desconhecida. A cepa vacinal febre amarela 17D e a cepa selvagem Asibi diferem
entre si em apenas 68 nucleotideos em mais de 10.860 nucleotideos (~0,63%), que
resulta em 32 aminoéacidos diferentes. O gene codificante da proteina E é o que
sofre maior mutagéo de todo o genoma, com 11 nucleotideos e 8 aminoacidos de
diferenca (Hahn, 1987). Como a proteina E desenvolve um papel essencial na
entrada do virus na célula, algumas dessas mutacdes devem alterar o tropismo do
virus e assim afetar sua viruléncia. Curiosamente, a passagem do FA-17D em tecido
neural pode converter em um virus neurovirulento devido as mutagdes na proteina
E. Além das mutacdes no gene que codifica a proteina E, mutagdes na regido nao
traduzida 3°( 3'UTR) sdo provaveis participantes do processo de atenuacdo (Ryman
e cols., 1997; Guirakhoo e cols., 2004; Monath e cols., 2002; Schlesinger e cols.,
1996; Pulendran, 2009).
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No Brasil, as vacinas presentes no calendario de vacinacdo estao
disponiveis gratuitamente nas unidades de atendimento da rede publica de saude.
O sistema de vigilancia epidemiolégica do Ministério da Saude coleta e analisa o0s
dados relacionados a doencas infecciosas. A vigilancia de eventos adversos apos a
imunizacdo (AEFI) é realizada pelo Programa Nacional de Imunizacdo (PNI). O
Sistema de Vigilancia Nacional do AEFI processa os dados gerados a partir de uma
forma padronizada de vacinacdo de times e profissionais da saude (Fernandes e
cols, 2007).

1.5.2. Efeitos Adversos

O virus da febre amarela selvagem é normalmente viscerotropico, diferente
do virus vacinal. Porém nos udltimos anos, casos de eventos adversos graves
associados com a vacina de febre amarela foram registrados. Esses registros
mostram que 0s sintomas clinicos e os sinais apresentados pela vacina de febre
amarela podem nao ser distintos da infeccdo natural com o virus selvagem (Chan e

cols. 2001; Martin e cols., 2001 e Vasconcelos e cols. 2001).

Eventos adversos comuns sdo brandos e ocorrem de 5-7 dias apés a
vacinacdo. A revacinagdo € ainda mais segura em relagdo a eventos associados a
viremia (Monath, 2004; Brasil Ministério da Saude FUNASA; CDC 2001; Camacho e
cols., 2005; Fernandes e cols., 2007). A neuroviruléncia do virus vacinal tem sido
demonstrada em modelos animais e nos registros de encefalites, principalmente em
criangas. A incidéncia de encefalites apos a vacinacao foi estimada em 0.5-4.0/1000
em criancas menores de 6 meses (Monath, 2004; CDC 2001; Fernandes e cols.,
2007), e em 1/1000000 ou menos em adultos (Monath, 2004; Fitzner e cols., 2004;

Fernandes e cols, 2007).

A vacina 17D é considerada segura com alguns raros casos de reacdes
adversas severas (SAEs) apds a imunizacdo. Isso se torna bem tolerado, com
registros de dor na regido da aplicagcdo da vacina, inflamagéo, dores de cabeca,
mialgia, febre baixa e outros sintomas leves que ocorrem de 2 a 30 dias apés a

vacinacdo. Dois tipos de reacfes adversas severas tém sido registrados: a primeira,
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doenca neurotropica associada a vacina (YEL-AND) e a segunda, a doenca
viscerotropica associada a vacina (YEL-AVD) (Barrett e Teuwen, 2009; Barret e
cols., 2007; Ferguson e cols., 2010; Stock e cols, 2012).

A doencga neurotropica associada a vacina (YEL-AND) causada pela
neuroinvasdo do virus 17D pode incluir encefalite pds-vacinal, sindrome Guillain-
Barré e doencas autoimunes com envolvimento do sistema nervoso central ou
periférico (Ryman e cols., 1997; Guirakhoo e cols., 2004; Monath e cols., 2002;
Schlesinger e cols.,, 1996; Pulendran, 2009). Encefalites poés-vacinal séo
caracterizadas no inicio dos sintomas, 7-21 dias ap0s a vacinacdo, com febre e
variacdo de sinais neuroldgicos (incluindo meningismo, convulsdo, obnubilacdo e
paresia) associados a alteracéo cerebral e testes de fluido espinhal (100-500 células
e aumento da concentracdo protéica). A evolucdo do quadro clinico € tipicamente
breve e a recuperacao € geralmente completa. Embora a funcéo cerebral anormal
seja a caracteristica mais importante para a distincdo entre a encefalite e meningite,
essa distincdo é normalmente difusa, pois alguns pacientes podem apresentar
ambos 0s processos (parenquimal e meningeo) com caracteristicas clinicas de

ambos (Fernandes e cols., 2007).

A doenca viscerotropica associada a vacina (YEL-AVD) é uma infeccao
pansistémica iniciada com acometimento hepético, uma condicdo muito similar a
infeccdo selvagem pelo virus da febre amarela (Hayes, 2007; Barret e Teuwen,
2009). De 2-5 dias apés a vacinacao, o paciente desenvolve febre alta, indisposi¢cao
e mialgia, seguido de ictericia, oliguria, instabilidade cardiovascular, hemorragia,
falha renal e respiratoria. A taxa de mortalidade € superior a 50% e altos titulos do
antigeno do virus da febre amarela podem ser encontrados no figado, coracdo e
outros 6rgédos, principalmente em tecidos associados a macrofagos (Khromava e
cols., 2005; Galler e cols., 2001; Bae e cols., 2008; Pulendran e cols., 2008; Belsher
e cols., 2007).

Os mecanismos subjacentes a esses eventos permanecem desconhecidos,
mas a rapidez que aparecem 0s primeiros sintomas da doenga sugerem um possivel
papel da resposta imune inata. Muta¢gdes genéticas no virus FA-17D aparentemente
nao sdo a causa, pois os isolados do virus FA-17D de pacientes com eventos
adversos graves possuem as mesmas sequéncias de nucleotideos da cepa vacinal

original. O maior obstaculo para estudos sobre esses mecanismos é a raridade dos
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casos e amostras (Galler e cols., 2001). As razdes para a ocorréncia de eventos
adversos graves, assim como 0 mecanismo de atenuacdo da vacina e sua interacao
com o sistema imune, ainda sdo pouco entendidos. Entretanto, a relacdo entre
beneficio e risco da vacinacdo é favoravel em areas endémicas de febre amarela

(Ferguson e cols., 2010).

Existem diversas precaucfes e contra indicacfes para o uso da vacina.
(Barret e Teuwen, 2009). Individuos acima de 60 anos aparentemente tem o risco
relativo alto de adquirir YEL-AVD quando comparado a populagdo mais jovem.
Aparentemente, um problema genético na resposta do sistema imune,
possivelmente nos alelos que sintetizam 2,5-oligoadenilato, poderia explicar essa

patogénese (Monath, 2007).

A vacina de febre amarela € contra indicada para pessoas com histérico de
hipersensibilidade para qualquer componente da vacina, incluindo ovos, produtos
derivados de ovos, proteinas derivadas de galinhas ou gelatina. A tampa usada nos
frascos da vacina também contém borracha e latex, o que pode causar uma reacao
alérgica. De acordo com o fabricante, pessoas que sdo aptas a ingerir ovos ou
derivados de ovos podem receber a vacina. Entretanto, reacdes de
hipersensibilidade podem ocorrer em pessoas com historico de reacdes menores de

sensibilidade a ovos (Sanofi Pasteur, 2010).

Existe também contra indicacdo para criangcas menores de seis meses de
idade. Essa contra indicacdo foi instituida no final da década de 60 em resposta a
alta taxa de YEL-AND documentada em criangas com menos de 6 meses de idade.
O mecanismo de aumento da neuroviruléncia em criancas € desconhecido, mas
pode ser atribuido a imaturidade da barreira hemato-encefalica maior ou mais

prolongada viremia ou imaturidade do sistema imune (Public Health Service, 1969).

Também néo € indicado que individuos com alteracdo no sistema imune
recebam a vacina. Pessoas com disturbios no timo associados a fungbes anormais
de células imunes (por exemplo, timoma e miastenia grave), imunossupressao
severa por infeccdo pelo virus HIV, terapias imunossupressivas ou

imunomodulatdrias e imunodeficiéncias em geral (Staples e cols, 2010).
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1.6. Diagnostico Laboratorial

O diagnostico clinico da febre amarela e a identificacdo dos eventos
adversos associados a vacina de febre amarela (FA-VAE) sdo particularmente
dificeis devido a similaridade dos sintomas com um amplo nimero de doencas,
como a febre do dengue, leptospirose, malaria e outras doencas hemorragicas
virais, portanto a confirmacéo por um exame laboratorial € essencial. Como critério
para o diagndstico laboratorial, a Organizacdo Mundial de Saude recomenda a
deteccdo de anticorpos IgM especificos para febre amarela ou 0 aumento de quatro
vezes ou mais no nivel sérico de IgG na auséncia de recente vacinacao para a febre
amarela e diagnostico negativo para outras flaviviroses (WHO 2003). A presenca da
infeccdo amarilica pode ser confirmada através do isolamento do virus,
histopatologia do tecido hepatico post-mortem positiva, deteccdo do antigeno de
febre amarela em tecidos por imunohistoquimica ou a detec¢cdo do RNA gendmico
no sangue ou Orgaos por RT-PCR ou gRT-PCR (WHO, 2003; Domingo e cols,
2012).

O isolamento é realizado através da inoculacdo do material do paciente
e/ou animal (sangue e derivados ou tecidos) em culturas celulares que sdo muito
utilizadas por apresentarem boa sensibilidade. Ap6s 3 a 5 dias da inoculagédo, o
virus causa efeito citopatogénico caracterizado por alteragcdes morfologicas das
células. Atualmente, as células mais usadas no diagnéstico sao células de
mosquitos como Aedes albopictus, clone C6/36 (Igarashi, 1978). Utiliza-se também o
Aedes pseudoscutellaris AP61. E um método relativamente rapido, sensivel e
econdbmico. Também sdo usadas células de vertebrados como a VERO (rim de
macaco verde africano); a BHK-21 (rim de hamster recém-nascido) e LLC-MK2 (rim

de macaco Rhesus) (Manual de vigilancia epidemiolégica da febre amarela, 1999).

Apods a fase de viremia, 0 uso de métodos sorologicos representa uma
boa opcao para confirmar a infeccdo pelo virus da febre amarela, mas geralmente
duas amostras sdo requeridas com intervalo de duas semanas. O diagnostico
sorolégico comumente incluem testes de ELISA, inibicAo da hemaglutinacdo e
ensaio de soroneutralizacdo, mas reagdes cruzadas entre os flavivirus constituem o
maior obstaculo na realizacdo do diagnostico sorolégico principalmente em areas
endémicas, onde circulam outros flavivirus (dengue, encefalite de St. Louis ou virus
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do Oeste do Nilo). Soroneutralizacdo € considerada a técnica sorolégica mais
especifica, entretanto, os ensaios séo trabalhosos e demorados e estdo disponiveis
somente em laboratdrios especializados. No entanto, a disponibilidade de ensaios
comerciais para o0 diagnostico sorolégico de febre amarela aumentou a
implementacdo de tais técnicas. Os ensaios comerciais sdo, em geral, bem
padronizados e oferecem bons padroes de sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade nos laboratorios de diagnostico para poder receber a autorizagédo
para diagnostico in vitro. Os métodos moleculares para a detec¢do do genoma viral
€ uma alternativa rapida, sensivel e altamente especifica para o diagnostico
sorolégico durante a fase de viremia, permitindo identificacdo precoce da infeccéo e

podendo ser aplicado em tecidos post-mortem (WHO, 2003; Domingo e cols, 2012).

1.6.1. Reacdo de Transcricdo Reversa acoplada a Reagcdo em Cadeia da
Polimerase quantitativa em Tempo Real (RT-qPCR)

Um dos mais importantes procedimentos em virologia é a quantificacdo do
titulo viral em uma amostra clinica. Uma metodologia amplamente usada para
determinar a concentracdo de particulas virais infecciosas é a titulacdo viral por
contagem de placa de lise. Esta metodologia foi primeiramente desenvolvida para
calcular o titulo de estoque de bacteriéfagos. (Dulbecco e Vogt,1953). Para a
quantificacdo da carga de particulas infecciosas tanto em cultura celular quanto em
amostras de soro, o ensaio de placa de lise ainda é o método usado habitualmente.
Entretanto essa técnica consome muito tempo, no minimo 5 dias (Bae e cols., 2003).
A quantificagé@o viral tradicionalmente tem sido feita pelo ensaio de placa de lise,
mas o RT-PCR quantitativo (RT-gPCR) tem tido preferéncia pela sua simplicidade,
rapidez e sensibilidade (Mackay, Arden e Nitsche, 2002; Dash e cols, 2012).

A reacdo em cadeia da polimerase quantitativa por transcricdo reversa em
tempo real (RT-qPCR) é baseada no revolucionario método de PCR, desenvolvido
por Kary Mullis na década de 80, que permite amplificar partes especificas de DNA e
RNA. Estratégias baseadas na PCR impulsionaram o avanc¢o da biologia molecular
permitindo aos pesquisadores a manipulagdo do DNA, assim facilitando
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procedimentos comuns como a clonagem, e grandes empreendimentos, como 0
Projeto Genoma Humano. A PCR em tempo real representa ainda outro salto
tecnologico, que abriu novas e potentes aplicagbes para pesquisadores em todo o
mundo, em parte devido a enorme sensibilidade da PCR associada a precisdo
proporcionada pelo monitoramento em tempo real dos produtos gerados na reacao
(Valasek e Repa, 2005). Esta metodologia foi desenvolvida com o objetivo de
automatizar a deteccdo de produtos pds-PCR tornando a reacdo mais eficiente,
rapida e segura (evitando contaminacdo das amostras com amplicons),
empregando-se o acido nucléico alvo (DNA ou RNA) extraido de tecidos, fluidos de

pacientes ou de cultura de células infectadas (Manojkumar e Mrudula, 2006).

O método consiste na utilizagdo de um par de oligonucleotideos sintéticos,
chamados de iniciadores (primers), que hibridiza com cada fita do DNA alvo fita
dupla (dsDNA), delimitando assim a regido que vai ser amplificada. O primer
hibridizado serve como substrato para a DNA polimerase (enzima normalmente
derivada da bactéria termofilica Thermus aquaticus, chamada de Taq), que sintetiza
uma fita complementar através da adicdo sequencial de desoxinucleotideos
(Mackay, Arden e Nitsche, 2002).

A RT-PCR em tempo real pode ser realizada em uma reacdo de uma Unica
etapa, onde toda a reacdo, desde a sintese do cDNA até a amplificacdo por PCR
ocorre em um unico tubo, ou em uma reacdo de duas etapas, onde a transcricao
reversa e a amplificacdo por PCR ocorrem em reagfes distintas. Acreditava-se que
uma rea¢do Unica minimizaria a variacdo experimental devido a ambas as reacdes
enzimaticas ocorrerem em um unico tubo, porém como o RNA €& muito instavel e
degrada muito rapido, na verdade necessita uma manipulacdo mais cuidadosa e
veloz para evitar o comprometimento do experimento. Além disso, os protocolos de
Unica etapa se mostraram com menor sensibilidade em relacdo ao de duas etapas,

apesar deste ultimo ter maior chance de contaminac¢ao (Wong e Medrano, 2005).

