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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM MEDICINA TROPICAL

Marisol Simodes

A febre amarela (FA) é uma doencga infecciosa aguda, febril, causada pelo virus protétipo do género
Flavivirus. A doenga permanece como grande problema de saude publica, principalmente em regides
endémicas da Africa e América do Sul. No Brasil, ondas alarmantes de epizootias e epidemias sdo
registradas desde 2016. A vacinagdo é a maneira mais eficaz de prevencéo e controle da FA. As
vacinas disponiveis produzidas com as subcepas 17D-204 e 17DD sao seguras e imunogénicas,
induzindo a formagao de anticorpos neutralizantes que aparecem precocemente, sdo protetores e de
longa duragdo. Apesar de ser considerado referéncia para a analise da resposta imune protetora
apos a vacinagao, a metodologia classica do teste de neutralizagdo por reducdo de placas de lise
(PRNT) é trabalhoso, de dificil execugdo, requer recursos humanos, equipamentos e insumos
especificos, além de um tempo longo para a sua finalizagdo, mesmo na versdo micro PRNT (em
placas de 96 pocos). Esta adaptagcdo do método € mais operacional do que o PRNT (em placas de 6
pocos), com maior capacidade de processamento das amostras. Mas, além das desvantagens
semelhantes ao teste referéncia, apresenta a dificuldade de leitura das placas de lise por ser
realizado em pogos menores. A busca por um teste mais rapido, semiautomatizado e eficiente para a
quantificagdo de anticorpos neutralizantes vem ao encontro das necessidades de aumento da
capacidade e melhoria de analises das amostras de estudos clinicos. O presente estudo objetivou
nao somente otimizar a metodologia ja utilizada na rotina do Laboratério de Tecnologia Viroldgica
para os estudos de avaliagdo de imunogenicidade das vacinas para FA (micro PRNT), mas também
padronizar uma metodologia mais rapida e semiautomatizada denominada yPRN-HRP. A partir da
definicdo dos protocolos de execug¢dao, ambas as metodologias foram validadas com os parametros
de precisdo, exatidao, seletividade e robustez. Posteriormente a validagdo, 200 soros de individuos
vacinados foram processados pelas trés metodologias para a avaliagdo da concordéancia (Coeficiente
de Correlagdo Intraclasse, CCl) dos testes indices (micro PRNT e yPRN-HRP) com o teste referéncia
(PRNT). Os critérios de analise predefinidos para todos os ensaios de validagcao foram alcangados
pelas metodologias em placas de 96 pogos. O micro PRNT apresentou concordancia moderada a
substancial com o PRNT tanto para os titulos em log1o da reciproca da diluigédo (CCl de 0,59 e 0,74)
quanto para os titulos em logioc de mUl/mL (CCI de 0,48 e 0,65). O yPRN-HRP apresentou
concordancia de fraca a moderada com o PRNT para os titulos em log+o da reciproca da diluicdo (CCI
de 0,29 e 0,45). Mas, para os titulos em logio mUI/mL, os estimadores de concordancia apresentaram
magnitude substancial a quase completa com o PRNT (CCI de 0,69 e 0,82). Os coeficientes de
correlagdo linear obtidos para os testes indices foram muito préximos, sugerindo correlagéo
moderada (r > 0,70) com o teste referéncia para os titulos em reciproca da diluicdo e em muUI/mL.
Portanto, tanto o micro PRNT quanto o yPRN-HRP podem ser utilizados na avaliagdo das vacinas
para FA, gerando resultados confiaveis. O yPRN-HRP destaca-se por ser um teste mais rapido,
semiautomatizado e com maior  capacidade de processamento de  amostras.
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ABSTRACT

PHD THESIS IN TROPICAL MEDICINE

Marisol Simoes

Yellow fever (YF) is an acute, febrile infectious disease caused by the prototype virus of the genus
Flavivirus. The disease remains a major public health problem, especially in endemic areas in Africa
and South America. In Brazil, alarming waves of epizootics and epidemics have been reported since
2016. Vaccination is the most effective way to prevent and control YF. The available vaccines
produced with 17D-204 and 17DD substrains are safe and immunogenic, inducing the formation of
neutralizing antibodies that appear early, are protective and long lasting. Although it is considered a
reference for the analysis of the protective immune response after vaccination, the classical
methodology of the plaque reduction neutralization test (PRNT) is labor intensive, difficult to execute,
requires specific human resources, equipment and inputs, besides a long time for its finalization, even
in the micro PRNT version (in 96-well plates). This adaptation of the method is more operational than
the PRNT (in 6-well plates), with higher sample throughput. But, in addition to the disadvantages
similar to the reference test, it presents the difficulty of reading plaques by being run in smaller wells.
The search for a faster, semi-automated and efficient test for the quantification of neutralizing
antibodies meets the needs of increasing throughput and improving analyzes of clinical trial samples.
The present study aimed not only to optimize the methodology already used in the routine of the
Virological Technology Laboratory in the immunogenicity evaluation studies of the vaccines for YF
(micro PRNT), but also to standardize a faster and semi-automated methodology called yPRN-HRP.
From the definition of the execution protocols, both methodologies were validated with the parameters
of precision, accuracy, selectivity and robustness. After the validation, 200 sera of vaccinees were
processed by the three methodologies for the evaluation of the agreement (Intraclass Correlation
Coefficient, ICC) of the index tests (micro PRNT and uPRN-HRP) with the reference test (PRNT). The
predefined analysis criteria for all validation assays were achieved by methodologies in 96-well plates.
The micro PRNT showed moderate to substantial agreement with the PRNT for both logo titers of the
reciprocal dilution (ICC of 0.59 and 0.74) and log1o mIU/mL titers (ICC of 0.48 and 0.65). The yPRN-
HRP showed weak to moderate agreement with the PRNT for logo titers of reciprocal dilution (ICC of
0.29 and 0.45). However, for logio mIU/mL titers, the agreement estimators showed a substantial to
almost complete magnitude with PRNT (ICC of 0.69 and 0.82). The linear correlation coefficients
obtained for the index tests were very close, suggesting a moderate correlation (r> 0.70) with the
reference test for titers in reciprocal dilution and in mlU/mL. Thus, both micro PRNT and yPRN-HRP
can be used to evaluate vaccines for YF, generating reliable results. The yPRN-HRP stands out as
being a faster, semi-automated and with a higher sample throughput.
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1 INTRODUGAO

1.1 Febre Amarela

1.1.1 Caracteristicas Gerais da Doencga

A febre amarela (FA) € uma doencga viral ndo contagiosa e, assim como outras
doencas infecciosas, apresenta um amplo espectro clinico que pode variar desde
infeccdo assintomatica (inaparente) até uma doenca fatal, apresentando-se, em sua
forma classica, como febre hemorragica de elevada letalidade’. A partir de estudos de
campo na Africa, a taxa de infeccdo inaparente a aparente foi de aproximadamente 7-
12:12.