Todo o sistema de amplificagdo em tempo real depende da deteccao e
quantificacdo de uma molécula que reporta a fluorescéncia, onde o aumento do sinal
€ proporcional a quantidade de produto gerado. Esse método simples envolve a
incorporacao de um corante fluorescente que se liga ao DNA (Figura 1.7), como o
SYBR® Green. Esse corante se liga a qualquer DNA dupla fita na reacdo, a medida
que este vai sendo amplificado. Na amplificacdo em tempo real, o aumento do sinal
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fluorescente pode ser observado durante a etapa de polimerizacdo do DNA e diminui
durante a etapa de desnaturacdo. Assumindo que a reacdo foi bem projetada e
otimizada, a deteccédo por SYBR® Green ocorre muito bem, com um aumento no
background de fluorescéncia, tipicamente observado durante os udltimos ciclos da
reacao (Niesters, 2001). Entretanto, como o0 SYBR® Green se liga a todo DNA fita
dupla sintetizado durante a reacdo, incluindo dimeros dos iniciadores e outros
produtos inespecificos, pode-se superestimar a concentracdo do fragmento alvo
(Novais e Pires-Alves, 2004).

A reacao pelo sistema TagMan® (Figura 1.7) requer a hibridizacdo de uma
sonda interna a sequéncia alvo que sera amplificada, marcada com dois corantes
fluorescentes, um corante que emite fluorescéncia (reporter) e um corante
capturador de fluorescéncia (quencher). Quando a sonda esta intacta (nao-
hibridizada ao alvo), a transferéncia de fluorescéncia ocorre , fazendo com que a
fluorescéncia emitida pelo corante reporter seja absorvida pelo quencher. Durante a
fase de extensao pela DNA polimerase, a sonda hibridizada é clivada pela atividade
nucleolitica 5-3' da DNA polimerase. Com a clivagem da sonda, a emissdo de
fluorescéncia do reporter ndo € mais absorvida eficientemente pelo quencher,

resultando no aumento do espectro de fluorescéncia do reporter (Heid e cols., 1996).

Usualmente, para a maior eficiéncia dos ensaios de qPCR em tempo real,
busca-se o desenho de oligonucleotideos que gerem pequenos amplicons (em
torno de 150 pb), permitindo assim um tempo menor de reacdo (cerca de 15
segundos) e também fazendo com que os oligonucleotideos e sondas possam
competir com maior eficiéncia para o anelamento com suas respectivas sequéncias
complementares. Para determinar a combinacdo de oligonucleotideos e sondas
TagMan para um determinado alvo gendémico, sdo usados softwares especificos,
nos quais, os parametros configurados assemelham-se as condi¢cdes encontradas

nas amplificacdes experimentais (Niesters, 2001).
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Figura.1.7. Comparacao entre os sistemas TagMan® e SYBR® Green. Extraido e adaptado

de http://www.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home  /applications-technologies/real-

time-pcr/tagman-and-sybr-green-chemistries.html

pY

A rapidez da RT-gPCR ¢é devida principalmente a remocdo de
procedimentos posteriores como por exemplo a necessidade de gel de agarose,
para a deteccao dos produtos amplificados e comparado ao PCR convencional, esse
processo apresenta varias vantagens: resultados mais rapidos, com menos etapas,
logo, menor chance de contaminagdo e a capacidade de monitorar o produto da
PCR dentro do proprio tubo da reacdo (sistema fechado); o uso de multiplos
fluoroforos associados a diferentes sondas TagMan, os quais apresentam
comprimentos de ondas diferentes, tornando possivel a deteccdo de mais de um
alvo molecular em uma mesma reacdo; e, por ultimo, a maior vantagem é a
possibilidade de quantificacdo absoluta, uma vez que a fluorescéncia gerada em um
determinado Ct permite estimar a concentracdo inicial do &cido nucléico alvo

presente na amostra que se quer quantificar (Mackay , Arden e Nitsche , 2002).
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Para a manutencdo da alta qualidade de um resultado de diagndéstico
laboratorial, € necessaria a padronizacao destes métodos. O diagndstico laboratorial
deve ter acurdcia e rapidez, com uma boa relagdo custo beneficio. O desafio atual
no estudo de doencas humanas virais incluem a aplicacdo de técnicas avancadas
para evitar reacdes cruzadas entre amostras de origens diferentes, cepas e
sorotipos, assim como o desenvolvimento de diretrizes de padronizacao
internacionais para a implementagcdo de garantia de qualidade nesses testes

laboratoriais (Manojkumar e Mrudula, 2006).

1.7. Validacéao

Os principios de verificacdo e validagdo existem para garantir os padrbes de
praticas de laboratério e precisdo dos resultados de ensaios realizados por
laboratorios clinicos (Burd, 2010). A necessidade de garantir a qualidade de
métodos laboratoriais, através de sua comparabilidade, rastreabilidade e
confiabilidade, esta sendo cada vez mais reconhecida e exigida. Dados analiticos
nao confiaveis podem conduzir a decisbes desastrosas e a prejuizos financeiros
irreparaveis. A validacdo de um método é um processo continuo que comecga no
planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu
desenvolvimento e transferéncia. Para registro de novos produtos e emissao de
laudos, todos os érgaos reguladores do Brasil e de outros paises exigem a validacao
de metodologia analitica e, para isso, a maioria deles tem estabelecido documentos
oficiais que sédo diretrizes a serem adotadas no processo de validacdo (Ribani e

cols., 2004).

As especificagbes de desempenho para testes de laboratorio desenvolvidos
devem ser estabelecidas para as seguintes caracteristicas: exatidao, precisao,
sensibilidade analitica, especificidade analitica, devendo incluir substancias
interferentes, faixa declaravel, intervalos de referéncia (valores normais), e

quaisquer outras caracteristicas necessarias para a realizagéo do teste (Burd, 2010).

A especificidade estd relacionada ao evento da deteccdo do alvo. A
especificidade refere-se a um método especifico para um uUnico analito (Silva e
Alves, 2006). A especificidade de um método de quantificacdo € a capacidade de
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avaliar, de forma inequivoca, as substancias em exame nha presenca de
componentes que podem interferir com a sua determinacdo em uma amostra
complexa. A especificidade avalia o grau de interferéncia de espécies como outros
virus, impurezas e produtos celulares, bem como outros compostos de propriedades
similares que possam estar, porventura, presentes. A especificidade garante que o
pico de resposta seja exclusivamente do material, no caso, o virus de interesse. Se
a especificidade nédo for assegurada, a linearidade, a exatidao e a precisado estaréo

seriamente comprometidas (Ribani e cols., 2004).

A precisdo refere-se a forma como uma determinada medicdo pode ser
reproduzida, quando um teste € aplicado repetidamente a aliquotas multiplas de
uma unica amostra homogénea (Burd, 2010), onde as formas mais comuns de
expressa-la sdo por meio de repetitividade e reprodutibilidade expressas pelo desvio
padrdo. A precisdo intermediaria € a precisdo intercorridas, ou seja, refere-se a
concordancia entre os resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias
diferentes, com operadores e/ou equipamentos diferentes. Para a determinacao da
precisdo intermediaria recomenda-se um minimo de 2 dias diferentes com analistas
diferentes. (Silva e Alves, 2006). Precisdo (também referido como erro analitico
aleatério) esta relacionada inteiramente ao erro aleatério causado por fatores que

podem variar durante o funcionamento normal do ensaio (Burd, 2010).

Repetibilidade e reprodutibilidade sdo usadas para medidas extremas de
precisao, sendo a repetibilidade (ou impreciséo intra-ensaio), sendo a menor medida
da precisdo e envolvendo medicdes realizadas no ambito de mesmas condi¢des
(mesmo operador, lotes de reagentes, instrumento, laboratério, tempo) e
reprodutibilidade (imprecisdo entre ensaios, imprecisdo no mesmo dia), sendo a
maior medida de precisdo e envolvendo os resultados de medi¢cdes sob condi¢des
alteradas (operadores diferentes, lotes de reagentes, laboratorio, tempo). Todas as
outras medidas de precisdo sdo consideradas como medidas intermediarias, e as
condicbes devem ser explicitamente especificadas (Burd, 2010). Frequentemente,
altas variacdes sdo observadas entre os resultados. Estudos colaborativos (em rede)
nao sao somente indispensaveis para avaliacdo da reprodutibilidade, mas também

podem ser de grande ajuda para testar a exatiddo do método (Ribani e cols., 2004).

A exatidao representa o grau de concordéancia entre os resultados individuais

encontrados em um determinado ensaio e o valor de referéncia aceito como
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verdadeiro (Instituto Nacional de Metrologia, 2003). E importante observar que um
valor exato ou verdadeiro é o valor obtido por uma medicdo perfeita e este valor é
indeterminado por natureza. A exatiddo é sempre considerada dentro de certos
limites, a um dado nivel de confianca (ou seja, aparece sempre associada a valores
de precisdo). Estes limites podem ser estreitos em niveis elevados de concentracéo
de acidos nucleicos de uma determinada amostra e mais amplos em niveis quando
a amostra apresenta escassez de &cidos nucleicos alvo de deteccdo (Ribani e cols.,

2004).

O limite de deteccédo (LD) representa a menor concentracdo da substancia
em exame que pode ser detectada, mas nao necessariamente quantificada,
utilizando um determinado procedimento experimental (Ribani e cols., 2004). O limite
de deteccéo deve ser determinado para ambos 0s testes quantitativos e qualitativos.
O limite de deteccéo € expresso em medida de concentracdo (geralmente copias /
mL; copias / g DNA para os ensaios moleculares), de tal modo que quanto mais
baixa a concentragdo detectavel de analito, maior a sensibilidade analitica do
ensaio. A eficiéncia do método no limite de baixa concentracdo € muitas vezes de
grande interesse em testes moleculares para doencas infecciosas porque define a
capacidade do teste para o diagndstico da doenca e determina os parametros para o
tratamento (Burd, 2010).

O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentracdo da
substancia em exame que pode ser medida (quantificada), utilizando um
determinado procedimento experimental (Ribani e cols., 2004), estabelecido por
meio da analise de solu¢Bes contendo concentracfes decrescentes do analito até o
menor nivel determinavel com precisao e exatiddo aceitaveis (Silva e Alves, 2006).
Na maioria das vezes, no entanto, o limite de deteccéo reside abaixo do intervalo
linear de um ensaio e € menor que o limite de quantificacdo. O limite de deteccao

nao pode ser superior ao limite de quantificacao (Burd, 2010).

De acordo com o INMETRO, a robustez de um método (robustness) mede a
sensibilidade que este apresenta em face de pequenas variagdes (Instituto Nacional
de Metrologia, 2003). Diz-se que um método € robusto quando ele néo é afetado por
uma modificacdo pequena e deliberada em seus parametros (Ribani e cols., 2004).

Em ensaios em que a inibicdo da reacdo é uma fonte significativa de
resultados falso-negativos, é necessario o uso de indicadores de inibicdo. A inibicao
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em ensaios moleculares pode resultar de alteragcdes no pH, concentracdo ionica, a
viscosidade ou inibicdo direta da enzima polimerase por agentes presentes nas
amostras em analise. Os inibidores de amplificacdo podem ser detectados usando
um controle interno. O raciocinio € que, se uma amostra ndo permitir a amplificacdo
de um controle interno, a amplificacdo de uma sequéncia alvo pretendida pode
também ser inibida. Controles internos ndo podem diferenciar entre inibicdo e uma
falha na amplificacdo devido a uma série de variaveis, tais como falha do
termociclador, falha na adicdo de enzimas ou outros reagentes. Varios controles
internos sdo usados em ensaios moleculares. Os controles internos podem ser
homélogos extrinsecos, heterélogos extrinsecos, ou heterélogos intrinsecos. Para
evitar competicdo e evitar reducdes na sensibilidade, os controles internos devem
ser usados na menor concentracdo que permite a deteccdo coerente do controle
(Burd, 2010). A presenca de compostos inibidores e a extensdo da inibicdo também
podem ser determinadas por PCR convencional semi-quantitativo, adicionando um
molde de nucleico diferente do alvo a ser investigado, diretamente na amostra, antes

da extracao, ou introduzidos na mistura da reacdo (Shulman e cols. 2012).
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2. Justificativa

O desenvolvimento e a producdo de vacinas virais, de uma forma geral,
envolvem diversas etapas que precisam ter a carga viral monitorada ao longo de
todo o processo. Essas etapas vao desde a producdo do antigeno, purificacao,
inativacgéo, liofilizag&o, testes pré-clinicos e clinicos e uma vez o produto licenciado,
um processo de farmaco-vigilancia continuo se faz necessario. Atualmente em Bio-
Manguinhos, essas etapas sdo monitoradas pelo ensaio de titulacdo em placa de
lise que leva em torno de sete a dez dias. Com o desenvolvimento do RT-PCR em
tempo real, temos disponivel uma abordagem mais rapida para este monitoramento,
qgue pode ser feito em poucas horas. Dentro deste contexto, o desenvolvimento,
padronizacdo e validacdo de uma técnica que permita quantificar o virus da febre
amarela vacinal de forma rapida e eficaz, em todas as etapas acima descritas, é de

extrema importancia para a otimiza¢gao deste processo.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Padronizar e validar a técnica de RT-PCR em tempo real (RT-gPCR) para
estabelecer o niumero de coépias virais do virus da febre amarela vacinal em

amostras.

3.2. Objetivos especificos

- Testar diferentes pares de iniciadores para regides do genoma de virus

de febre amarela;

- Estabelecer uma correlacdo entre PFU/mL e a quantidade (coOpias) de

RNA/mL de virus de febre amarela;

- Acompanhar a cinética de replicacédo do virus da febre amarela in vitro

através da PCR em tempo real e do ensaio de placa de lise;

- Obtencéo de um plasmideo contendo cDNA viral para estabelecimento

do namero de cépias padréao viral,

- Otimizar a concentracdo do conjunto de oligonucleotideos e sonda para

0 ensaio de PCR em tempo real,

- Validar o teste em relacdo a linearidade, especificidade e precisao
intermediaria com o uso de amostras de soro rescontituido e em amostras de

pacientes vacinados;

— Determinar e padronizar controles internos.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Amostras

Nos experimentos da validacdo, foram usadas dois tipos de amostras. Para
a construcdo do painel soroldgico, o virus purificado foi reconstituido em soro
humano negativo (Negative Quality Control Serum, NIBSC), em trés concentragbes
virais: alta com carga viral de 10* cépias/reacédo, média com 10° cépias/reacéo e
baixa com 102 cépias/reacao do virus de febre amarela, adicionadas a soro humano
de individuo saudavel. Essas amostras foram aplicadas em oito réplicas cada.
Também foi avaliado um pool de amostras clinicas (diversas amostras de soro
humano de pacientes vacinados) em trés concentragfes do virus da febre amarela,
alta com carga viral de 103 copias/reacdo, média com 102 copias/reacdo e baixa
com 50 copias/reacdo. As amostras clinicas foram aplicadas em 10 réplicas. Os
experimentos foram autorizados pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de
Pesquisa Clinica Evandro Chagas IPEC/FIOCRUZ através do parecer 058/2008.

Nos experimentos de acompanhamento da cinética viral in vivo e in vitro, por
ensaio de placa de lise e RT-gPCR, foram usadas amostras de soro de 4 primatas
nao humanos , macaco Rhesus (Macaca mulata) cedidos pelo Centro de Criacdo de
Animais de Laboratério (CECAL) da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz). O
experimento foi autorizado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
FIOCRUZ através da licenca LW-22/12 com validade até 12/04/2016. Os animais
foram imunizados por via subcutdanea com a vacina 17DD produzida em Bio-
Manguinhos. As amostras foram coletadas com o intervalo de 2, 4, 6, 8 e 10 dias
apos a infeccao.

Também utilizamos amostras de cinéticas em garrafas estacionarias, em
biorreatores e em cell factories (Figura 4.1). Para a cinética de biorreatores, foram
analisadas amostras do dia da coleta (referente ao 4° dia apos a inoculacdo), de
quatro lotes diferentes. Na curva de propagacdo viral em garrafa estacionaria,
aliquotas foram retiradas de hora em hora nas primeiras 6 horas e posteriormente de
24 em 24 horas, durante 7 dias. Para a curva de propagacao viral em cell factory,

foram analisadas amostras de duas cinéticas durante 7 dias.
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Figura 4.1. Sistemas de producdo de antigenos virais. Extraido e adaptado de
http://www.isaude.net/pt-BR/noticia/4973/ciencia-e-tecnologia/mutacao-genetica-

simples-e-capaz-de-provocar-cancer-endometrial

4.2. A Célula Vero

b

Células Vero, correspondem a uma linhagem de rim de macaco verde
africano (Cercopithecus aethiops) adulto (ATCC, CCL 81). Trata-se de uma linhagem
aceita para a producao e padronizagdo de vacinas e vem sendo muito utilizada na

propagacéo de flavivirus.

A partir de banco de células armazenado a -196°C, células Vero foram
expandidas e mantidas em meio 199 com sais de Earle (10X) (Sigma®), tamponado
com bicarbonato de sddio gaseificado 4,4%, pH 7,0, suplementado com 5% de soro
fetal bovino inativado (Cultilab) e antibiético 1% (Sulfato de gentamicina 4 mg/mL)

com incubacdo sem agitacdo em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO..

Sua manutencéo foi realizada com passagens semanais e a confeccao das
placas e laminas a serem utilizados nos diferentes experimentos foi sempre
realizada com 24 horas de antecedéncia. Para tal, as monocamadas celulares foram
tratadas com uma solugéo de tripsina/EDTA a 1% em PBS por 5 minutos em estufa
a 37°C. Uma vez dissociadas da monocamada, as células foram ressuspensas em
5mL de meio completo (10% Earle 199, 5% de NaHCOg3, 5% soro fetal bovino, 1%
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sulfato de gentamicina) e sua quantidade estimada por contagem de uma aliquota
em camara de Neubauer para a confeccdo de placas e laminas nas densidades

celulares desejadas.

4.3. Propagagéo viral

A partir da vacina liofiizada do virus vacinal 17DD recebido de Bio-
Manguinhos (Fiocruz) na forma liofilizada, foi obtido o virus 17DD usado em todos os
experimentos. Para tal, um frasco de 17DD liofilizado foi reconstituido em &agua
bidestilada estéril e homogeneizado em agitador. A suspensao viral acrescida de 3
mL de meio completo foi utilizada na infeccdo de uma garrafa contendo uma
monocamada de células Vero na concentracdo de 60.000 células/cm?® para
propagacdo viral. O M.O.l. (Multiplicidade de Infeccdo) usado foi de 0,002. O
sobrenadante da garrafa foi descartado e 2,0 mL do in6culo viral foi adicionado e
incubado por 1 hora sem agitagdo a 37°C com atmosfera de 5% de CO,. A infeccao
foi monitorada até a visualizacdo de intenso efeito citopatico (CPE) quando foi
coletado o sobrenadante da cultura contendo o virus adicionado ao estabilizador

sorbitol 8%, a seguir, aliquotado e armazenado a -80 °C.

4.4. Curvade propagacao viral em garrafa estacionaria

Concomitantemente com a propagacao viral, foi realizada uma cinética de
proliferacéo viral através da infeccdo de monocamadas de células Vero com MOI de
0,02 em um experimento independente. Para tal, as células foram semeadas em
garrafas T-175cm2 com densidade de 60.000 células/cm? e a infeccédo, realizada 24
horas depois. Amostras de 1,0 mL do sobrenadante das culturas celulares foram
coletadas em intervalos de 1 hora nas primeiras 6 horas, e com intervalos de
24horas apos a infeccéo e estocadas a -80 °C. Os titulos virais de cada aliquota

foram estimados por titulagdo em placa de 6 pogos e por RT-qPCR.
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4.5. Purificacdo do Virus

O sobrenadante viral produzido em biorreatores utilizando células Vero
aderidas a microcarregadores foi decantado e clarificado utilizando trés filtros em
série: (1) Sartopure PP2 Mini Caps (8,0 um), (2) Sartoclean CA (3,0 + 0,8 um) e (3)
Sartobran P (0,45 um + 0,2 um). Todas as unidades filtrantes citadas sdo da marca

Sartorius-Stedim.

O sobrenadante clarificado foi submetido a uma primeira etapa de purificagao
(etapa de captura, utilizando membrana de troca ibnica), com o objetivo de
concentrar e estabilizar o antigeno de interesse, eliminando a maior parte dos
contaminantes. A purificacdo do virus foi realizada por cromatografia em membrana
SARTOBIND Q, utilizando o sistema Akta Purifier 10, operado pelo software
UNICORN (GE Helthcare). A vazéo de trabalho foi de 10 mL/min, em acordo com as
recomendacdes do fabricante. A sanitizacao foi realizada com 50mL de NaOH 1M e
o equilibrio com igual volume de Hepes 50mM, pH 8,5. Para deteccao utilizou-se o
comprimento de onda de 280nm. O pH da suspenséo viral clarificada foi ajustado
para 8,5 com NaOH 1M antes de sua aplicacdo na membrana. O volume aplicado foi
de 200mL. Substancias nao ligadas foram lavadas com 30mL de solugdo de
equilibrio. Em seguida, aplicou-se o tampao de eluicdo (Hepes 50mM — 0,25M NaCl)
e as fracBes coletadas analisadas para quantificacdo do virus. Nova sanitizacao foi
realizada com 50mL de NaOH e apos re-equilibrio, as membranas foram rinsadas
com etanol 20% contendo KCI 1M e estocadas a 4 °C.

4.6. Titulacdo dos Virus da FA 17DD por Contagem de Placas de
Lise em Meio Semi-Sadlido

A dosagem dos titulos virais foi realizada pela contagem do numero de
placas de lise produzidas em monocamadas de células Vero, sob meio Earle
199/CMC. Foram usadas placas de 6 orificios, com células Vero inoculadas a
densidade de 60.000 células/cm?, 24 horas antes do uso. A titulagdo das amostras
virais foi realizada a partir da infecgcdo de monocamada de células Vero. Inicialmente

foi realizada a diluicdo seriada de 10™ a 10 de cada amostra viral, seguindo-se a
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inoculagao de 100 pL das diferentes diluicbes em placa de 24 pocos. Apés o indculo,
as placas foram incubadas a 37° C em estufa com atmosfera de 5% de CO2 para a
adsorcao viral (por 1 hora), sendo homogeneizadas a cada 15 minutos. Decorrida
uma hora de incubacdo, o excesso de virus de cada poco foi aspirado, sendo
substituido por 1,0 mL de carboximetilcelulose 3% (CMC) (Sigma®) com meio Earle
199 acrescido de 5% NaHCOg3, 5% de soro fetal bovino e 1% de garamicina. Foi
realizada entdo a incubacdo em estufa a 37°C, 5% de CO, e 100% de umidade
relativa por 7 dias. Uma vez concluida a incubacédo, as placas foram fixadas pela
adicdo de uma solucédo de formaldeido a 10% por pelo menos uma hora, lavadas
exaustivamente em agua corrente e coradas com solucao de cristal violeta a 0,02%

por 30 minutos.

ApOs secagem, as placas de lise formadas na monocamada dos orificios da
placa foram observadas, contadas e os titulos virais determinados, segundo a

seguinte férmula:

T =1log10M + log10ID + logl0FC, onde:

T = titulo expresso em log10 PFU/mL;

M = média do n° de placas de lise contadas em uma determinada dilui¢ao;

ID= inverso da diluicdo onde as placas de lise foram contadas;

FC = fator de correcdo do inoculo para mL. Como o inéculo corresponde a
100 L, que é a décima parte de 1,0 mL, FC =1 (log10 = 1).

4.7. Biosseguranca

Todos os experimentos descritos foram realizados de acordo com as normas
de biosseguranca, usando os EPI (equipamento de protecdo individual) e EPC
(equipamento de protecdo coletiva) recomendados. Todas as amostras foram
processadas em cabine de seguranca biolégica, previamente desinfectadas com
solugcéao de hipoclorito a 2% e solugcdo RNase AWAY® (Invitrogen) e submetidas a
luz ultravioleta por 15 minutos. Cada etapa do processamento das amostras
(extracao, sintese de cDNA e RT-gPCR) foi realizada em salas segregadas, com

fluxo de pessoas unidirecional.
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4.8. Extracdo de RNA

A extracdo de RNA viral das amostras foi realizada a partir de 140 pyL de
amostra com o kit “QlAamp® Viral RNA Mini kit" (QIAGEN®), segundo as
especificacdes do fabricante. Foram obtidos 60 uL de RNA viral, resuspenso em
tampdao de eluicéo, e estocado a -80°C até o momento de uso. Em todos os ensaios,
foi incluido um controle negativo que consistiu em soro humano negativo (Negative
Quality Control Serum, NIBSC), e um controle positivo, no qual o virus purificado foi
diluido em soro humano negativo até a obtencdo de uma concentracdo de 103

cOpias/reacao.

4.9. Sintese da cadeia complementar

A sintese do cDNA (transcri¢do reversa) foi realizada usando 20 uyL de RNA
viral adicionado a 20 yL do mix do kit “High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kits (Applied Biosystems), que emprega iniciadores aleatdrios para a sintese da fita

de DNA complementar. Foram obtidos 40 yL de cDNA e estocado a -80°C.

4.10. Clonagem para obtencdo das amostras padrédo de

guantificacao

A clonagem para obtencdo das amostras padrdo de quantificacdo foi
realizada no Laboratorio de Desenvolvimento Tecnolégico em Virologia — LADTV do
Instituto Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz). O virus purificado por troca i6nica, foi utilizado
para a construcdo de uma curva padrdo plasmidial, empregada nos ensaios de

quantificacdo do virus da febre amarela por RT-gPCR, utilizando o sistema TagMan.

Para construcdo da curva padrdo, o cDNA obtido foi amplificado para a
deteccdo da regido NS5 viral, uma regidao extremamente conservada do genoma
viral, e posteriormente, esta regido foi clonada utilizando o Kit TOPO TA Cloning®
(Invitrogen) seguindo as recomendacdes do fabricante (Tabela 4.1, Tabela 4.2 e

Tabela 4.3).
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Tabela 4.1. Sonda TagMan® e iniciadores usados na validacdo, para o alvo
correspondente a regido NS5 de Febre amarela (VFA) (Mantel e cols, 2008)

Oligonucleotideo Sequéncia 5’-3’
Oligonucleotideo (+) GCACGGATGTAACAGACTGAAGA
Oligonucleotideo (-) CCAGGCCGAACCTGTCAT

Sonda F-CGACTGTGTGGTCCGGCCCATC-T

Tamanho do amplicom 83 pares de bases.
Concentracao estoque de Oligonucleotideos e sonda: 100uM.
Regido amplificada: 9595-9677

Tabela 4.2. Reagentes empregados para a reagdo da RT-PCR convencional,

para um volume final de 25 pL.

Mistura Volume Concentracéo final
AmpliTaq Gold DNA 0,3 uL 1.5 Unidades/50 uL
Polymerase (5.0 Units/pL)
dNTP 4,0 uL 2 mM (500 uM de cada
dNTP)
Tampdao 10X 2,5 L 1X
MgCl, 1,5 uL 1.25 mM
Oligonucleotideo (+) 1,0 uL 400 nM
Oligonucleotideo ( -) 1,0 uL 400 nM
H,O 55puL 0 e
Total 20 e
CcDNA 5,0 pL 10 - 100 ng

Tabela 4.3. Ciclagem térmica usada na RT-PCR convencional.

30 ciclos
DESNATURACAO PAREAMENTO /
EXTENSAO
ETAPA 1 CICLO ETAPA 3
10’ 30” 30” 1 7
95°C 94°C 55°C 72°C 72°C

Tal procedimento gerou um amplicom da regido NS5, confirmado pela
visualizacdo em gel de agarose a 2% da banda com peso molecular de 83 pares de
bases, que foi usado como inserto para clonagem.
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4.10.1. Crescimento de células Escherichia coli

A linhagem das células de E. coli usada para a clonagem foi a One Shot®
TOP10, cultivadas em meio LB (Luria-Bertani) e quando necessério, o meio foi
suplementado com 10 yg/mL do antibiético ampicilina (Amp). Para a confeccao do
meio Luria Bertani foram pesados 25 g do meio LB (Accumedia®) na balanca
analitica e em seguida foi acrescentada agua destilada, completando-se o volume
para 1 L. Para o preparo de meio sélido, 1 L do meio LB liquido foi acrescido de 15 g
de agar bacterioldgico (Difco). Posteriormente, o meio foi esterilizado durante 15
minutos a 121°C e distribuido em placas de Petri. Composi¢cdo do meio: digestao
enzimatica de caseina 10 g/L; Extrato de levedura 5 g/L; NaCl 10 g/L; pH 7,3+ 0,2, a
25°C (Acumedia®).

As células foram crescidas a 37°C sob agitacdo. Para culturas em meio
sélido, 1,5% de &gar bacteriolégico (Difco) foi adicionado ao meio LB. Para fins de
estocagem, as linhagens de E. coli foram cultivadas em meio liquido por um periodo
de 18 horas e em seguida, as culturas foram diluidas (1:1) em uma solucéo estéril

de glicerol 80% e acondicionadas em um ultra freezer a -80°C.

4.10.2. Preparo das células competentes de E. coli

Foi isolada uma colonia pura de E. coli e inoculada em 5 mL de LB sem
antibidtico, e incubados a 37°C, durante aproximadamente 16 horas sob agitacdo de
250 rpm. Foi inoculado 100 yL da cultura em 50 mL de meio LB, e incubada a 37°C
com atmosfera de 5% de CO, sob agitacdo de 250 rpm até atingir uma densidade
optica de 0,3 a 600 nm (D.0.600nm). Uma vez alcancada a DO desejada, a cultura
foi resfriada, em gelo, por 10 minutos e redistribuida em tubos falcon estéreis com
40 mL de cultura em cada. Posteriormente, cada cultura foi centrifugada a 8.000 rpm
durante 20 minutos a 4°C e o sobrenadante descartado. Assim, para a lavagem do
precipitado celular, a cada tubo foram adicionados 20 mL de uma solucao, estéril e
gelada, de cloreto de calcio a 0,1 M e as células foram ressuspensas. Os tubos
foram novamente centrifugados a 8.000 rpm por 20 minutos a 4°C e o sobrenadante
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descartado. O precipitado celular unificado foi ressuspenso em 1,8 mL de cloreto de
calcio e 0,2 mL da solucao de glicerol 10% e aliquotas de 50 uL foram estocadas a -
80°C.

Para analise da eficiéncia de transformacdo, uma aliquota (100 pL) com
células competentes, congelada a -80°C, foi colocada no gelo durante 5 minutos. Em
seguida adicionou-se 1 ng do plasmideo pCR4-TOPO (Figura 4.2) (Invitrogen) e a
mistura foi incubada por 20 minutos no gelo. Em seguida a mistura foi transferida
para um banho maria por 2 minutos, previamente aquecido a 42°C. As amostras
foram transferidas de volta ao gelo por 5 minutos. Apos o choque térmico, aliquotas
de células foram colocadas em tubos de 1,5 mL e adicionou-se as células 1 mL de
meio LB a 37°C e foram incubadas a 37°C em banho maria, sob agitacdo lenta, por
uma hora. Diluicdes de 1:10 (50 pL de células em 500 uL de LB liquido) e 9:10 (450
ML de células em 500 pL de LB liquido) foram semeadas em meio LB agar liquido
suplementado com ampicilina (100 yg/mL) e incubadas a 37°C durante 18 horas

(overnight).