A patofisiologia da FA em macacos rhesus e em humanos é caracterizada por
disfuncao hepatica, insuficiéncia renal, coagulopatia e choque, certo que os macacos
desenvolvem doenca mais fulminante, durando de 3 a 4 dias apenas?®.

A FA pode ser considerada prototipo de febre hemorragica viral, caracterizada
em humanos como uma doenga aguda grave, com febre, nausea, vomito, dor
epigastrica, hepatite com ictericia, insuficiéncia renal, hemorragia, choque e ébito em
20-60% dos casos'. A doenga apresenta trés periodos distintos, embora por vezes
imperceptiveis, quais sejam, a infecgdo, a remissdo e a intoxicagao’.

A FA normalmente se apresenta como uma infecgéo febril autolimitada com
mialgias. Em 25-50% dos casos, pode progredir para uma sindrome hemorragica com
ictericia e doenca renal. O periodo de incubacdo apds a picada do mosquito vetor
costuma variar entre 3 e 6 dias, a partir de quando sobrevém os sinais clinicos, como
dor de cabeca, febre, perda de apetite, vomitos, dores musculares e articulares®.

O periodo de remissdo comegca 3 a 4 dias apdés o inicio dos primeiros
sintomas®. Neste estagio, os sinais clinicos diminuem e o paciente pode entrar em
remissao ou progredir para o terceiro periodo (intoxicagdo), caracterizado pela
retomada de febre alta, nauseas, vomitos, dor abdominal e alteracbes na
consciéncia”®. O paciente fica letargico e desidratado devido aos vomitos
prolongados e a ingestao insuficiente de liquidos e nutrientes. Pode aparecer ictericia
em virtude dos danos causados as células do figado pela quantidade excessiva de
bilirrubina, assim como sangramentos das mucosas nasal e oral, hematémese e

hemorragias petequiais. O paciente pode piorar devido aos efeitos combinados da
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insuficiéncia renal hepatica e hipotensdo por perda de fluido, disfungdo capilar e
sangramento, sucumbindo & doenga 7 a 10 dias apds o inicio dos sintomas®.

A viremia mais alta do individuo infectado comecga antes do periodo febril e
apds 3 a 5 dias’. A comparacao de amostras clinicas obtidas de infecgbes humanas
associadas a um surto na Republica da Guiné em 2000 demonstrou que pacientes
com FA grave (desfecho fatal ou sinais hemorragicos nao fatais) apresentaram uma
viremia tipicamente mais alta e niveis elevados de citocinas inflamatérias quando
comparados com os casos de FA menos graves, ressaltando a importancia da
resposta do hospedeiro na patogénese da FA™".

A replicagdo viral nos tecidos locais e linfaticos ocorre quando o mosquito
alimentado de sangue com o virus da FA pica um individuo suscetivel. No sangue, o
virus se espalha para a medula éssea e outros 6rgaos, levando as manifestagdes
clinicas patogénicas caracteristicas da doenga'°.

O virus da FA é viscerotropico e o figado é o 6rgao alvo mais comum. A
severidade da doenga no figado depende, em grande parte, em quéo alta a carga
viral estda no sangue. No entanto, outros 6rgdos também sao afetados, como o
coracao, baco e rins, cujo envolvimento pode resultar em azotemia, necrose tubular
aguda e anuria. Casos fatais de FA sao geralmente associados com falhas renais. No
estagio final, a doenga avanga muito rapidamente levando a faléncia multipla dos

orgéos e choque'®.

1.1.2 Epidemiologia

Desde meados dos anos de 1600, o virus da FA foi responsavel por inUmeras
epidemias em toda a América, Africa e partes da Europa'2. A floresta tropical de baixa
altitude, o ecotono floresta-savana e as savanas s&o 0s mais importantes
ecossistemas associados com a FA tanto na Africa quanto na América do Sul,
continentes que centralizam grande parte das regides endémicas para a doencga.
Estes ambientes sao ricos em bacias hidrograficas e florestas ribeirinhas (galerias),
habitat para primatas ndo humanos e exposicdo a espécies de vetores da doenca

criados em buracos de arvores’.



O virus da FA é mantido na natureza pela transmissado entre primatas nao
humanos e mosquitos hematéfagos, além da transmisséo transovariana entre esses
vetores artrépodes’.

O homem é infectado esporadicamente pela picada de mosquito silvestre
alimentado de sangue de macaco virémico, caso em que temos a conhecida FA
silvestre. Entretanto, o homem também pode servir como hospedeiro do virus para a
transmissao inter-humana, principalmente pelo mosquito Aedes aegypfi: a entao
denominada FA urbana’. A figura adiante (1.1) apresenta os possiveis ciclos de
transmiss&o do virus da FA na Africa e na América do Sul'314,

No ciclo silvestre, os virus permanecem em mosquitos criados em buracos de
arvores. A doenga é transmitida entre macacos e outros pequenos primatas. Os
humanos sao infectados quando entram na floresta e sdao picados por mosquitos
portadores do virus. Em locais onde vetores silvestres estdo presentes em alta
densidade, como na zona de savanas da Africa, os seres humanos podem servir
como o hospedeiro principal na transmiss&o epidémica'3 14,

No ciclo urbano, o mosquito doméstico infectado, o A. aegypti, transmite o virus
diretamente de humano para humano. Durante a estagado seca, o virus € mantido pela
transmissao transovariana entre os mosquitos. Ovos contendo virus sobrevivem em
buracos secos de arvores e mosquitos da progénie infecciosa eclodem quando as
chuvas retornam’3.14,

Nas savanas umidas da Africa existe um ciclo intermediario envolvendo vetores
artropodes e seres humanos que vivem ou trabalham em areas fronteiricas a floresta.
Neste ciclo, o virus pode ser transmitido de macaco para humano ou de humano para
humano por meio de mosquitos infectados™®.

Os mosquitos, além de transmissores, sao reservatorios dos virus, pois, uma
vez infectados, assim permanecem por toda a vida. Os principais vetores do virus da
FA na Africa sdo mosquitos do género Aedes: A. aegypti (ciclo urbano), A. africanus,
A. opok, A. luteocephalus, A. simpsoni, A. furcifer e A. taylori (ciclo silvestre). Na
América do Sul, além do A. aegypti no ciclo urbano, mosquitos dos géneros
Haemagogus e Sabethes sado responsaveis pela transmisséo da arbovirose no ciclo
silvestre, tais como: H. janthinomys, H. albomaculatus, H. leucocelaenus, S.
chloropterus, S. soperi e S. cyaneus'®'7. O ciclo intermediario, exclusivo das savanas
africanas, é mantido por diferentes espécies do género Aedes: A. furcifer, A. taylori, A.



luteocephalus, A. africanus, A. opok, A. vittatus e A. Metallicus (no oeste africano); A.

bromeliae e A. africanus (no leste africano)'.