§
2 pCR'4-TOPO’
4.0 kb

Figura.4.2. Esquema do vetor plasmidial e sitios de clonagem. Extraida de Invitrogen
user manual. TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing Version O. 10 April 2006 25-0276.

Para uma eficiéncia 6tima, calcula-se que o titulo ideal seja de 10> a 10°
colénias por pug de plasmideo vetor. Este valor é representado em CFU (unidade
formadora de coldnias) /ug de DNA plasmidial.
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Formula:  n° de colbnias

[DNA] utilizado (ug)

4.10.3. Transformacao

O amplicon correspondente a regido NS5 foi submetido a uma reacéao de
ligagéo no vetor pCR4-TOPO® (TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing, Invitrogen).
Para a ligacdo do produto da PCR (amplificacdo do cDNA viral) ao plasmideo, foram
adicionados 10,0 ng do vetor TOPO, e 2,0 uL do inserto e agua estéril destilada para
um volume final de 5,0 pL. A mistura foi vortexada e deixada 5 minutos, a
temperatura ambiente e apos este periodo foi mantida a -20°C até a o0 momento do
uso. O produto da ligacéo foi utilizado para transformar células competentes de E.
coli TOP10 preparadas de acordo com o protocolo descrito no item 4.8.1, com

eficiéncia de 1 x 10" UFC por micrograma de DNA.

A transformacéo foi conduzida por choque térmico seguindo-se 0s mesmos
parametros descritos no item 4.8.3. Para tanto, uma aliquota (2,5 yL) do produto da
ligagéo foi misturado com 50 pyL de células competentes e incubado no gelo por 30
minutos. Em seguida, foi transportado para o banho maria previamente aquecido a
42° por 30 segundos. Imediatamente, foi colocado no gelo por 5 minutos. Apds o
choque térmico, foi acrescentado LB liquido e incubado a 37°C por 1 hora com

agitacao de 250 rpm.

O processo de selecao dos transformantes consistiu em semear aliquotas de
50 uL, 100 pL e o restante (850 uL centrifugados), da suspensédo de células em
placas de Petri contendo meio LB agar suplementado com 50 ug/mL de ampicilina.
As culturas foram mantidas a 37°C por aproximadamente 18 horas. ApoOs este
periodo, as placas foram avaliadas quanto a presenca de colbnias resistentes a
ampicilina. A etapa seguinte consistiu na selecdo de clones para proceder com a

extracdo de plasmideos e confirmar a presenca do inserto nos mesmos.

41



4.10.4. Extracdo do DNA plasmidial de Escherichia coli TOP10

Cada colbnia selecionada foi inoculada em 5 mL de meio LB contendo 50
pML/mL de ampicilina e mantidos, por cerca de 18 horas, a 37°C sob agitacdo. O
inoculo foi transferido para tubos de microcentrifuga e procedeu-se com a extragdo
de plasmideos com o kit PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega), conforme
recomendacdes do fabricante, a partir de 5 yL de cultura. A presenca e a qualidade
dos plasmideos foram verificadas através do sequenciamento de &cidos nucléicos
foi feito pelo método da terminacdo da cadeia por dideoxiribonucleotideo (ddNTP)
descrito por Sanger em 1977 utilizando o mix Big DyeTerminator verséo 3.1 (Applied
Biosystems) de acordo com as recomendacfes do fabricante. Os produtos da
amplificacdo foram sequenciados em um aparelho ABI PRISM 3100 (Applied
Biosystems) pela Plataforma Multi-usuério de sequenciamento — PDTIS/FIOCRUZ.
As sequéncias foram analisadas por meio do programa Chromas v. 3.0
(TechnelysiumPtyLtd) e do SegManll do conjunto Lasergene, v.8.0 (DNAStar, Inc.).

4.10.5. Quantificacdo do DNA Plasmidial

O DNA plasmidial foi quantificado usando o espectrofotdmetro Nanodrop™
2000 (Thermo Scientific) no comprimento de onda de 260 nm, onde 2 uL do DNA
extraido foram dosados e sua concentracédo foi calculada a partir da equacéo abaixo.
A concentracdo encontrada (em g/pL) é dividida pelo tamanho do plasmideo (em
pares de bases) multiplicado por 660 (peso molecular de 1 mol de plasmideo) e
multiplicada pelo nimero de Avogadro (6,022x10%) para encontrar a concentracao

do plasmideo contendo o virus.

Equacdo de conversdo da concentracdo obtida em g/uL para nuamero

moléculas/uL.

(IDNAg/pL]/tamanho do transcrito x 660) x 6,022 x 10%.
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4.11. Otimizacao da concentrac¢do dos oligonucleotideos e sonda da
RT-gPCR.

Com o objetivo de definir a melhor concentracdo dos oligonucleotideos
iniciadores (Tabela 4.1) para a reacao de RT-qPCR, trés concentra¢des distintas de
cada Oligonucleotideo foram combinadas formando 9 pares de concentracfes
diferentes (Tabela 4.4). A diluicdo do virus utilizado nestes ensaios foi de 10*

cOpias/reacdo e a concentracao da sonda Tagman foi fixada em 150 nM.

Tabela 4.4. Esquema com a variagdo da concentracdo dos oligonucleotideos
iniciadores em nanoMolar (nM).

Oligonucleotideo Oligonucleotideo positivo
negativo

100 300 600
100 100/100 300/100 600/100
300 100/300 300/300 600/300
600 100/600 300/600 600/600

Otimizacdo da concentracdo da sonda TagMan®

Uma vez estabelecida a concentracéo ideal do par de Oligonucleotideos, foi
determinada a concentracdo de sonda para emissdo de sinal fluorescente com o
menor valor de Ct, cycle threshold (Ct — ciclo onde a reacdo cruza o limiar de
deteccdo, o threshold. Sera neste ponto que os valores da intensidade de sinal
serdo coletados e utilizados para a quantificacdo das amostras). Para este ensaio
foram empregados 6 concentragdes distintas de sonda TagMan, variando de 50nM a
175 nM (Tabela 4.5). Cada amostra com a concentracdo de sonda especifica foi
aplicada na placa em 8 réplicas. A diluicdo do virus utilizado no ensaio foi de 10*. A
analise dos dados revelou qual a melhor concentracdo de sonda a ser adotada na

rotina laboratorial.
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Tabela 4.5. Condi¢des da mistura de reacao dos reagentes para o ensaio de

otimizacao da concentragdo de sonda TagMan.

Mistura _ Volume ‘Concentracao final
fagMan Master Mix 2X 12,5uL 1X
Oligonucleotideo (+) 0,75uL 300 nM
Oligonucleotideo ( -) 0,75uL 300 nM
sonda 0,12uL- 0,44 pL 50 nM-175nM
H,O 588uL-556puL 0 ----mm--
Total 20 e
cDNA 50uL e

4.12. RT-PCR em tempo real

A RT-PCR em tempo real foi realizada usando o Kit TagMan® Universal
PCR Master Mix (Applied Biosystems). Nas Tabelas 4.6 e 4.7 estdo demonstradas
as condicbes de ciclagem e concentracfes dos reagentes utilizados. Os
oligonucleotideos e sondas testados estdo descritos no tépico 4.9. Em todos os
ensaios foi incluido um NTC (No Template Control), que constitui um controle
negativo da reacdo, com a mistura de reagentes sem adicdo de amostra. Alguns
termos usados em RT-gPCR e que devem ser mencionados séo: threshold (nivel de
fluorescéncia onde o sinal é detectado deve ser sempre realizado na fase
exponencial) e Rn (sinal do reporter dividido pelo sinal de referéncia passiva, sinal

do ROX. Normalizagcdo empregada para corrigir erros de pipetagem).

Tabela 4.6. Ciclagem térmica da RT-gPCR. Etapas com respectivos tempos e

temperaturas usadas.

40 ciclos
DESNATURACAO | ANEL/EXTENSAO
HOLD | HOLD CICLO
2 10’ 15” 1
50°C | 95°C 95°C 60°C
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Tabela 4.7. Reagentes empregados para a reacdo da RT-gPCR para um

volume final de 25 pL.

Mistura Volume Concentracéao final
TagMan® Master Mix  12,5uL 1X
2X
Oligonucleotideo (+)  0,75uL 300 nM
Oligonucleotideo (-) 0,75uL 300 nM
sonda 0,38uL 150 nM
H,O 55uL -
Total 20puL -
cDNA 5,0 L 10 - 100 ng

4.13. Construcao da curva padréao

A curva padrao foi construida a partir de diluicbes seriadas na base 10 do
DNA plasmidial da concentracdo 10° cépias/reacdo até 10° copias/reacdo. Essa
faixa foi escolhida por ser capaz de quantificar amostras propagadas in vitro
(amostras de biorreator). Também foram selecionados 6 pontos (10°-10% cépias),

para atender 0s ensaios com amostras posteriores .

4.14. Determinacao da sensibilidade do teste

A curva padrdo, confeccionada a partir de diluicdes na base 10, até 100
cOpias de DNA plasmidial na base e 2 a partir de 100 copias até 1,5 cdpias, e essas
diluicdes foram repetidas 8 vezes por ensaio. A diluicdo que apresentou a menor
concentracéo e detectou-se 50% das réplicas, foi selecionada como sendo o limite
de deteccdo (LD) do ensaio. Nestes ensaios também foi possivel determinar o limite
de quantificacdo (LQ), através da selecdo ao escolher o ponto de menor

concentragcao que apresentou pouca variagdo, mantendo a linearidade.
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4.15. Precisao intermediaria

Para avaliar a repetibilidade e a reprodutibilidade do ensaio de RT-qPCR
para febre amarela, foram empregadas amostras de virus purificado reconstituido
em soro humano negativo (Negative Quality Control Serum, NIBSC), constituindo um
painel sorolégico, representado por trés concentragdes virais: alta com carga viral de
10* copias/reacdo, média com 10° copias/reacdo e baixa com 102 copias/reacéo do
virus de febre amarela, adicionadas a soro humano de individuo saudavel. Essas
amostras foram aplicadas em oito réplicas. Da mesma forma, foram avaliadas
amostras clinicas em pool (diversas amostras de soro humano de pacientes
vacinados) representando trés concentragfes do virus da febre amarela, alta com
carga viral de 103 cépias/reacdo, média com 102 copias/reacdo e baixa com 50
copias/reacdo. As amostras clinicas foram aplicadas em 10 réplicas. Os
experimentos foram autorizados pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de
Pesquisa Clinica Evandro Chagas IPEC/FIOCRUZ através do parcer 058/2008.

Os ensaios foram realizados por dois operadores diferentes e repetidos em
qguatro vezes no caso do painel sorolégico, dois realizados no mesmo dia e dois
ensaios realizados em dias diferentes. Para as amostras clinicas, devido ao
pequeno numero de amostras, foram realizados trés ensaios distintos, dois no
mesmo dia com operadores diferentes e um realizado em dia diferente pelo mesmo

operador, totalizando sete ensaios.

4.16. Especificidade

Para avaliar a especificidade do ensaio, o uso de outro flavivirus foi
fundamental. Assim foram usados diferentes sorotipos de Dengue (Dengue 1,
Dengue 2 e Dengue 3) e o virus da encefalite japonesa (VEJ) , totalizando 4
amostras distintas. Como controle positivo foi usado o virus da febre amarela VFA
propagado em cultura celular. Em todos os ensaios foram aplicados os controles

negativos que consistiam em soro humano negativo (NIBSC).
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4.17. Especificidade analitica

Para avaliar a interferéncia da presenca de outros virus na quantificacao da
carga viral das amostras, a curva padrao para o virus da febre amarela foi diluida em
um pool de RNA viral, contendo os virus da Dengue sorotipo 1, 2 e 3, o Virus da
Caxumba (MuV) e o Virus do Sarampo (MV), assim como em soro humano de
individuo saudavel (NIBSC). Também foi usado soro humano de individuo saudavel

(NIBSC) sem a adicdo de qualquer virus como controle negativo.

4.18. Gene de Referéncia

4.18.1. Controle interno endégeno

Para garantir a qualidade do teste, excluindo a possibilidade de falso
negativos devido a presenca de inibidores da reacdo, ou da qualidade e integridade
do cDNA das amostras, foi usado um controle interno endégeno comercial fornecido
pelo kit TagMan® RNase P Detection Reagents (Applied Biosystems), onde a sonda
TagMan é marcada com o fluoréforo VIC/MGB, de acordo com as especificagdes do
fabricante. Este controle interno foi aplicado nos ensaios para verificagdo da
precisao intermediaria do método, nos experimentos com amostras reconstituidas de
soro humano contendo diluicbes seriadas do virus purificado apds propagacéo
assim como em amostras de soro humano negativo (NIBSC), tanto em multiplex
(para o alvo gendmico viral e para o alvo humano), como em reacdes separadas
durante um mesmo ensaio (mesma placa), a fim de avaliar a eficiéncia do método
para a deteccao dos dois alvos em uma mesma reacao e, se haveria interferéncia no

caso das duas rea¢des ocorrendo concomitantemente.

Tabela 4.8. Ciclagem térmica da RT-gPCR. Etapas com respectivos tempos e

temperaturas usadas.

40 ciclos
DESNATURACAO | ANEL/EXTENSAO
HOLD | HOLD CICLO
2 10 157 T
50°C | 95°C 95°C 60°C
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Tabela 4.9. Reagentes empregados para a reagdo da RT-gPCR em multiplex

para um volume final de 25 pL.

Mistura ~Volume Concentracao final |
TagMan® Master Mix 2X 12,5uL 1X
Oligonucleotideo (+) 0,75uL 300 nM
Oligonucleotideo ( -) 0,75uL 300 nM
sonda 0,38uL 150 nM
TagMan® Gene 900nM Oligonucleotideo (+)
Expression Assays 0.5 L 900nM Oligonucleotideo (-)
(VIC® dye-labeled ' 250 nM Sonda
MGB probe)
H,O 55puL 0 e
Total 20puL e
cDNA 5,0 pL 10 - 100 ng

4.18.2. Controle interno exégeno

Para garantir a qualidade do ensaio com amostras provenientes de
biorreatores, onde o virus propagado esta em meio livre de soro humano, foi usado
um controle interno exdgeno, diferente da RNAse P. Para tal empregou-se o kit
TagMan® Exogenous Internal Positive Control Reagents VIC™Probe (Applied
Biosystems), de acordo com as especificagées do fabricante, onde neste caso, 5,6
puL do DNA do controle exégeno 50X € adicionado a amostra antes da extracdo do

RNA. Os ensaios foram realizados em multiplex.

Tabela 4.10. Ciclagem térmica da RT-gPCR. Etapas com respectivos tempos e

temperaturas usadas.

40 ciclos
DESNATURACAO | ANEL/EXTENSAO
HOLD | HOLD CICLO
2 10 15” T
50°C | 95°C 95°C 60°C
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Tabela 4.11. Reagentes empregados para a reacdo da RT-gPCR multiplex

para um volume final de 25 pL.

Mistura Volume Concentracéao final
TagMan® Master Mix  12,5uL 1X
2X
Oligonucleotideo (+)  0,75uL 300 nM
Oligonucleotideo (-) 0,75uL 300 nM
sonda 0,38uL 150 nM
Exo IPC Mix 10X 4,0 pL 2X
H,O 55uL 0 -
Total 20pL -
cDNA 5,0 L 10 - 100 ng

4.19. Teste de diferentes oligonucleotideos iniciadores.

Diferentes oligonucleotideos iniciadores para os alvos NS3 e 3'UTR do virus
da febre amarela (Figura 4.2) foram testados pelo sistema SYBR® Green de RT-
gPCR para avaliar o desempenho dos mesmos quando comparados com oS
iniciadores para a regidao NS5. Neste caso, para o uso de SYBR Green, apenas 0s
Oligonucleotideos senso e anti-senso sdo adicionados a mistura da reacao,
ocorrendo em uma Unica etapa, que inclui a transcricdo reversa, diferente da
descrita pelo sistema TagMan. Através da curva padrdo plasmidial, o virus
purificado foi quantificado através de diluicdes seriadas na base 10 e 2 contendo 10’
até 50 cépias/reacao. As condi¢des da reacao estdo demonstradas nas (Tabela 4.9
e 4.10). Estes experimentos tiveram como objetivo avaliar a possivel formacédo de
dimeros dos conjuntos de oligonucleotideos testados, além de comparar a
sensibilidade e desempenho dos iniciadores para as amostras com baixo nimero de

copias virais.

MS3 sense AggTCCAgTTgATCgCqggC
MS3 antisense gAgCgACAgCCCCgATTTCT
JUTR sense  AACCCACACATgCAggACAA

JUTR GTTgCAggT CAgUATCCACA
antisen se
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Figura 4.3. Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores, descritos por Bae e cols.

2003, usados para a comparacao com a regido NS5 viral.

Tabela 4.12. Concentracdo dos reagentes do ensaio usando o0 sistema
SYBR® Green de RT-qPCR.

Mistura RT-qPCR

Mistura Volume Concentracgdes finais
SuperMix Express SYBR® 1X
10,0 pL
Green ER com ROX 2X
Oligonucleotideo (+) 0,4 pL 200 nM
Oligonucleotideo (-) 0,4 uL 200 nM
Enzima SuperScript Il
) 0,5 pL
Platinum SYBR® Green
H.O 37uL -
Total 15,0 pL
RNA 5,0 pL 1pg-1ug

Tabela 4.13. Ciclo da PCR em tempo real com respectivos tempos e

temperaturas utilizadas.

40 ciclos
DESNATURAGAO | ANEL/EXTENSAO DICS:gCR)\(élAA[g)io
HOLD [ HOLD CICLO
> 2 15” T 15" [ 1 [ 30" | 15"
50°C | 95°C 94°C 60°C 95°C | 60°C | 95°C | 60°C

4.20. Correlacéo entre PFU/mL e Cépias/mL

Com o objetivo de correlacionar PFU/mL e Copias/mL, analisamos a
quantificacdo de amostras do virus da febre amarela propagadas in vivo e in vitro
por PCR em tempo real e por ensaio de placa de lise. Para esta correlacao

utilizamos amostras de cinéticas em garrafas estacionarias, em biorreatores e em
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cell factorys, que sdo sistemas projetados para a cultura em larga escala de células
e produgcdo de biomateriais, tais como vacinas, anticorpos monoclonais, etc,
fornecendo uma extensa superficie para o crescimento em espaco limitado. Alguns
beneficios sdo o baixo risco de contaminacdo e de facil manuseio das multi-
camadas de pilhas.

Para a cinética de biorreatores, foram analisadas amostras do dia da coleta
(referente ao 4° dia apOs a inoculacao), de quatro lotes diferentes (Lote 4, 6, 7 e 8).
Na curva de propagacéao viral em garrafa estacionaria, aliquotas foram retiradas de
hora em hora nas primeiras 6 horas e posteriormente de 24 em 24 horas, durante 7
dias. Para a curva de propagacao viral em cell factory, foram analisadas amostras
de duas cinéticas durante 7 dias.

Além disso, também analisamos amostras de soro de 4 primatas nao
humanos , macaco Rhesus (Macaca mulata) cedidos pelo Centro de Criagcdo de
Animais de Laboratério (CECAL) da Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz). O
experimento foi autorizado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
FIOCRUZ através da licenca LW-22/12 com validade até 12/04/2016. Os animais
foram imunizados por via subcutdanea com a vacina 17DD produzida em Bio-
Manguinhos. As amostras foram coletadas com o intervalo de 2, 4, 6, 8 e 10 dias
apos a infeccdo. Todas as amostras foram analisadas por ensaio de placa de lise e

RT-gPCR em tempo real.

4.21. Andlise estatistica

O desvio-padrao (DP) € uma medida de dispersdo absoluta que descreve os
desvios de resultados com relagdo a meédia. O coeficiente de variagdo (CV) é uma
medida de dispersao relativa, correspondendo ao desvio-padrao expresso como a
porcentagem da média. Quanto menor o CV mais homogéneo € o conjunto de dados
(Toledo e Ovalle, 1995a). Coeficientes de variacdo menores que 20% sao aceitos
para ensaios biolégicos (ANVISA, 2003).
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Calculou-se as médias, os desvios-padrédo e coeficientes de variacdo dos
resultados de precisdo intermedidria, para determinar se os mesmos estavam de

acordo com o critério de aceita¢do ja citado.

O coeficiente de correlacdo de Pearson € uma medida do grau de relacao
linear entre duas variaveis quantitativas. Este coeficiente varia entre valores de -1 e
1. O valor 0 (zero) significa que ndo ha relagéo linear, o valor 1 indica uma relagéo
linear perfeita e o valor -1 significa uma relacdo linear perfeita mas inversa, ou seja
quando uma aumenta a outra diminui. Quanto mais proximo estiver de 1 ou -1, mais

forte € a associacao linear entre as duas variaveis (Toledo e Ovalle, 1995b).

O coeficiente de correlacdo de Pearson determinou a correlacdo nos ensaios
que avaliaram a especificidade analitica, a quantificacdo pela curva padrao
plasmidial e estimada por placa de lise e a correlacao entre o ensaio de placa de lise
e RT-gPCR. Os resultados obtidos foram organizados no Microsoft Excel 2010 e as

analises estatisticas foram realizadas no GraphPad Prism® versédo 5.01.
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5. Resultados

5.1. Clonagem

Para iniciar a padronizacdo do PCR em Tempo Real, o primeiro passo foi
construir uma curva padrdo que nos permitisse avaliar a quantidade de particulas
virais presente tanto em amostras clinicas, quanto em amostras de virus cultivadas
in vitro. A primeira curva utilizada no estudo foi construida a partir de uma amostra
de virus cultivada in vitro e purificada por troca ibnica. Essa amostra foi titulada por
ensaios de placa de lise e a partir da premissa de um placa de lise ser originado de
uma particula viral, a quantidade de copias foi estimada por RT-gPCR usando o
sistema TagMan, a partir de diluicbes seriadas na base 10, utilizadas para a
confecgdo da curva padrédo ou curva de calibracdo. Esta curva inicialmente, ndo nos
permitia uma quantificacdo real do nimero de copias e sim um valor estimado.
Neste sentido, para se ter um valor mais acurado a regido NS5 do virus febre
amarela foi clonada no plasmideo TOPO. A andlise do sequenciamento confirmou a

presenca do inserto no plasmideo.

5.2. Obtencao da Curva Padréao

Baseado na estimativa da concentracdo de plasmideos contendo a regido
NS5 viral verificada no Nanodrop™ 2000 (Thermo Scientific) foi calculado o niumero

de cépias plasmidial, como demonstrado abaixo (Figura 5.1).

ng/ul {g/ul)

Concentragdo 3,67E-08

b
Tamanho do Plasmideo | 3900

Concentragdo (g/ul)

% (6,022x10%23)
[Tamanho do Plasmideo (pb)] x 660

[Moléculas/uL 8,50E+09)|
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Figura 5.1. Formula descrita no manual Principio da PCR em tempo real (Applied
Biosystem). Os seguintes parametros foram usados para converter a concentragao obtida
em g/uL para nimero de moléculas/uL: a concentragdo em g/uL dividida pelo tamanho do
plasmideo em pares de bases multiplicado pelo peso molecular médio de 1 pb de DNA =660
g/mol; multiplicado por 1 mol de moléculas (nimero de Avogrado) = 6,02 x 10?* moléculas.

Para construir uma curva padrao que nos permitisse acompanhar a cinética
viral in vitro, diluicBes seriadas na base 10 do plasmideo recombinante foram feitas a
partir do ponto de 10° cépias até o ponto 10? (Figuras 5.2 e 5.3). Em ambas as
curvas, as amostras referentes a cada ponto de diluicdo, foram aplicadas em
triplicata na placa e apos a corrida, os parametros “Slope” (proximo a -3,32), R? (=
0,99) e Eficiéncia (proximo a 100%) foram analisados e avaliados, segundo as
especificacoes da Applied Biosystem. Os resultados apresentaram “Slope” de -3,593
e -3,351, R? de 0,991 e 0,999 e Eff% (Eficiéncia) de 89,81 e 98,78, como
demonstrado nas Figuras 5.2 e 5.3, respectivamente, e, portanto, dentro das

especificacoes fornecidas pela Applied Biosystems.

40 -

0.
35 - .
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30 .
-.‘
25 - ‘e,
+— "
& ..,
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15 e
10 4 y=-3.68x + 45,08 o
r’= 0,99
E=862 %
5 T T T T T T T T 1
100 102 10 10* 105  10° 107  10°  10° 1010

Coépias/ reacado

Figura 5.2. Curva padrdo com 8 pontos da diluicdo a fim de verificar o desempenho da
amplificacdo pelo sistema TagMan, através da avaliacdo dos parédmetros da curva padréo
(slope, intercepto, R” e eficiéncia). Esta curva foi usada para os ensaios de quantificacdo de

amostras de titulo viral mais elevado (biorreatores, por exemplo).
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Figura 5.3. Curva padrédo com 6 pontos de diluicdo que foram usados nos experimentos

com amostras clinicas, as quais possuem uma carga viral relativamente baixa.

A fim de avaliar a diferengca na quantificacdo entre a curva padrdo usada antes
da clonagem, onde a quantidade de cOpias era estimada a partir do titulo viral, e a
curva padrdao plasmidial, fizemos um ensaio comparativo entre as duas curvas
(Grafico 5.1) e obtivemos um resultado estatisticamente significativo quando
analisamos pelo coeficiente de correlacdo de Pearson no programa GraphPad
Prism® versao 5.01.
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Grafico 5.1 — Andlise comparativa entre, a curva quantificada por placa de lise e a curva

plasmidial adotada posteriormente. Valor de P: < 0.0001. Diferenca estatisticamente
significativa quando avaliada pelo coeficiente de correlagdo de Pearson.
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5.3. Otimizacao dos oligonucleotideos iniciadores e sonda.

5.3.1. Otimizacao dos oligonucleotideos iniciadores para a regido NS5 viral

Para avaliar a melhor concentracdo de oligonucleotideos a ser usada nos
experimentos, variamos apenas a concentracdo dos oligonucleotideos iniciadores e
fixamos a concentragcdo de sonda em 150 nM. Os resultados obtidos foram
analisados (Grafico 5.2). A concentracdo que apresentou a menor variagdo e bom
desempenho na quantificacdo usando a menor concentracdo de oligonucleotideos
foi a de 300/300 nM, logo a concentragcédo escolhida para uso nos experimentos

seguintes.

Varia¢ao da Concentragao dos Oligos
34 -
33 -
32 -
31 -
30 -
29 -

28 | B Virus Da Febre

Amarela
27 4

26 -
25

QQ QQ\ @Q QQ ()Q QQ QQ; QC) @Q
PN SN A I P\ P A\
O & & S O & &

N
Concentragdo dos Oligos (nM)

Gréfico 5.2 — Variacdo das concentracdes dos oligonucleotideos iniciadores, valores de
Ct encontrados para a mesma concentracdo de virus (10* copias/ reagdo) e seus

respectivos desvios padréo.

5.3.2. Otimizacado da sonda TagMan para a regiao NS5 viral

Para testar a melhor concentracdo de sonda a ser usada, realizamos um
experimento variando apenas a concentracdo da sonda TagMan e fixando a
concentracdo dos oligonucleotideos iniciadores em 300/300 nM. A menor

concentracdo de sonda que apresentou o menor desvio padrdo e a0 mesmo tempo

56



forneceu o menor valor de Ct foi 125nM, logo foi a concentracéo escolhida para os

ensaios posteriores.

Variag¢ao na concentracao de sonda
30,5
30 4

29,5

29 -
o]
285 -
M Virus da Febre
28 Amarela
27,5
27 T T T T T T
50 75 100 125 150 175

Concentragdo de Sonda (nM)

Gréfico 5.3 — Variagdo da concentracdo da sonda, valores de Ct encontrados para a

mesma concentracdo de virus (10* copias/ reacéo) e seus respectivos desvios padrao.

5.4. Linearidade, Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacéao.

Com o objetivo de avaliar a linearidade, ou seja, a capacidade de uma
metodologia analitica em demonstrar que os resultados obtidos sédo diretamente
proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo
especificado, esgotamos a curva padrao plasmidial através de diluicbes, a partir do
ponto 10’ cépias/reacdo até 1,5 copias/reacdo. Abaixo do ponto 12,5 ndo houve
mais a deteccdo de coépias virais (Tabela 5.1), assim como no controle negativo
utilizado nos experimentos. A linearidade do teste foi comprovada, pois a variacao
entre as diluicdes foi linear até o ponto 102 copias/reacdo, onde termina a faixa
reportavel do método. Apesar do ensaio detectar até 12,5 copias/reacéo, o limite de
deteccdo observado foi de 25 coépias/reacdo, pois esta diluicdo possibilitou a
amplificacéo de pelo menos 50% das replicatas testadas (Tabela 5.1). O limite de
quantificacdo foi estabelecido na concentracdo de 100 copias/reacdo, por ser a
menor concentracdo com a qual o método permitiu a deteccéo de todas as replicatas
testadas e estar incluido dentro da faixa de concentracdo reportavel do teste (Limite

de Deteccéo).
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Tabela 5.1. Determinacao dos limites de quantificacao (LQ) e deteccédo (LD).

Numero de NUumero de pogos

Copias Média Ct detectados Observacao

10’ 16,93 8/8

10° 20,59 8/8

10° 24,08 8/8

10* 27,50 8/8

103 31,10 8/8

102 34,17 8/8 LQ
50 34,88 5/8

25 35,53 5/8 LD
12,5 36,13 3/8
6,25 - 0/8

5.5. Precisédo intermediaria

Para analisar a variagdo do método, os ensaios foram repetidos pelo mesmo
operador em dias diferentes e por operadores diferentes no mesmo dia. Dois painéis
foram construidos para essa analise: (i) um painel sorolégico com amostras
reconstituidas contendo amostras com carga viral alta de 10* c6pias/reacdo, média
com 10° copiasireacdo e baixa 102 copias/reacdo do virus de febre amarela,
adicionadas ao soro humano de individuo saudavel e, (i) um painel construido a
partir de um pool de amostras clinicas (soro humano de pacientes vacinados com a
vacina febre amarela 17DD), com carga viral de 103 copias/rea¢cdo, um pool com 102
cOpias/reacdo e um pool com 50 coépias/reacdo do virus da febre amarela. Os dois
painéis foram processados por dois operadores diferentes, repetidos em quatro
ensaios distintos. No caso do painel soroldgico, foram realizados dois ensaios no
mesmo dia e dois outros ensaios realizados em dias diferentes. No caso do painel
de amostras clinicas, foram realizados trés ensaios distintos, dois realizados no

mesmo dia e um realizado em dia diferente, totalizando sete ensaios.

Painel sorolégico de amostras reconstituidas experimentalmente.