Ciclo Urbano Ciclo Silvestre

mosquito domestico mosquito

Primata néo
humano

Primata néo

humano
humano

mosquito doméstico mosquito

humano

Ciclo Intermediario

mosquito semidomeéstico

| primatas primatas
humanos ou humanos ou
ndo humanos nao humanos

mosquito semidoméstico

Figura 1.1: Ciclos de transmissao do virus da FA.

No ciclo urbano, mosquitos Aedes aegypti sdo os vetores da FA tanto na Africa
quanto na América do Sul. O ciclo silvestre tem como principais vetores o Aedes
africanus (Africa) e diferentes espécies dos géneros Haemagogus e Sabethes
(América do Sul). O ciclo intermediario € mantido por diferentes espécies
(semidomésticas) do género Aedes. A transmissdo transovariana (indicada por
setas verticais) se da pela infeccdo de tecidos reprodutivos do mosquito,
possibilitando a transmissao vertical do virus do mosquito fémea para a sua
progénie e de machos infectados congenitamente para fémeas durante a cépula.
Adaptado de "Centers for Disease Control and Prevention"15.

Os hospedeiros silvestres primarios do virus da FA, tanto na Africa quanto na
Ameérica do Sul, sdo primatas ndo humanos, em especial macacos. Aqueles que ficam
nas copas das arvores da floresta como, por exemplo, Cercopithecus mitis, sdo os
principais hospedeiros vertebrados no ciclo silvestre, enquanto os que descem ao
nivel do solo (como do género Cercocebus) ou passam da floresta para as plantagoes

(como Cercopithecus aethiops) sdo o elo entre o ciclo silvestre e 0 homem™. Embora
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a transmissao inter-humana ocorra, a forca desta interagcdao é relativamente baixa,
refletindo a certa escassez de casos em humanos'.

Mosquitos séo infectados ao se alimentarem de hospedeiros durante o periodo
virémico, quando o virus é circulante no sangue. A viremia desenvolvida por humanos
dura cerca de sete dias, enquanto, em macacos, costuma ser mais curta, geralmente
de dois a cinco dias. Primatas humanos e ndo humanos, apos a infec¢do, morrem ou
curam-se, caso em que ficam imunes a FA'4,

Quase todas as espécies de primatas ndo humanos africanos apresentam
infecgdo virémica inaparente, evidenciando a origem do virus da FA na Africa ha
milhares de anos e uma coevolugdo equilibrada do virus e seus hospedeiros'®. Por
outro lado, alguns macacos do Novo Mundo, notavelmente Alouatta, sdo suscetiveis a
infecgdes letais e epizootias associadas com macacos mortos podem preceder a
ocorréncia de casos humanos, uma ferramenta de vigilancia atil™.

O virus da FA foi responsavel por inUmeras epidemias nas Américas, Africa e
parte da Europa da metade do século XVII ao inicio do século XX, com taxas de
letalidade, muitas vezes, acima dos 20% 122,

A identificagdo do agente transmissor e a implementacdo de medidas de
controle do mosquito vetor, seguidas do desenvolvimento e disponibilidade de vacinas
vivas atenuadas a partir do final da década de 1930, tiveram impacto significante na
incidéncia de FA, resultando na auséncia virtual da doenca na América do Norte e
Europa. No entanto, a FA permanece endémica em muitas regides tropicais da Africa
e América do Sul, onde cocircula com outros Flavivirus, como o virus da dengue.
Periodicamente, ocorrem surtos isolados ou epidemias da doenca nas areas
endémicas, as quais podem ter maior ou menor impacto na saude publica’220,

Quarenta e sete paises — 34 na Africa e 13 nas Américas Central e do Sul —
sdo considerados endémicos ou tém regides endémicas para FA. Estudo de
modelagem baseado em fontes de dados africanas estimou a ocorréncia de 84.000 a
170.000 casos graves e 29.000 a 60.000 mortes por FA em todo o mundo no ano de
201321,

A FA é endémica em regibes tropicais e subtropicais da Africa. Uma
consideragao da distribuicdo geoespacial e temporal de casos durante a era apos
1960 (quando a vacinagao foi cessada em paises francéfonos) forneceu as seguintes
conclusdes gerais: (1) surtos ocorrem com maior frequencia na Africa ocidental do que

em outras regides africanas; (Il) grandes epidemias séo relatadas do oeste ao leste
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da Africa, mas infrequentes e pequenas na Africa central; (Ill) ha uma periodicidade
de atividade da FA, com explosdes em intervalos altamente irregulares de 5 a 20 anos
na Africa ocidental e intervalos muito mais longos (45 anos, por exemplo) em partes
da Africa oriental; (IV) algumas éareas tém sustentado epidemias por varios anos
como, por exemplo, Gana (1977-1983), Guiné (2000-2005) e Nigéria (1986-1994); e
(V) ha anos de intensificacdo de atividade do virus da FA em varios paises e regides
geogréficas da Africa, tal como em 1987 e em 2005, envolvendo muiltiplas linhagens
virais e diferentes espécies de vetores’.

A taxa anual de notificacdes na Africa tem variado bastante, com a auséncia
virtual de casos relatados em alguns anos para mais de 5000 casos. Desde 2008,
atividades de vigilancia baseadas em dados laboratoriais sugerem que, dos milhares
de casos clinicos suspeitos investigados na Africa, somente 1-2% apresentam
evidéncia laboratorial para FA'.

A vigilancia naquele continente tem sido intensificada desde 2002, quando se
formou uma rede de laboratorios nacionais de diagnéstico e um sistema de
investigacao de casos, responsavel por identificar surtos e organizar campanhas de
vacinag&do com o propésito de controlar a propagacgéo da doenga’.

Assim, com o aprimoramento da vigilancia, relatérios e disponibilidade de
laboratérios de diagnostico, questionam-se as estimativas anteriores de carga
endémica de 130.00022 a 200.0002® casos de FA na Africa, porquanto provavelmente
subestimadas”.

A partir de 2008, um maior numero de casos passou a ser relatado em paises
da Africa Central, como Republica Centro-Africana, Republica Democratica do Congo
e Chade. Muitos desses paises raramente registraram casos de FA no passado. Mas
nao esta claro se os registros recentes se devem a melhora na vigilancia, ao aumento
da atividade da doenga naqueles locais ou a uma extensdo das areas vizinhas'.