Tabela 5.2. Resultados em copias/reacdo dos ensaios de repetibilidade e

reprodutibilidade do painel sorolégico (virus reconstituido em soro).
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Operador 1 Operador 2 Operador 1  Operador 2

Amostra (MD*) (MD¥) (DD*¥) (DD*¥)
AIEE 77908,36 94165,33 79864,08  75903,05
Alta 2 33065,27 64650,82 31386,81  51470,59
Alige 111554,20 75916,64 11178603  59783,28

Media 1 5917,72 5296,17 4805,03 3899,60

ivicdiagz 12396,53 5957,64 9601,86 4352,00

Media 3 8706,92 6331,21 7782,06 5092,87

Baixa 1 147,96 65,77 70,91 97,66
Baixa 2 159,74 53.40 90,13 54,20
Baixa 3 54,45 76,38 31,89 55,98

*Experimentos realizados pelos operadores 1 e 2 no mesmo dia.
* Experimentos realizados pelos operadores 1 e 2 em dias distintos.

Precisao Intermédiaria

1000000 - - s -
(Painel Sorolégico)
= =
T
=
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o (Mesmo dia)
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(Dias diferentes)

 Operador 2
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Gréfico 5.4 — Andlise da precisédo intermediéria a partir do painel sorolégico contendo
amostras com carga viral alta de 10* copias/reacdo, média com 10° copias/reacdo e baixa
102 copias/reacao do virus febre amarela, adicionadas ao soro humano e seus respectivos
desvios padrdo. As amostras foram processadas por dois operadores diferentes e repetidas
em quatro ensaios distintos, dois realizados no mesmo dia e dois ensaios realizados em
dias diferentes.

Amostras clinicas

Tabela 5.3. Resultados em copias/reacdo dos ensaios de repetibilidade e
reprodutibilidade do painel de amostras clinicas.

59



Amostra Operador 1 Operador 2 Operador 1

Alta 1764,356 1770,084 1568,415
Média 146,2447 153,1703 153,7357
Baixa 61,96274 37,34988 40,72673

Precisao Intermediaria

(Amostras Clinicas)
10000 -

1000 -

100 -
H Operador 1

10 - i Operador 2

Numero de copias (Logl0})

Alta Média Baixa
Amostra

Gréfico 5.5 — Analise da precisado intermediaria a partir do painel de amostras clinicas,
representadas em trés concentracdes do virus febre amarela: alta com carga viral de 103
copias/reacdo, média com 102 cOpias/reacao e baixa com 50 cépias/reacdo do virus da
febre amarela e seus respectivos desvios padrdo. As amostras foram processadas por dois
operadores diferentes e repetidas em trés ensaios distintos, dois realizados no mesmo dia e
um ensaio realizado em dia diferente.

5.6. Avaliando a especificidade

5.6.1. Especificidade

Com objetivo de avaliar a especificidade do teste para febre amarela, analisamos
também amostras de outros flavivirus (Dengue 1, 2 e 3 e Encefalite Japonesa). Este
ensaio demonstrou apenas a detecgcao do virus de febre amarela, comprovando a
especificidade do teste. (Tabela 5.4).

Tabela 5.4 - Andlise da especificidade do método. Os valores de Ct
correspondem a deteccdo em diferentes numero de cépias para o virus da Febre
Amarela (VFA). Amostras virus Dengue (DENV 1, 2 e 3) e virus da Encefalite

Japonesa (VEJ) ndo apresentaram amplificacao.
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Amostra Ct

Febre amarela 10° Cépias/reagido 19,31
Febre amarela 10° Cépias/reagio 22,76
Febre amarela 10* Cépias/reagao 25,78
Febre amarela 103 Cépias/reacdo 29,6
Febre amarela 102 Cépias/reagdo 34,54

Dengue 1 Indeterminado

Dengue 2 Indeterminado

Dengue 3 Indeterminado

Encefalite Japonesa Indeterminado

Controle Negativo Indeterminado

5.6.2. Especificidade Analitica

Amostras clinicas (soro humano) podem apresentar mais de um componente
viral e para avaliar o quanto a presenca de outros virus poderia interferir na
guantificacdo do nosso alvo, foi realizado um ensaio de especificidade analitica, no
qual preparamos um pool contendo virus distintos (caxumba, sarampo, Dengue 1, 2
e 3 e Febre amarela) adicionado ao soro humano negativo para estes virus. Foi
entdo realizado um ensaio onde comparamos a quantificacdo do virus febre amarela
na presenca e na auséncia do pool de virus. A variacdo dos Cts observada nao
ultrapassou 20% e quando os dados foram analisados pelo coeficiente de correlacéao
de Pearson no programa GraphPad Prism® versdo 5.01, a variacdo entre 0s
resultados ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa, sugerindo que
nao houve interferéncia na quantificacdo de febre amarela, mostrando a robustez do
teste (Grafico 5.6). O controle negativo usado neste experimento obteve um
resultado indeterminado, confirmando assim a ndo amplificagdo de virus da febre

amarela.

Especificidade Analitica
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W _ [ Curva Padrao YFV+Pool
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Numero de copias/reagao
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Grafico 5.6 — Andlise comparativa dos valores de Ct para as concentragdes do virus da
Febre Amarela 17DD diluido em soro humano negativo (curva padrdo VFA) e em soro
contendo em conjunto os virus da Caxumba, Dengue 1, 2 e 3 e Sarampo (curva padrao VFA
+ pool viral). Valor de P: 0,9950, ndo se mostrou estatisticamente significante pelo
coeficiente de correlacao de Pearson.

5.7. Validagéo

A Tabela abaixo foi emitida pelo setor de qualidade de Bio-Manguinhos, Secéo

de validacdo analitica (SEVAN), no final da validacdo, como demonstrativo que a

validacéo foi bem sucedida e que todos os critérios de aceitacdo foram atendidos.

Tabela 5.5. Analise estatistica realizada pelo SEVAN. S.= desvio padréo.

A Resultado
N® Pa'ro\amlt_atro~s de : : : Critério de Aceitac&o
vallagao Painel sorolégico Amostra clinica
I S. S. S. S. .
1 rieéﬁ)gélgwdade do Alto | medio | baixo S. Alto médio S. baixo
3,35 1,72 2,84 0,62 2,14 2,74
Precisdo Intermediaria S. S. S. S. .
2 |variando dia— Alto | médio | baixo S. Alto médio S. baixo CV < 10%
Operador 2 0,71 0,45 2,17 - - -
Precisdo Intermediaria S. S. S. S. .
3 |variando dia - Alto | médio | baixo S. Alto médio S. baixo
Operador 1 2,28 1,31 2,22 1,07 1,57 1,98
Precisédo Intermediaria S, S, S. S. Alto S. S. baixo
4 variando analista Alto | médio | baixo ) médio )
1,72 1,13 2,14 1,29 1,59 2,08
Positivo para o virus de
e febre amarela
5 | Especificidade Conforme Negativo para os demais
virus
6 |Limite de deteccéo Diluigdo 12,5 com o CT médio de 36,14 A determinar
. . - S L A determinar
7 | Limite de quantificacao Diluicdo 100 com o CT médio 34,16 !

5.8.

Gene de Referéncia

Para garantir que os resultados negativos ndo correspondiam a uma falha em

qualguer etapa do ensaio, avaliamos a presenca de um gene de referéncia nas

amostras de soro positivas e negativas para febre amarela.
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A RNAse P é um gene constitutivo, presente no sangue humano e tem sido
utilizado como controle enddgeno. Para esta andlise, utilizamos as amostras usadas
na validacdo (virus propagado em garrafa estacionaria purificado e diluido em soro
humano, amostras clinicas e varias amostras de soro negativas para febre amarela)
para avaliar a deteccdo de RNAse P como controle interno enddgeno. Todas as
amostras foram aplicadas em triplicatas e independente da carga de RNA para febre
amarela, os valores de Ct para a RNase P se mantiveram relativamente constantes
(Tabela 5.6).

Tabela 5.6 — Valores de Ct para o alvo da RNAse P e para a regidao NS5 do virus
febre amarela (VFA) nas amostras analisadas. Cada numero (22718, 21037, 20827,
20825 e 20671) correspondem a amostras de soro individuais de pacientes
vacinados, analisadas por RT-gPCR para o alvo febre amarela e RNase P,
confirmando a auséncia de resultados falsos-negativos.

Amostra Ct Febre Amarela Ct RNAse P
Amostra Clinica Baixa 36,40 31,30
Amostra Clinica Média 35,84 31,41

Amostra Clinica Alta 34,95 31,93
Painel Sorolégico Alto 20,96 30,43
Painel Soroldgico Baixo 27,49 29,22
Virus Reconstituido em Soro 20,80 29,99
Amostra 22718 35,25 29,99
Amostra 21037 Indeterminado 30,82
Amostra 20827 Indeterminado 31,39
Amostra 20825 Indeterminado 31,78
Amostra 20671 Indeterminado 30,12

Soro Negativo Indeterminado 30,54

5.9. Controle Interno Ex6geno

Com o objetivo de ter um controle interno para as amostras de virus
propagado em biorreator em meio livre de soro, foi necessario estabelecer um
controle interno exégeno (EXO IPC) que garantisse a veracidade de resultados
negativos. As amostras foram aplicadas em triplicatas e a andlise dos dados
demonstraram que independente da concentracao de virus, bem como na auséncia
do mesmo o EXO IPC apresentou minima variacdo nos valores de Ct, sugerindo
fortemente que o mesmo poderia ser utilizado como controle interno exdgeno para

amostras isentas de soro (Grafico 5.7).
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Gréfico 5.7 — Amostras de biorreator analisadas para os alvos da regido NS5 do virus
da febre amarela (VFA) e para o EXO IPC (controle exdgeno). Em roxo estdo representadas
as amostras do vaso 1 do biorreator 6 e em verde as amostras do vaso 2 do biorreator 6.
Em pontilhado esta apresentado o resultado obtido para o EXO IPC, mostrando a minima
variacdo de deteccdo entre as amostras.

5.10. Teste dos Oligonucleotideos Iniciadores

Como as amostras oriundas de estudos clinicos geralmente apresentam baixa
carga viral para febre amarela, onde o niumero de copias virais pode estar em uma
faixa de concentracdo entre o limite de quantificacdo e deteccdo, é importante
termos mais de um alvo gendémico para analise, visando minimizar possiveis davidas
na detecgcdo dessas amostras, permitindo inclusive uma analise em ensaios de PCR
multiplex para mais de um alvo do mesmo virus. Para viabilizar esta andlise,
testamos diferentes iniciadores (regido NS3, 3’'UTR e NS5) para virus da febre
amarela empregando o sistema SYBR Green, em uma reacdo de etapa unica (one
step; reacdo de transcricao reversa simultanea a PCR). O sistema SYBR Green nos
permitiu avaliar a formacéo de dimeros de iniciadores através das analises da curva
de dissociacdo, e comparar o desempenho dos mesmos na deteccéo viral. Os dados
revelaram que apesar da pequena variacdo na deteccao do virus pelos diferentes

iniciadores a regido NS3 apresentou uma linearidade menor em relacdo a deteccao
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das demais regides virais, e a regiao 3'UTR alcangou um plateau na quantificacdo
de concentragbes menores, inviabilizando a diferenciagéo entre concentragdes virais

abaixo de 100 cépias/reacao (Gréfico 5.8).

Teste dos Oligonucleotideos

Iniciadores
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35 - 2
30 -
25 -

& 20 - ——Regido NS3
15 1 Regido 3'UTR
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5 —#—Regido NS5
0 T T T T T T

10’ 10° 10° 10° 10° 107 50

Numero de Copias

Gréfico 5.8 — Analise do desempenho dos iniciadores para as regides NS3, 3UTR e
NS5 do virus da febre amarela, empregando o sistema SYBR Green de RT-gPCR. A regido
NS3 apresentou baixa linearidade e a regidao 3’'UTR ndo permitiu diferenciar entre as

concentracdes virais mais baixas (100 e 50 cOpias/reacao).

5.11. Correlacao entre os ensaios de quantificacado por PFU/mL e Copias/mL

5.11.1. Curvade propagacao viral em garrafa estacionéria

Uma das etapas do processo de desenvolvimento de uma vacina viral € a
determinacao da cinética de propagacéao viral. Esta cinética permite avaliar o pico de
producdo do antigeno. No LATEV estas cinéticas sdo realizadas com trés
abordagens distintas: em garrafas estacionarias, em biorreatores e em cell factorys.
O PCR em Tempo Real permitiu a analise dessas cinéticas, através da quantificacao
do RNA viral e uma posterior compara¢cdo com os ensaios de titulacéo por placas de
lise. Na curva de propagacao viral em garrafa estacionaria, onde o virus propagado
foi quantificado por ensaio de placa de lise e por RT-gPCR, aliquotas foram retiradas
de hora em hora nas primeiras 6 horas e em seguida, de 24 em 24 horas. O
resultado foi analisado e demonstrou um perfil similar nas duas técnicas de
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quantificacdo (Grafico 5.9). Com o objetivo de verificar se h4 uma correlacédo entre
os dois métodos de quantificacdo, calculamos a razdo entre os dois ensaios para
todos os pontos avaliados (Tabela 5.7) e obtivemos uma média de 1,58 (ICgse: 1,47
- 1,68) (Tabela 5.5).

Curva de Propagacao Viral
(Garrafa estacionaria)

10 -~
8 -
g6
—&—Titulo (PFU/mL)
4 —@— Copias/mL
2 4—F—77T"TTTTTTTTTT1

O 1 AN OO < 1D © < 0 O
N < O

120
144
168
192

Horas

Gréfico 5.9 — Andlise da cinética de propagacdo viral em garrafa estacionaria. As
amostras foram quantificadas por ensaio de placa de lise (PFU/mL, em azul) e por PCR em

tempo real (cépias/mL, em roxo). Nota-se que as curvas apresentam um perfil semelhante.

Tabela 5.7. Cinética de propagacéo viral em garrafa estacionaria.

Horas de Titulo Cépias Razao Diferenga
infeccdo  (PFU/mL)* (RNA/mL)* (RNA/mL/PFU RNA/mL/PFU/
/mL) mL
0 3,3 5,5 1,67 2,2
1 3,2 5,9 1,84 2,7
2 3,4 5,6 1,65 2,2
3 3,4 5,9 1,74 2,5
4 3,3 5,5 1,67 2,2
5 3,3 5,9 1,79 2,6
6 3,2 5,4 1,69 2,2
24 6,5 8,0 1,23 1,5
48 6,3 8,3 1,32 2,0
96 5,9 9,1 1,54 3,2
120 6,2 8,4 1,35 2,2
144 5,7 8,7 1,53 3
168 5,3 8,3 1,57 3 Média 1,58
192 6,0 7,6 1,27 1,6 1Cgs5o, : 1,47 - 1,68

*valores expressos em log10.
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5.11.2. Cinética de propagacéao viral em biorreatores.

Para a cinética de propagacao viral em biorreatores, as amostras do dia da
coleta, referente ao 4° dia apds a inoculacdo, de quatro lotes diferentes (ou seja,
quatro biorreatores diferentes), previamente quantificadas pelo ensaio da placa de
lise, também foram quantificadas por RT-gPCR (Grafico 5.10). Ao analisar o
resultado, observamos que para cada método, a quantidade de virus obtida no
quarto dia apés a inoculagdo para os diferentes lotes de propagacao foi muito similar
(Tabela 5.6). Ao analisarmos a razdo entre os titulos calculados por PFU/mL e o
namero de cépias de RNA para todos os lotes produzidos obtivemos uma média de
1,36 (ICgs0: 1,30 - 1,41) (Tabela 5.8) e (Grafico 5.10).

Tabela 5.8. Cinética de propagacéao viral em biorreatores.

Cépias Titulo Razdo Diferenga
(RNA/mL)*  (PFU/ML)*  (RNA/mL/PFU/mL) (RNA/mL/PFU/mL)
Lote 10,11 7,0 I 3,11
Lc?te 9,85 7,3 135 2,55
Lote 106t e 1,36 2,81 Média 1,36
chte 10,61 8,2 1,29 2,41 ICos5 1,30 -

1,41

*valores expressos em log10.

Propagac¢ao Viral em Biorreatores
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Gréfico 5.10 — Andlise da propagacao viral em biorreatores referente ao 4° dia apos a
inoculacdo. Em vermelho, esta demonstrado o resultado obtido pela quantificacdo por RT-

gPCR (copias/mL). Em azul, o resultado obtido na titulacdo por placa de lise (PFU/mL).
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5.11.3. Cinética de propagacéo viral em Cell Factory.

Para a cinética de propagacéo viral em Cell Factory, analisamos as amostras de
duas cinéticas durante sete dias apods a infeccdo, quantificadas pelo ensaio da placa
de lise, e também por RT-gPCR (Graficos 5.11 e 5.12). Ao analisar o resultado,
observamos que o perfil das curvas para as diferentes cinéticas de propagacéao foi
muito similar. Quando calculamos a razao entre os titulos obtidos por PFU/mL (placa
de lise) e o numero de copias de RNA (RT-gPCR) nas duas cinéticas obtivemos uma
meédia de 1,65 (ICgs0: 1,44 - 1,85) em ambas as situacoes (Tabelas 5.9).

Cinética de propagacao viral em
Cell Factory
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== Cdpias/mL

Logl0

Gréfico 5.11 — Cinética 1 da curva de propagacéo viral em Cell Factory. As amostras
foram quantificadas por RT-gPCR (cépias/mL, em roxo) e por ensaio de placa de lise

(PFU/mL, em marrom). dpi = dias pos-infecgéo.
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Grafico 5.12 — Cinética 2 da curva de propagacao viral em Cell Factory. As amostras
foram quantificadas por RT-gPCR (coOpias/mL, em roxo) e por ensaio de placa de lise
(PFU/mL, em marrom). dpi = dias pos-infecc¢éo.

Tabela 5.9. Cinética 1 e 2 da curva de propagacéo viral em Cell Factory.

Cinética 1 Cinética 2
PFU/mL* Cépias/mL* Razdo Diferenca PFU/mL* Coépias/mL* Razdo Diferenca
12 dpi - 5,95 - - - 5,9 - -
22 dpi 2,6 6,89 2,65 4,29 3,43 6,89 2,01 3,46
32 dpi 4,69 8,49 1,81 3,80 5,18 8,62 1,67 3,44
42 dpi 7,04 10,15 1,44 3,11 6,78 9,98 1,47 3,20
52 dpi 8,1 11,06 1,37 2,96 7,54 10,71 1,42 3,17
62 dpi 8,1 11,21 1,38 3,11 7,36 10,91 1,48 3,55
72 dpi 7,35 11,1 1,51 3,75 6,95 11,48 1,65 4,53
Média 1,65
1Cos9 1,44 -1,85

*valores expressos em log10.

5.11.4. Amostras de soro de primatas ndo humanos

Para cada animal, observamos variagdes na estimativa da carga viral entre 0os
dois métodos de quantificacdo (Gréaficos 5.13 a 5.16). Podemos confirmar também a
maior sensibilidade da PCR em tempo real quando comparada ao ensaio de placa
de lise, onde o ensaio de quantificacdo molecular permitiu confirmar a presenca do
virus em 4 de 11 (36,4 %) amostras que foram negativas pela titulagdo por ensaio
de placa de lise (Tabela 5.10).

Animal A

PFU/mL

M Cépias/mL
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Gréfico 5.13 — Avaliacdo da carga viral referente ao animal A. As amostras foram

guantificadas por RT-qPCR (cépias/mL, em roxo) e por ensaio de placa de lise (PFU/mL, em
verde). dpi = dias pés-imunizacao.
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Gréfico 5.14 — Avaliagdo da carga viral referente ao animal B. As amostras foram

guantificadas por RT-qPCR (cépias/mL, em roxo) e por ensaio de placa de lise (PFU/mL, em
verde). dpi = dias pés-imunizacao.
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Grafico 5.15 — Avaliagdo da carga viral referente ao animal C. As amostras foram

guantificadas por RT-qPCR (cépias/mL, em roxo) e por ensaio de placa de lise (PFU/mL, em
verde). dpi = dias pés-imunizacao.
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Animal D

6

S 4

S

=2 PFU/mL
0 M Cépias/mL

PFU/mL

Gréfico 5.16 — Avaliacdo da carga viral referente ao animal D. As amostras foram
guantificadas por RT-qPCR (cépias/mL, em roxo) e por ensaio de placa de lise (PFU/mL, em
verde). dpi = dias pés-imunizacao.

Tabela 5.10. Estimativa da carga viral dos animais vacinados com a vacina 17DD
para o virus da febre amarela empregando ensaios de placa de lise (PFU/mL) e
RT-gPCR (copias/mL).

Animal A Animal B Animal C Animal D
Dia | PFU/mL* Coépias/mL* PFU/mL* Codpias/mL* PFU/mL* Cdpias/mL* PFU/mL* Cépias/mL*
2 0 3,78 0,7 3,91 0 3,21 0 3,50
4 1,3 4,71 0,7 4,44 1 4,58 0,7 4,13
6 0 4,36 0 3,84 1,5 5,46 0 3,49
8 0 0,00 0 3,35 0 0,00 0 0,00
10 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00

*valores expressos em log10.

5.11.5. Analise estatistica

Quando compilamos os resultados apresentados anteriormente (ToOpicos
5.11.1 a 5.11.4) de PFU/mL Logiy, e Copias/mL Logi, € analisamos
estatisticamente no programa GraphPad Prism® versdo 5.01 usando um teste
paramétrico de correlacdo (Grafico 5.17), obtivemos um valor de R de 0,96 (com
um intervalo de confianca de 0,92 a 0,98). Através da regressao linear obtivemos
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um slope de 0,974 e interceptor de 2,807. Com esses dados podemos, com a
equacao da reta, estimar o valor em PFU/mL a partir de um resultado em

cOpias/mL.

Logo:

Logipo PFU/mL =0,974+0,049 Log;o cOpias/mL — 2,807

Correlacao

PFU/mL Log10

0 T 1 '
0 5 10 15

Coépias/mL Log10

Gréfico 5.17 — Analise estatistica do valor obtido em todas as amostras analisadas no
tépico 5.11, com o virus febre amarela 17DD em PFU/mL Log; € seu correspondente em

Cépias/mL Logo.
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6. Discussao

6.1. Validacdoda metodologia de RT-gPCR para o virus da febre amarela

Quando se objetiva padronizar a quantificacdo absoluta, o material de referéncia
deve ser o mais similar possivel do material analisado (Mantel e cols. 2008). Para a
validagcdo da metodologia molecular, foi necessaria a confec¢cdo de uma curva
padrdo plasmidial, pois a titulagcdo viral adotada anteriormente que correlaciona
PFU/mL ndo correspondeu ao valor real estimado através da quantificacdo de
copias de RNA. Os valores gerados por ambos os ensaios foram analisados
estatisticamente pelo coeficiente de correlacdo de Pearson, confirmando a diferenca
significativa com valor de P: < 0.0001. Esta diferenca pode ser explicada pelo fato de
gue nem todas as particulas virais serem infecciosas, considerando que algumas
podem estar defeituosas ou imaturas (Mantel e cols., 2008), assim como a resposta
do sistema imune e particulas inativadas, ndo permitindo a formacdo do placa de

lise, mas ainda assim vao apresentar RNA viral que sera quantificado pela qPCR.

O primeiro passo foi testar diferentes concentracfes dos oligonucleotideos
iniciadores e sonda, para encontrar a faixa de concentracdo O6tima para esses
reagentes e a melhor propor¢éo entre eles, seguindo um modelo de custo-beneficio.
Nesses experimentos foram selecionadas as concentragcfes que apresentavam
melhor eficiéncia de quantificacdo, ou seja, que teria a menor variacdo entre as
replicatas e a quantificacdo mais acurada da amostra analisada. A faixa de 300
nanomolar de oligonucleotideos, senso e antisenso, e 125 nanomolar para a sonda
TagMan foi estabelecida para todos os experimentos da validagdo, pois essas
concentracbes apresentaram o menor Ct dentre as analisadas com a menor

variacao de Cts entre as réplicas.

A padronizacao e validagédo da PCR em tempo real foi extremamente necessaria,
pois essa ferramenta pode ser usada em todos 0s processos da produgédo de
vacinas, desde a producédo dos antigenos, onde através da PCR em tempo real
pode-se monitorar a propagacao do virus, fornecendo assim o melhor momento para
interrupcéo e coleta do virus in vitro. Também pode ser usada para avaliar os lotes

vacinais, para avaliar a potencial viral assim como avaliar amostras clinicas em
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estudos dose resposta vacinal e carga viral em casos de rea¢cfes adversas quando
ocorrerem. Diferentemente do ensaio de placa de lise que consome muito tempo (7-
10 dias) a RT-gPCR tem o acompanhamento em tempo real da quantidade de
RNA/DNA viral produzido, permitindo assim um resultado eficaz muito mais rapido

gue o ensaio tradicional, possibilitando uma acéo rapida nos casos acima citados.

6.1.1. Avaliando alinearidade.

Em experimentos de linearidade € necessario que amostras de concentracfes
conhecidas ou diluicbes seriadas de concentracfes conhecidas sejam usadas. Para
estabelecer um intervalo linear para testes desenvolvidos em laboratérios, a CLSI
(Instituto de Padrbes Clinicos e Laboratoriais) recomenda o uso de 7 a 11
concentracfes através da escala de medida esperada. As amostras devem ser
testadas em repeticfes de 2-4 ensaios, dependendo da imprecisdo esperada para o
ensaio (Burd, 2010).

Nos experimentos que avaliamos a linearidade, limite de deteccédo e limite de
quantificacdo, foram usadas 13 diluicdes seriadas (as seis primeiras — 10" a 102
diluidas na base 10 e as restantes na base 2 até a concentracdo de 1,5
cOpias/reacdo ) em oito réplicas, onde houve a deteccdo do RNA viral em 9
concentracdes, de 10 até 12,5 copias/reacdo, corroborando assim com os achados
de Mantel e cols., 2008 , onde o virus foi detectado até 12 copias/reacdo. O
R2=0,997 encontrado para a curva padrdo formada pelos pontos 10’ até 102
confirma a linearidade neste intervalo. Esse intervalo pode ser considerado como a
faixa reportavel do nosso ensaio. Para concentracdes acima de 10’ cépias temos
ainda uma boa linearidade nos pontos 10% e 10° que podem ser incorporados como
parte da faixa linear do teste, porém para valores abaixo de 10% cépias/reacédo, a
curva alcanca um plateau que nos leva a acreditar que néo esteja ocorrendo uma

real discriminagéo entre as diluicdes maiores.
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6.1.2. Limite de deteccéao (LD) e limite de quantificacao (LQ).

Devido a variagdo dos resultados nas menores concentragbes, o limite de
quantificacao foi estabelecido no valor de 100 cépias, pois até essa faixa podemos
formar uma curva linear que significa uma quantificacdo mais fidedigna e com menor
variacdo entre as réplicas. A partir desta concentracdo, a curva atinge um patamar
onde ocorre a estagnacao da quantificagdo, nao diferenciando assim entre cargas
virais mais baixas, mas possibilitando ainda a deteccéo do RNA viral.

Para o limite de deteccgéao, foi selecionada a menor concentragcao que apresentou
a deteccao de pelo menos 50 % entre as oito réplicas, que foi de 25 copias/reacdo
ou 2147 cépias/mL; apesar do laudo gerado pela qualidade ter definido o valor de
12,5 copias/reacdo como o limite de deteccao, pois foi considerado que o nimero
minimo de replicas para definicdo de pardmetros eram 6 replicas e a diluigdo com
12,5 coépias apresentou 3 replicas detectadas. Mantel e cols. (2008) definiram a
deteccao viral até 12 cépias/reacao, entretanto o nosso grupo adotou o valor de 25
copias/reacdo para dar uma margem de seguranca e maior confiabilidade nos
laudos gerados. No nosso estudo, esta concentragdo nao forneceu uma
quantificacdo precisa, ao contrario, ocorreu uma grande variacao entre as réplicas,
porém possibilitou a deteccado viral. Normalmente, o limite de deteccao esta abaixo
da faixa de linearidade de um ensaio e € menor que o limite de quantificacdo. O

limite de detec¢&o ndo pode ser maior que o de quantificacéo (Burd, 2010).

6.1.3. Avaliando a Preciséao Intermediaria

Os experimentos que avaliaram a precisao intermediaria para a RT-gPCR em
tempo real demonstraram que o teste apresentou excelente repetibilidade e
reprodutibilidade. Isso significa que apesar da variagdo de operadores, pois
diferencas na aplicagdo da técnica entre operadores individuais, podem também
introduzir consideravel distorcdo (Burd, 2010), e da variacdo dos dias em que as
amostras foram analisadas, os resultados dos ensaios foram homogéneos, com
pequenas variacdes nos valores de Cts. E importante ressaltar que os testes
empregando diferentes operadores foram realizados desde a etapa inicial, ou seja
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incluindo o processamento das amostras para recuperacdo do RNA viral a ser
analisado, fator que poderia aumentar ainda mais o erro entre os resultados obtidos.
Entretanto ainda assim foi pequena a variagcédo entre os resultados.

Quando analisados graficamente os dados obtidos do painel sorolégico, nota-se
pequena variacao entre os resultados obtidos nos diferentes dias, assim como entre
os dois operadores. Nos experimentos com amostras clinicas, também ocorreu
pequena variagcao entre os operadores e entre ensaios nos dias diferentes. Essas
amostras apresentavam uma baixa carga viral, na maioria das vezes, muito proxima
ao limite de deteccéao estabelecido, mas mesmo assim o teste se mostrou sensivel e
com pouca discordancia entre os resultados. O critério de aceitacdo, que nao
deveria passar de 20 %, ndo so foi respeitado como vimos que a maior variacdo
encontrada foi de 3,35 %, valor muito inferior ao estabelecido. Por esse motivo,
decidimos alterar o critério de aceitacdo para 10 %, ndo s6 para essa como para

futuras validagbes em RT-gPCR.

Comparado com os resultados descritos por Shang e cols. (2012), onde foi
validado um ensaio de PCR em tempo real com o sistema SYBR Green para o virus
da hepatite delta, os autores obtiveram 1,19 % de variacdo entre 0 mesmo operador,
um resultado que mostrou menor variacdo do que o obtido neste estudo (3,35 %).
Porém, a metodologia de Shang e cols. (2012) consistiu em 5 replicatas de cada
ponto da curva padrdo em um Unico ensaio, tornando assim, diferente a forma de
avaliacdo da repetitividade. Em relagéo a reprodutibilidade do método desenvolvido
pelo grupo de Shang, foram avaliados os resultados obtidos por trés operadores
diferentes, empregando apenas duas concentracdes do virus da hepatite delta (alta
concentracao viral — 10° e baixa concentracéo viral — 102). O coeficiente de variacéo
obtido foi de até 2,87 %, enquanto em nossos experimentos foi feita uma avaliagao
mais completa destes parametros, onde dois operadores distintos avaliaram trés
concentracbes diferentes do virus da febre amarela, em dois tipos de amostras
(amostras clinicas e painel sorologico), e encontramos um coeficiente de variagdo

entre os operadores de até 2,14 %.