Em 2010, uma epidemia foi reconhecida em Uganda pela primeira vez em 15
anos, a qual sinalizou o inicio do ressurgimento da FA nos paises vizinhos, no Sudao
e na Etiopia em 2013'. Em 2016, novo surto foi registrado em Uganda, sendo o
primeiro relato nas areas do sul do pais, passando a indicar que todo o pais esta em
risco de epidemias da doenga. Também em 2016, dois surtos de FA urbana — em
Angola e na Republica Democratica do Congo — reafirmaram a ameaga da doenca,

resultando em 963 casos e 137 mortes confirmados em laboratérios (taxa de



letalidade de 14,2%). O ultimo surto de FA em Angola fora relatado em Luanda no
ano de 19882+,

A atividade epidémica do virus da FA vem sendo registrada em diversos
territérios africanos. Considerando somente o presente século, 17 paises notificaram
casos da doenca a Organizagao Mundial da Saude (OMS): Uganda, Gana, Guinég,
Sudéao, Etidépia, Angola, Republica Democratica do Congo, Camardes, Chade,
Senegal, Serra Leoa, Costa do Marfim, Republica Centro-Africana, Libéria, Burquina
Faso, Togo e Mali®.

A forca de infeccdo da FA na Africa é muito maior (geralmente de 20 a 30
vezes) do que na América do Sul, o que resulta em grandes epidemias naquele
continente’. Por outro lado, os casos de fatalidade mais baixos na Africa (em torno
dos 20%) do que na América do Sul (40-60%)?® sugerem que fatores genéticos séo
determinantes para a letalidade da infeccdo. E possivel, todavia, que esse percentual
na Africa esteja subestimado, pois, como pacientes com FA grave costumam ser
removidos dos hospitais pelos seus familiares, o desfecho da doenca nao é
registrado’.

A vigilancia de FA continua a ser um problema critico de saude publica na
América do Sul e no Caribe, com registros continuos da doencga nessas regides. Os
surtos de FA que ocorreram no Brasil apés o ano 2000 a partir de Minas gerais
(epidemias registradas nos anos de 2001 e 2003) parecem seguir um caminho para
as regides Sul e Sudeste?’, migrando de areas endémicas para areas onde casos da
doenga ndo eram registrados ha décadas e a vacina para a FA n&o era administrada
rotineiramente, a indicar que a maioria da populacdo local estava suscetivel ao
virus?®, Entre 1990 e 2003, 7 paises sul-americanos notificaram casos de FA —
Bolivia, Brasil, Coldmbia, Guiana Francesa, Equador, Peru e Venezuela — onde foram
registrados 2.457 casos com 1196 Obitos, letalidade de 48,7%2°.

De 1997 até a primeira década do presente século, observou-se no Brasil
intensa circulagao do virus da FA nos estados de Goias e Para, estendida para areas
em estados contiguos de Goids e Mato Grosso do Sul. Posteriormente, casos
comecgaram a ser identificados fora da regido endémica e em paises como Paraguai e
Argentina entre os anos de 2007 e 2009, que n&o identificavam a circulagdo do virus
da FA havia 34 e 41 anos, respectivamente’.

No Brasil, a expansdo da FA em 2008-2009 foi impressionante. O surto no

estado de Sdo Paulo em 2009 (com 28 casos e 11 o6bitos) foi caracterizado pela
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recuperacao do virus de areas consideradas livres de sua circulagdo e sem
recomendacao para a vacinagao, e a menos de 100 km da cidade de Sao Paulo, com
aproximadamente 16 milhdes de pessoas, em sua grande maioria ndo vacinada’.

No Rio Grande do Sul, a circulagao epizootica foi observada em 2008 e 2009,
quando registrada a morte de milhares macacos, principalmente Alouatta caraya. 1sso
ocorreu quase ao mesmo tempo em que a transmissao da FA foi documentada na
Argentina e no Paraguai. Casos relatados na area metropolitana da capital paraguaia
Assuncao representaram o segundo episodio de FA urbana na América do Sul desde
o inicio da década de 1940'. Na Argentina, foi descoberto um novo vetor (Sabethes
albiprivus) na transmiss&o da doenga®°.

Em 2016, um total de 110 casos confirmados de FA com 31 mortes (taxa de
letalidade de 28,2%) foram relatados em 3 paises sul-americanos endémicos para a
doenca: Brasil (41 casos), Colébmbia (7 casos) e Peru (62 casos). Em primatas nao
humanos, 24 epizootias devido ao virus amarilico foram confirmadas naquele ano. De
julho de 2014 a 2016, 6 estados brasileiros (Para, Tocantins, Goias, Distrito Federal,
Minas Gerais e S&o Paulo) registraram 163 epizootias confirmadas de FA3',

No Brasil, entre dezembro de 2016 e 31 de maio de 2017, foram confirmados,
para FA, 642 casos em primatas ndo humanos e 792 casos em humanos, com 274
Obitos (taxa de letalidade de 34,6%), em 9 estados brasileiros, na sua maior parte
concentrados na regido sudeste3!. Estes registros revelam as maiores e mais
devastadoras epizootia e epidemia de FA silvestre registradas no Brasil nos ultimos
50 anos, um cenario inesperado que também foi observado nas ondas
epizooticas/epidémicas da doencga no Brasil entre as décadas 1930 e 19402832, Os
registros do surto de 2016/2017 correspondem ao numero total de casos confirmados
para FA em humanos, em todo o Brasil, entre os anos de 1980 e 201533, como
podemos observar na figura 1.2, exposta adiante.

Apods a temporada de inverno de 2017 no Brasil, observou-se novamente uma
maior atividade do virus da FA. Entre 1° de julho de 2017 e 28 de fevereiro de 2018,
4.161 epizootias entre primatas nao humanos foram relatados, dos quais 554 foram
confirmados em laboratério®*. No mesmo periodo, 723 casos de FA em humanos
foram confirmados no pais, sendo que em 237 deles ocorreu o 6bito. Ao todo, foram
notificados, no periodo, 2.867 casos suspeitos, sendo que 1.359 foram descartados

e 785 permanecem em investigagao®.
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Figura 1.2: Série histérica do numero de casos humanos confirmados de FA silvestre e a
letalidade no Brasil, 1980 a 2016.

Os dados do grafico estdo atualizados até os 6 casos confirmados da doenca para o ano de
2016 (5 casos entre janeiro e maio e 1 caso em dezembro). Portanto, foram 791 casos
confirmados de FA entre os anos de 1980 e 2015; praticamente o mesmo total registrado de
casos confirmados no surto de 2016/2017 do pais (792 casos entre dezembro de 2016 € maio de
2017). Fonte: Ministério da Satude3®.

O potencial para o ressurgimento continuado da FA em paises endémicos e a

emergéncia em novas areas sugerem que mais estudos clinicos e epidemiolégicos

devem ser realizados para definir e entender melhor o risco global de saude publica

da infeccéo e doenca causada pelo arbovirus'2.

O numero de casos de FA tem aumentado ao longo das ultimas duas décadas

devido a diminuicdo da imunidade da populagao a infeccdo, as alteracdes climaticas,

aos desmatamentos, a urbanizagdo e ao aumento dos movimentos da populagéo?'.

A OMS trata apropriadamente a deteccdo de um caso de FA como uma

emergéncia, uma vez que reflete a transmissao do virus e o risco de uma propagagao

futura. Caso a regido afetada seja uma area de baixa cobertura vacinal, geralmente

uma campanha de vacinagdo em massa regional é conduzida em resposta®.



Apesar da disponibilidade de vacinas desde a década de 1940, grandes
epidemias vem ocorrendo em areas sem experiéncia de imunidade artificial ou
naturalmente adquirida — como as da década de 1960 e final da década de 1980 na
Africa, envolvendo mais de 100.000 casos’, e surtos mais recentes, como o ja
mencionado no Brasil em 2016/2017. De 2006 a 2016, 227 eventos de FA foram
relatados em 19 paises na Africa (83% dos casos) e 7 nas Américas (8% dos casos),
em locais onde, de 1980 a 2005, nunca haviam sido registrados casos da doenga,
indicando que a circulagdo do virus expandiu para areas nao consideradas de alto
risco anteriormente. A mudanca €& atribuida especialmente ao sucesso das
campanhas de vacinagdo em massa em paises de alto risco para a FA
(principalmente paises da Africa ocidental)?“.

Perturbagdes no clima, sobretudo o aumento prolongado das chuvas e as
temperaturas altas, tém sido associados com surtos de FA na Africa e América do
Sul'. Uma estagdo chuvosa grave e prolongada é associada com abundancia de
vetores e pode ser agregado ao aumento da circulagdo do virus da FA. Exemplos
claros sao os ocorridos na Nigéria em 1987 e no Brasil (no estado de Goias) em 2000.
Neste ultimo, a chuva excessiva e o0 aumento de 2°C na temperatura média foram
seguidos por um numero expressivo de epizootias com muitos macacos mortos
relatados e, quase simultaneamente, a ocorréncia de casos humanos®. Desordens
similares de pluviosidade foram responsaveis pela propagacao e amplificagdo do
virus nos estados de S&o Paulo® e Rio Grande do Sul em 2007,

Desmatamentos para uso do solo, especialmente para agricultura e criagéo de
gado, tém sido relacionados a emergéncias de surtos de FA devido a atividade
resultante de corte ao nivel do solo do dossel vegetativo dos vetores que o habitam.
Isso é importante para a infeccdo em assentamentos novos dentro ou proximos a
floresta. O desmatamento relacionado a serragcdo e a exportacdo de madeira tem
também resultado em uma emergéncia de surtos em areas endémicas’.

A colonizagao de areas dentro da zona endémica pela populagdo de migrantes
nao vacinados tem sido representativa para uma proporcéo alta de casos de FA na
América do Sul. No Peru, nos anos da década de 1990, um aumento consideravel nos
casos de FA foi diretamente associado com a migracdo de areas costeiras ou
montanhosas para a regido amazonica’.

Apesar dessas evidéncias, cabe enfatizar que as interacbes complexas entre

virus, vetor, hospedeiro, clima e o ambiente permanecem superficialmente
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compreendidos, em grande parte, devido a senescéncia de programas de pesquisa
de campo longitudinais. Mais estudos sobre a expansdo ciclica e a retragdo da
circulagao do virus da FA sdo necessarios para definir os fatores fundamentais para a
emergéncia da FA'.

O aumento da atividade viral contribui para a preocupacao internacional
crescente de que o virus amarilico pode se espalhar para paises asiaticos?*. A
continua auséncia do virus da FA nas regifes central e sudeste da Asia, apesar da
presenca de vetores apropriados e hospedeiros reservatérios, permanece
inexplicavel. Mas se acredita numa combinacgéo de fatores'.

Historicamente, é provavel que poucas oportunidades de introdugao do virus
nesta regido tenham ocorrido, tanto de origem africana como sul-americana.
Exigéncias atuais para viajantes de areas endémicas se vacinarem previamente
reforcam a probabilidade baixa de introdugdo. A competicdo com os virus da dengue
e outros Flavivirus por mosquitos vetores e a possibilidade de imunidade preexistente
para outras arboviroses podem também dificultar o estabelecimento dos ciclos de
transmissao da FA naquele continente. Mas, uma vez que hospedeiros susceptiveis
de primatas ndo humanos estio presentes em muitas regides da Asia, possivel que
surtos de FA ocorram, permitindo que o virus se estabeleca la futuramente em um
ciclo silvestre'?.

Varios estudos comparam as sequencias do genoma completo ou parcial das
cepas africanas do virus da FA. As conclusdes gerais sao consistentes: (I) os
gendtipos da América do Sul s&o derivados de cepas da Africa ocidental e divergiram
ao longo do tempo do trafico de escravos’s; (I1) existem 5 grandes gendtipos na Africa
representando regides geograficas discretas, mas sobrepostas no continente; (lll) o
gendtipo do leste africano é o mais divergente; (IV) existe uma micro-heterogeneidade
consideravel, de modo que, dentro de uma regido, varios clados podem ser
distinguidos; e (V) modelos de reldgio filogenético mostram dispersdo em intervalos
discretos em um tempo bastante recente’.

Os 5 principais gendtipos africanos sao: “West Africa I” (ou “West/Africa”),
representando cepas da Nigéria, Camardes e Gab&o; “West Africa II” (ou “West”),
correspondendo a cepas do Senegal, Gadmbia, Guiné, Gana e Costa do Marfim; “East
Africa”, representando cepas de Uganda e Sudéo; “East/Central Africa”, caracterizada
pelas cepas da Republica Centro-Africana, Republica Democratica do Congo e

Etiopia; e o genodtipo Angola'. Essas linhagens tém seus genomas diferenciados em
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aproximadamente 10-23% em nivel de nucleotideo, com a maior diversidade notada
entre “East Africa” e “East/Central Africa” comparadas as linhagens “West Africa I” e
“West Africa 114043,

O antecessor comum de todas as linhagens emergiu entre 700 e 1200 anos
antes do genotipo definido mais recentemente’®4445. As linhagens africanas do oeste
e do leste parecem ter divergido pela disperséo a partir da Africa central. As linhagens
periféricas (“West Africa II” e “East Africa”) parecem ter surgido mais recentemente,
indicando uma dispersao do virus para o exterior. Assim, a linhagem “West Africa I”
apresenta mais heterogeneidade do que a “West Africa 11"0. Uma vez que multiplas
cepas tém sido avaliadas ao longo do tempo na mesma regidao*3, os dados suportam
o conceito de que o virus da FA circula em focos discretos, com emergéncias
periodicas limitadas por corredores acessiveis contendo vetores e hospedeiros’.