A variacdo encontrada em nosso grupo para a regiao NS5 do virus da febre
amarela pode ser considerada pequena, quando comparada com a encontrada por
Bae e cols. (2003), onde foi descrita a quantificacdo através da PCR em tempo real
pelo sistema TagMan para as regides NS3 e 3’'UTR do virus da febre amarela. Para
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o alvo NS3, a variacdo encontrada nos ensaios de reprodutibilidade foi de 16 % e de
12% para a regido 3' UTR. Em relacdo a repetibilidade, a variacdo entre os ensaios
foi de 16 % (para a regido NS3) e 10 % (para a regido 3'UTR), o que confirma a

maior precisdo de nossos resultados.

De acordo com Sloan (2007), o FDA recomenda trés replicatas em duas
concentracbes distintas em experimentos realizados no mesmo dia e em dias
diferentes. Logo, o teste desenvolvido no presente estudo ndo s6 esta de acordo
com os parametros de qualidade estabelecidos por Bio-Manguinhos, como também
se mostra adequado as exigéncias do FDA. E importante avaliar a preciséo
intermediaria de um método, pois demonstra que independente do operador ou do
dia em que o ensaio foi realizado, o resultado para uma mesma amostra apresenta
uma variacdo minima, podendo assim gerar laudos confiaveis no caso de amostras

clinicas vacinais, principalmente quando relacionadas a reaces adversas.

6.1.4. Avaliando especificidade

Nos ensaios de avaliacdo da especificidade, foi comprovado que o0s
oligonucleotideos iniciadores e a sonda usada séo altamente especificos, nédo
ocorrendo nenhuma resposta cruzada com nenhum outro virus dentre os avaliados
(Dengue 1, 2 e 3 e Encefalite Japonesa - VEJ). Esses resultados corroboram os
achados de Mantel (2008), artigo pioneiro que descreve as sequéncias dos
oligonucleotideos iniciadores e sonda, adotados nos experimentos de validacdo. No
trabalho de Gurukumar e cols. (2009), experimentos similares foram usados para
comprovar a especificidade da PCR em tempo real para o virus da dengue, onde
foram usados também dois flavivirus (virus da encefalite japonesa e o0 virus

chikungunya), obtendo 100 % de especificidade.

E importante, principalmente no caso de quantificacdo de carga viral em
amostras clinicas, que tal especificidade exista para garantir que a carga viral
encontrada corresponda apenas ao virus da febre amarela, no caso de pacientes co-
infectados ou mesmo apresentando infeccdo por outros flavivirus, sobretudo pelo

virus da dengue, devido a grande ocorréncia desta enfermidade no estado do Rio de
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Janeiro, com grande chance da amostra a ser diagnosticada apresentar a presenca

de ambos 0s virus.

No parecer emitido pelo SEVAN/Bio-Manguinhos, o0s resultados foram
considerados dentro da conformidade para atender os parametros estabelecidos
para a validacdo. Porém, como alguns autores (Burd, 2010 e Sloan, 2007) ressaltam
a importancia de analisar a especificidade analitica do teste, além de ser uma das
exigéncias do FDA, ensaios para especificidade analitica foram realizados a fim de
aumentar a confiabilidade do método e mostrar que, independente da presenca de
outros virus nas amostras analisadas, estes, pouco interferiram no resultado
encontrado. A maior variagdo encontrada foi menor que 20 %, quando as duas
curvas referentes a presenca exclusiva do virus febre amarela 17DD no soro e a
presenca conjunta dos virus da caxumba, dengue (1, 2 e 3), sarampo e febre
amarela no soro humano, foram analisadas estatisticamente pelo coeficiente de
correlacdo de Pearson. Foi confirmada que a diferenca encontrada na quantificacéo
de ambos os painéis de amostras nao foi significativa (p = 0,9950), aumentando
assim a confiabilidade dos laudos em casos de co-infec¢des do paciente. Ressalta-
se que nestes ensaios, ambas as curvas padrao foram diluidas serialmente e cada
diluicdo foi processada independentemente para recuperacdo do material genético a
ser dosado, 0 que pode ter influenciado no aumento da variagcdo entre as curvas

geradas por cada painel analisado.

Concomitante aos experimentos de especificidade foi usada a ferramenta BLAST
para comparar as sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores e sonda TagMan no
banco de dados gendmicos, a fim de confirmar a auséncia de homologia entre as
sequéncias dos virus analisados, comprovando que, ndo ha via reacdo cruzada

entre eles.
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6.2. Gene dereferéncia

Gene de referéncia ou controle enddégeno é um elemento importante da PCR em
tempo real porque a sua amplificacdo € essencial para verificar a qualidade e a
quantidade de &cido nucléico em todo o processo de diagnostico. Em nossos
ensaios utilizando o gene humano RNase P H1, presente em duas cépias no

genoma dipldide e que foi fornecido na forma de kit comercial.

Observamos que, houve pouca variacdo dos valores de Ct entre as amostras
avaliadas, apesar da grande diferenca entre as cargas virais apresentadas por cada
amostra, confirmando que a RNase P foi uma boa escolha como gene de referéncia
para nossos ensaios de quantificagdo. Para todas as amostras avaliadas, os valores
de Ct foram consistentes, sendo incluidos na faixa aceitavel de Ct = 30 + 1. Através
desta analise, podemos afirmar que ndo houve nenhum resultado falso negativo em
relagdo a deteccado/quantificacdo do virus da febre amarela, e atestar a veracidade
dos resultados obtidos em todos os experimentos.

6.3. Controle interno exégeno

O controle interno exogeno foi usado para as amostras provenientes do
biorreator, devido a impossibilidade de usar a RNAse P como controle interno da
reacao, pois o virus foi propagado em meio livre de soro, e o gene da RNAse P é um
gene constitutivo do genoma humano presente no sangue. Os nossos resultados
foram consistentes, em todas as situacfes, o Ct do controle exdgeno se manteve
bem proximo da média (Ct = 28,64). Foi estabelecido que as amostras que tivessem
uma variagdo maior que + 1Ct deveriam ser analisadas novamente, pois invalidaria o
resultado. Em 2012, Shulman e cols. descreveram os parametros estabelecidos para
analise de IPC em amostras de fezes e estabeleceram uma variagdo de 3 Cts para
amostras positivas e de até 6 Cts para amostras negativas. Esta diferenca
encontrada entre os resultados de Shulman e cols., 2012, e os valores encontrados
no teste padronizado no LATEV podem ser explicados pela diferenca entre a origem
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das amostras analisadas, pois nas fezes sdo encontrados muitos inibidores que

podem interferir na maior variabilidade entre os resultados.

Nos ensaios de propagacéo viral em bioreatores, a variagdo dos valores de Ct
para EXO-IPC foi muito pequena entre as amostras analisadas, tornando-o assim

um bom controle interno para verificar a eficacia das etapas da reacédo de RT-gPCR.

6.4. Anéalise Comparativa dos oligonucleotideos iniciadores

Para comparar os oligonucleotideos iniciadores usados na validacéo, a fim de
saber se outra regido do virus da febre amarela teria um resultado melhor ou poderia
ser usado em multiplex, em caso de amostras limitrofes para confirmacdo de
diagndstico, Oligonucleotideos desenhados para outras regibes do genoma viral

foram avaliados e suas performances comparadas.

Os oligonucleotideos usados para as regides 3° UTR e NS3 foram descritos e
avaliados previamente pelo sistema TagMan, apresentando um desempenho
satisfatorio (Bae e cols. 2003). Porém, no nosso estudo ao serem comparados com
os oligonucleotideos iniciadores para a regido NS5, descritos previamente por
Mantel e cols. (2008) e usados na nossa validacdo, apresentaram alta formacéo de
dimeros, ndo detectada pelo sistema Tagman, porém bem evidente no sistema

SYBR® Green, através da analise da curva de dissociacdo dos produtos gerados.

A regido NS3 apresentou um desempenho menor quando comparada as regides
NS5 e 3" UTR. Quando este resultado € analisado graficamente observou-se uma
linearidade abaixo da encontrada na quantificacdo pela regido NS5 e um rapido
alcance da estagnacdo da curva, tornando o limite de quantificacdo para a regiao
NS3 pelo menos 10 vezes maior que o estimado para a regidao NS5.

A regido 3’ UTR apresentou uma menor sensibilidade em amostras mais diluidas,
isto &€, com cargas virais baixas, alcancando um plateau antes do observado para a
regido NS5, indicando assim que o limite de detecc¢éo para o alvo 3' UTR seria maior
que o da regido NS5. Considerando que na faixa de concentracéo entre 102 a 50
copias RNA/mL - intervalo onde a curva de quantificacdo do alvo 3' UTR deixou de
ser linear, estd situada a maior parte das amostras clinicas analisadas,
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consideramos que a regido 3' UTR ndo atende aos pré-requisitos necessarios para

confirmacgé&o de diagndstico para o virus da febre amarela.

Ressalta-se que a diferenca encontrada entre os resultados do presente estudo e
agueles encontrados por Bae e cols. (2003) possa ser explicada pelo uso de dois
sistemas de quantificacdo diferentes. No nosso caso, 0s novos alvos testados foram
usados em SYBR Green, enquanto no trabalho original de Bae e cols. (2003), o

sistema avaliado foi com o uso de sonda TagMan.

6.5. Correlacado entre PFU/mL e Copias/mL

6.5.1. Curva de propagacao viral em garrafa estacionaria

Ao analisar graficamente a curva de propagacédo viral em garrafa estacionaria,
nota-se um perfil de cinética semelhante entre as curvas quantificadas por RT-gPCR
e por ensaio de placa de lise, o que permite sugerir que a medida em namero de
copias do RNA viral, assim como a titulacdo de particulas infecciosas do virus
seguem um perfil de crescimento proporcional. A similaridade entre estes perfis é
algo muito positivo, pois pode possibilitar a ado¢cdo do PCR em tempo real como
uma ferramenta para determinacéo rapida do melhor momento de interromper uma

producéo viral, ao invés do ensaio de placa de lise que demanda 7-10 dias.

Com o objetivo de verificar se ha uma correlacdo entre os dois métodos de
quantificacdo, calculamos a razédo entre as medidas e obtivemos uma meédia de
1,58, e um intervalo de confianca de 95 % (ICgsy) de 1,47 - 1,68. O intervalo de
confiangca demonstra a pequena variacdo entre a razdo do numero de copias e 0
titulo viral, indicando ser uma razado que se mantém constante, podendo no futuro se

determinar um valor de correlacdo para este tipo de propagacao viral.

Nota-se que em todos os momentos avaliados, o niumero de copias de RNA se
manteve superior ao numero de particulas infecciosas, porém este resultado ja era
esperado e pode ser explicado pelo fato de que nem todas as particulas virais séao
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infecciosas, considerando que algumas estao danificadas ou imaturas corroborando

com Mantel e cols., 2008.

6.5.2. Curva de propagacao viral em biorreator

A cinética da propagacéo viral em biorreator foi analisada simultaneamente por
PCR em tempo real e ensaio de placa de lise. Quando as amostras foram
comparadas, foi observada uma pequena variacdo entre a razdo da quantificacéo
pelo ensaio de RT-qPCR e por placa de lise. Ao analisar estes dados (Tabela 5.6),
obtivemos uma média de 1,36 entre a razdo das medidas estimadas por placa de
lise e por RT-gPCR e ICgs50: 1,30 - 1,41, 0 que demonstra que essa razado se
mantém praticamente constante entre os pontos. Porém, como o numero de
amostras oriundas de biorreatores foi pequena (apenas 4), este n futuramente

devera ser ampliado para uma analise mais completa.

6.5.3. Curva de propagacao viral em Cell Factory

Para a cinética de propagacéo viral em Cell Factory, analisamos as amostras de
duas cinéticas durante sete dias ap0és a infeccao, quantificadas pelo ensaio da placa
de lise, e também por RT-gPCR. Ao analisar os resultados, observamos que o perfil
das curvas de placa de lise e de cépias RNA/mL para as diferentes cinéticas de
propagacédo foi muito similar, corroborando com os resultados obtidos pela cinética

da curva de propagacéo viral em garrafa estacionaria.

De acordo com Bae e cols. (2003), devido a PCR em tempo real apenas detectar
0 material genético e ndo detectar a particula infecciosa, a PCR por si s0 nao
poderia vir a substituir o ensaio de placa de lise. Porém, nossos achados indicam
gue calculando um fator de conversédo, a PCR em tempo real poderia ser usada
como ferramenta tao eficaz quanto o ensaio de placa de lise para 0 monitoramento

da cinética de propagacao viral.
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6.5.4. Amostras clinicas de primatas ndo humanos

A baixa viremia observada em nossos resultados ja era esperada, e também foi
descrita por Marchevsky e cols. (2003) para o periodo de 2 a 6 dias ap0s a infeccao.
Da mesma forma, a média da carga viral encontrada em nosso grupo foi de 4,01
Logio copias/mL, corroborando com os dados de Trindade e cols. (2008), onde foi

observada uma média da carga viral de 3,29 Log;o cOpias/mL.

Para os diferentes animais analisados, podemos confirmar a maior sensibilidade
da PCR em tempo real quando comparada ao ensaio de placa de lise, onde
observamos que a carga viral muitas vezes nao foi detectada por placa de lise,
porém a PCR em tempo real permitiu confirmar a presencga do virus nas amostras.
Também podemos perceber que onde ocorre o pico da viremia por PFU/mI, também
pode ser observado um pico na quantificagdo em coOpias/mL, seguindo um perfil

similar entre os dois métodos de quantificacdo viral.

ApoOs a analise estatistica de todos os resultados obtidos, podemos afirmar que
h& uma boa correlacéo linear entre os resultados de PFU/mL Log;o € em Copias/mL
Logip. O fator de correlagcdo encontrado possibilita a utilizacdo da ferramenta
molecular no acompanhamento das cinéticas in vitro e in vivo de amostras de febre
amarela. Podendo inclusive, futuramente ser adotada como padrdo ouro nas

andalises laboratoriais.
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7. Conclusdes

o A analise dos resultados demonstrou que os experimentos para validacao
da metodologia de RT-gPCR atendem a todos os parametros definidos

pelo setor de qualidade de Bio-Manguinhos.

o A técnica de PCR em tempo real se mostrou eficiente para determinacao
da carga viral do virus da febre amarela, tanto em amostra in vivo quanto
in vitro, tornando-se assim uma ferramenta muito importante para ser

aplicada em todos os projetos desenvolvidos no LATEV.

o Confirmamos a existéncia de uma correlagdo confiavel entre PFU/mL e
Copias/mL, porém mais ensaios ainda precisam ser realizados com um n
amostral maior para podemos confirmar o fator de correlacdo encontrado

entre ambos 0s ensaios.

o O teste de RT-gPCR para o alvo NS5 do virus da febre amarela se
mostrou altamente especifico, ndo permitindo a detec¢cdo de outros

flavivirus testados.

o Para uma quantificacdo mais precisa, o ideal é a utilizacdo de uma curva

padrdo plasmidial ao invés de uma estimada por placa de lise.

. A RNase P se mostrou como excelente gene de referéncia para ser usado

como controle interno endégeno em amostras clinicas.

o O EXO-IPC também se comportou como excelente controle interno
exdgeno para ser usado em amostras de virus propagados na auséncia de

soro humano.
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8. Perspectivas

e Realizar a transcrigéo in vitro do DNA plasmidial, a fim de obter uma curva

padrao constituida por RNA sintético.

e Analisar amostras in vivo e in vitro, dos diversos estudos realizados no
LATEV, em busca de confirmar a confiabilidade e aplicabilidade do fator de

correlacao entre copias/mL e PFU/mL.
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