Poucas emergéncias de FA tém sido caracterizadas com relagdo ao gendétipo
envolvido na transmissdo, geralmente porque as cepas virais ndo sao preservadas
para estudos. No entanto, a existéncia de dados moleculares permite algumas
percepcdes na epidemiologia de FA. Duas linhagens cocirculam em areas como
Burquina Faso, onde "West Africa II" e "West Africa |" foram associados aos surtos de
1983 e 1985, respectivamente. Isolados de "West Africa I" tém aparecido
ocasionalmente em paises distantes como Costa do Marfim e Senegal. Uma
emergéncia importante de FA em 1987 foi associada com grandes surtos simultdneos
na Nigéria e Mali causados por dois gendtipos ("West Africa I" e "West Africa II",
respectivamente), indicando fatores coincidentes favorecendo a transmissdo em dois
focos distintos. Na Africa oriental, tanto a cepa “East Africa” quanto a “East/Central
Africa” tém emergido em Uganda e no Sudao'. Durante 2011 e 2012, grandes
epidemias de FA ocorreram nesses paises, além de casos relatados oriundos de
Camaroes, Chade e Costa do Marfim“6.

Os gendtipos sul-americanos — “South America I” e “South America II” —
aparentemente surgiram da introducdo de cepas do oeste africano no Brasil ha
aproximadamente 400 anos, durante o trafico de escravos'®4748 Estes gendtipos
diferem entre si em cerca de 5% e dos africanos em até 16%, considerando a
sequencia de nucleotideos. Analises filogeograficas das cepas sul-americanas
indicam que a maior parte da dispersdo do virus amarilico nas Américas ocorreu nos
ultimos 50 anos*®. Subclados especificos foram identificados dentro de cada gendtipo

e estudos epidemioldgicos moleculares de isolados do Brasil e Peru evidenciaram
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diferencgas na distribuigdo geografica dos subclados ao longo do tempo*%%, diferencas
essas também atribuidas a modos variados de manutencéo e transmissao do virus da
FA nesses dois paises'?.

Estudos prévios sustentam que os gendtipos americanos do virus da FA tém
se diversificado em varias linhagens enzodéticas concorrentes que parecem persistir e
evoluir em areas geograficas distintas do Brasil, Bolivia, Peru, Trinidad e Tobago e
Venezuela por longos periodos de tempo3847.50-53 Enquanto a evolugéo in situ parece
ser o mecanismo predominante de manutengao do virus da FA na América do Sul e
no Caribe, alguns estudos detectaram migra¢des ocasionais do virus entre diferentes
paises americanos ao longo dos anos*’®® e outros mostraram que surtos da doenca
estavam associados com o surgimento de linhagens novas que substituiram as que
causaram surtos anteriores, como observado em epidemias brasileiras mais
recentes3®50, Estas observagdes sugerem que a reintrodugdo e a substituicdo de
linhagem podem ter sido fatores importantes que moldaram a evolugdo em longo
prazo e o surgimento de novos surtos da FA nas Américas?.

“South America I” é o gendtipo mais frequentemente registrado no Brasil'-48.
Cinco linhagens foram reconhecidas a partir deste genétipo — nomeadas 1A a 1E — as
quais foram associadas com registros epidémicos durante expansdes ciclicas e
retragbes da circulagdo do virus da FA no Brasil e em outros paises tropicais
americanos®%0, Desde a virada do século, as linhagens 1D e 1E tém sido
encontradas no Brasil®®48,

A linhagem 1D foi responsavel por todos os casos registrados da doencga entre
os anos de 1998 e 2000 no Brasil. O gendtipo foi isolado simultaneamente no norte
(Para), nordeste (Bahia) e sudeste (Minas Gerais e S&o Paulo). Sendo inviavel atribuir
a propagacao do virus ao movimento de populagdes de macacos, em vista da ernome
distancia, de mais de 2000 quildmetros, que separam o Para dos Estados do Sudeste,
0s autores propuseram que migrantes virémicos carrearam o virus para areas novas,
estabelecendo a transmissao epizodtica local®C.

O surto registrado no Brasil de 2016/2017 parece ter sido causado pela
linhagem 1E do virus amarilico. Bonaldo e colaboradores® realizaram o
sequenciamento total dos genomas virais obtidos de duas amostras de macacos
(Alouatta clamitans) naturalmente infectados, em 2017, no estado do Espirito Santo.
As analises dos dados revelaram que as sequencias eram idénticas e pertencentes

ao subclado 1E do gendtipo “South America I”, assim como outras cepas detectadas
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anteriormente no Brasil (em 2002, 2004 e 2008) e na Venezuela (em 1998, 2005-2007
e 2010). Os autores sugerem que as mudangas detectadas em 8 aminoacidos de
proteinas virais podem ter impactado na capacidade de infeccdo viral em hospedeiros
vertebrados e/ou invertebrados e na grande propagacgao desse surto®.

Havia um senso comum de que mais dados sdo necessarios para determinar
se diferengas observadas na viruléncia para cepas de FA extrapolam para diferencas
entre os gendtipos e/ou subclados principais??.

1.1.3 O Virus

A FA é causada por arbovirus do género Flavivirus, familia Flaviviridae®. O
termo arbovirus ndo é um indicador taxondmico, mas é o requisito para um vetor no
seu ciclo de transmiss&o®. Arbovirus sdo transmitidos entre artropodes (tais como
mosquitos e carrapatos) e hospedeiros vertebrados durante o ciclo de vida do virus.
Muitos s&o considerados zoondticos, ou seja, transmissiveis de animais para
humanos, como o virus da FA®%. Diferengas nas caracteristicas morfologicas,
antigénicas, bioquimicas e genéticas sao utilizadas para separar os arbovirus em
familia, género, subgrupos, complexos antigénicos, espécie, subtipos e variedades
em uma ordem crescente de parentesco®®.

A familia Flaviviridae é atualmente composta por quatro géneros: Flavivirus,
Hepacivirus, Pestivirus e o recém-proposto género Pegivirus®®. Apesar da ampla
divergéncia entre esses virus, eles compartiiham semelhancas importantes na
estrutura do genoma, morfologia do virion e ciclo de vida®°.

O género Flavivirus contém 53 espécies, integrando importantes patogenos
virais humanos além do virus da FA (protétipo do género), como os virus da dengue,
do oeste do Nilo, da zika e encefalite japonesa, que s&o arbovirus'%-61,

Ha duas propriedades biolodgicas inerentes ao virus da FA: viscerotropismo —
referente a habilidade de causar viremia e infectar e danificar figado, bacgo, coragao,
rins — e neurotropismo — habilidade de infectar o parénquima cerebral e causar
encefalite. As cepas selvagens do virus da FA sédo predominantemente
viscerotrépicas em hospedeiros primatas. Findlay e Stern observaram que mesmo
apos inoculacado viral intracerebral em espécies susceptiveis de primatas nao
humanos, a morte é devido a hepatite em vez de encefalite. No entanto, o animal
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morre de encefalite quando uma pequena quantidade de anticorpo € dada ao macaco
um pouco antes ou ao mesmo tempo em que o virus € injetado pela via
intracerebral®?, provavelmente porque o anticorpo é capaz de proteger o6rgios
periféricos, mas ndo o cérebro?.

O genoma do virus da FA (figura 1.3) € uma molécula de RNA fita simples nao
segmentado, de polaridade positiva, com 10.760 a 11.008 nucleotideos, apresentando
uma unica fase de leitura aberta (ORF, do inglés "Open Reading Frame") para a
sintese das proteinas virais estruturais e nao estruturais. A ORF ¢é flanqueada por
duas regides nao codificantes (NCR, do inglés "non-coding region") de tamanhos
variaveis: uma estrutura CAP na extremidade 5 e uma extremidade 3’ ndo
poliadenilada'. As NCRs, embora n&o codifiquem a formagdo das proteinas virais,
sdo importantes para a regulacdo e expressdao do virus. Estruturas secundarias
presentes nessas regides sdo essenciais para o inicio da traducgéo e replicagao do
RNA viral63-65,

A estrutura 3'NCR do genoma viral compreende trés regides ou dominios
distintos designados |, Il e Il a partir da extremidade proximal da NCR®%:67_ O dominio
[l inclui uma estrutura LSH (do inglés "long stable hairpin"), com aproximadamente 90
nucleotideos de comprimento, altamente conservada em todos os Flavivirus e
requerida para a viabilidade do virus, enquanto que outras estruturas secundarias
nesta regido modulam a eficiéncia de replicagdo do genoma, mas podem nao ser
essenciais®®.

A extremidade 5'NCR tem um tamanho bastante semelhante para as diferentes
cepas do virus da FA e a maioria dos outros Flavivirus (aproximadamente 100
nucleotideos), enquanto a extremidade 3'NCR apresenta dimensao altamente variavel
(406 a 654 nucleotideos)®®.

A traducdo da ORF resulta na sintese de uma unica poliproteina precursora
com cerca de 3400 aminoacidos (figura 1.3). Esta é subsequentemente clivada por
enzimas da célula hospedeira e um complexo de protease derivado do virus para
produzir as 10 proteinas virais individuais: 3 estruturais (codificadas pelo quarto 5' do

genoma) e 7 ndo estruturais (NS, do inglés "non-structural")'2.
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Figura 1.3: Organiza¢ao do genoma e fun¢des das proteinas virais de Flavivirus.

A Unica regido codificante (ORF) resulta em uma poliproteina precursora a qual sofre
clivagens co- e pés-traducionais, gerando 3 proteinas estruturais (em verde) e 7 nao
estruturais (em vermelho). As fungbes assumidas destas proteinas s&o descritas. NCR,
regido nao codificante; nt, nucleotideos; kB, kilobases; aa, aminoacidos; C, proteina de
capsideo; prM, proteina precursora de membrana; E, proteina de envelope; RdRp, RNA
polimerase RNA-dependente. Adaptado de Fernandez-Garcia et al 2009°.

As proteinas estruturais — C (do capsideo), prM/M (de membrana e sua
precursora) e E (do envelope) — constituem a estrutura basica da particula viral
juntamente com o seu genoma, enquanto as proteinas NS — NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B e NS5 — sdo envolvidas na replicagao do RNA viral, montagem do virus
e modulacgio das respostas da célula hospedeira®®.

O capsideo, de simetria icosaédrica, empacota a coépia unica de RNA viral,
formando o nucleocapsideo com cerca de 25-40nm de didmetro'2. O nucleocapsideo
€ coberto pelo envelope, um envoltério bilaminar de natureza lipoprotéica originario da
célula hospedeira, onde sio inseridas as proteinas transmembranares E e M6,

A proteina M é um pequeno fragmento proteolitico da sua forma precursora
prM e esta ancorada na membrana viral por duas hélices transmembranares’®’!. As
proteinas E sdo dindmicas, adotando conformagdes e arranjos diversos na particula
do virus’?73. A proteina E na sua forma dimérica madura (53 kDa) é o principal
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componente superficial do virion, sendo competente para a ligacdo a superficie
celular, fusdo e entrada dos virus na célula hospedeira™, além de possivelmente ser
importante para a evasao imunoldgica durante o ciclo de vida dos Flavivirus. Ademais,
¢ o principal alvo para a neutralizagdo de anticorpos antiflavivirus’®.

Sao reconhecidas duas formas de virion (figura 1.4): a madura contém a
proteina M, enquanto a forma imatura, ndo infecciosa, contém a precursora prM. Os
virions maduros de Flavivirus sao particulas esféricas de aproximadamente 50nm de
diametro'2.

A microscopia crioeletronica tem revelado estruturas tridimensionais de varios
Flavivirus, incluindo as do virus da FA, onde é possivel observar o tamanho e a
disposigao gerais do virion nas formas madura e imatura. No virion maduro n&o ha
interacao das proteinas E e M com o nucleocapsideo, e os dimeros da proteina E sao
cuidadosamente embalados em um arranjo de "espinha de peixe" paralelamente a
membrana lipidica, dando ao virion uma superficie relativamente lisa. Nas células
infectadas, os virions s&o inicialmente reunidos na forma imatura com uma
organizacao estrutural consideravelmente distinta. Nessas particulas, a glicoproteina
E esta associada a prM (prM-E) e trés desses heterodimeros formam uma espicula
viral, a qual se projeta da superficie do virus”%-72.

Além das trés proteinas estruturais, o genoma do virus amarilico codifica sete
proteinas NS, numeradas por ordem de sintese de 1 a 5, envolvidas na replicagao
viral. Algumas destas proteinas também interagem com proteinas da célula
hospedeira para modular respostas a infecgdo viral'2.

As proteinas NS mais conhecidas sdo a NS3 (70 kDa) e NS5 (104 kDa), com
multiplas atividades enzimaticas importantes para a replicagao viral. A NS3 é uma
proteina multifuncional atuando como serino protease juntamente com o cofator NS2B
para mediar clivagens dentro da poliproteina traduzida, além de desempenhar papel
crucial durante a replicagdo de RNA viral por possuir atividades de helicase/NTPase

(Nucleosil Trifosfato Hidrolase) e RNA 5’ trifosfatase (RTPase)’6-80.
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Figura 1.4: Formas das particulas virais.

Reconstrugdes tridimensionais microscopicas de particulas imaturas
(esquerda) e maduras (direita) de um isolado de virus da dengue, uma espécie
do género Flavivirus. Representagéo superficial do virus da dengue imaturo na
resolugcao de 12.5A (esquerda) e a mesma espécie viral madura na resolugéo
10A (direita). Tridngulos descrevem uma unidade icosaédrica. Fonte:
"International Committee on Taxonomy of Viruses 2017" (ICTV)8!

NS5 é a maior e a mais altamente conservada proteina de Flavivirus, com duas
distintas atividades enzimaticas separadas por uma regido interdominio: uma
metiltransferase no seu N-terminal®?8 e uma RNA polimerase RNA-dependente
(RARp) no seu C-terminal®4®. Entre as proteinas NS, as localizagbes e as
sequéncias de NS3 e NS5, essenciais para o processamento da poliproteina e a
replicacdo do RNA, sao relativamente bem conservadas em toda a familia e, portanto,
s3o valiosas para analises filogenéticas®.

Dentro de células infectadas, a proteina NS1 (46 kDa) esta associada com a
forma replicativa de cadeia dupla do RNA viral®® e, provavelmente, desempenha um
papel importante nos eventos iniciais da replicacdo®. A NS1 de virus amarilico e de
outros Flavivirus também atua como antagonista de ativagdo de Complemento,
podendo contribuir para a patogenicidade®’.

As outras quatro proteinas NS (NS2A, NS2B, NS4A e NS4B) sao pequenas e
hidrofébicas; participam da replicagao viral e/ou funcionam como antagonistas da
resposta imune inata do hospedeiro. NS2B (14 kDa) é um cofator requerido para a
atividade proteolitica da protease NS3, enquanto NS2A (22 kDa) e NS4A (16 kDa)

apresentam estreita associacdo com NS3 e NS5 no complexo de replicacéo viral,
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além de estarem ligadas especificamente a extremidade 3’'NCR do RNA viral %2. NS4A
e NS4B (27 kDa) podem desempenhar papéis na proliferagdo de membrana celular
para suportar a replicagdo viral®*-%. As proteinas NS pequenas, para alguns
Flavivirus, parecem também funcionar como antagonistas de interferon%:97.

Células hospedeiras para infeccdo por Flavivirus incluem monocitos,
macrofagos e células dendriticas®-1%2. A primeira etapa do ciclo de replicagdo deste
género (figura 1.5) envolve a ligagdo/adsor¢do do virion a célula hospedeira por
intermédio de multiplos receptores celulares. Varios mecanismos de infec¢ao celular
tém sido descritos, incluindo endocitose do virus em vesiculas revestidas de clatrina
mediada por receptores especificos de células de mamiferos'931%4  fagocitose por
mondcitos/macrofagos’%%1% ou fusdo com a membrana celular e entrada direta, como
observado em células de mosquitos'%,

A entrada do virus seguida de acidificagcdo endossomal induz mudancgas
estruturais na proteina E — a qual se rearranja de 90 homodimeros em pH neutro
(virion maduro) para 60 homotrimeros em pH acido (virion imaturo) — desencadeando
a fusdo das membranas viral e celular, seguida da liberagdo do nucleocapsideo no
citoplasma, onde ocorre a tradugido do RNA gendmico'07-109,

A traducdo do RNA gera uma poliproteina precursora que € processada pela
serino protease codificada pelo virus (NS2B/NS3) e pelas proteases codificadas pela
célula hospedeira (sinalase e furina), produzindo as 10 proteinas estruturais e nao
estruturais do virus®'-110,

Apos a tradugdo do RNA viral liberado, NS5 (RdRp) polimeriza RNA de senso
negativo (complementar ao RNA gendmico), servindo como modelo para a sintese de
novo RNA viral de senso positivo'".

A replicagao viral ocorre no reticulo endoplasmatico (RE) e em pacotes de
vesiculas (membranas derivadas do Golgi), os chamados complexos de replicagdo
viral, os quais estdo intimamente associados as membranas celulares e consistem de
RNA e proteinas virais e, possivelmente, fatores da célula hospedeira''2113, O recém-
sintetizado RNA é expulso no espaco intermembrana dos pacotes de vesiculas de

membrana dupla, saindo no citoplasma por um mecanismo desconhecido''4.
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Figura 1.5: Desenho esquematico do ciclo de replicagao dos Flavivirus.

Virions se ligam a moléculas e receptores de adsorgdo de superficie celular e sdo
internalizados por endocitose. Em pH baixo do endossomo, glicoproteinas virais
medeiam a fusdo das membranas celular e viral, permitindo a desmontagem do
virion e a liberagdo do seu RNA no citoplasma. O RNA viral é traduzido em uma
poliproteina que é processada por proteases celulares e virais. Proteinas NS do
virus replicam o RNA genémico. A montagem do virion ocorre na membrana do
reticulo endoplasmatico (RE). Proteina do capsideo e RNA viral sdo envelopados
pela membrana e suas glicoproteinas para formar particulas virais imaturas, as
quais sao transportadas pela via secretéria. No pH baixo da rede trans-Golgi, prM é
clivada pela furina. Virions maduros sdo liberados no citoplasma. Adaptado de
Sampath & Padmanabhan 20096".

A montagem das particulas virais ocorre em estreita associagdo com o RE. A

primeira etapa desse processo € o revestimento do recém-sintetizado RNA viral com
a proteina C’#'5, Em seguida, uma bicamada lipidica derivada do RE contendo

heterodimeros de prM-E envelopa o nucleocapsideo formando uma particula viral

imatura que brota do limen do RE rugoso no Golgi'"®.

A maturagdo das particulas virais ocorre durante o seu processo de saida da

célula hospedeira, na rede trans-Golgi''”, onde prM é clivada a M pela furina, junto

com rearranjo conformacional da proteina E72118.119,

A disposicao de prM nos heterodimeros prM-E nas particulas imaturas impede

a fusdo prematura do virus com a membrana celular durante seu transporte para fora
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da célula. As particulas imaturas transitam em um ambiente do Golgi de baixo pH e
uma mudanga conformacional/morfologica reversivel ocorre na proteina E antes do
processamento de prM. A clivagem de prM a M pela serino protease celular (furina)
na rede trans-Golgi resulta em uma mudanga conformacional irreversivel na proteina
E'8119 Esta etapa é essencial para o virus na transicdo de particulas virais ndo
infecciosas, incapazes de fusionar, a virions maduros, infecciosos, capazes de
fusionar. As particulas maduras sao liberadas por exocitose para o meio

extracelular®'.

1.1.4 Respostas Celular e Humoral do Hospedeiro ao Virus

Ha poucos estudos de avaliacdo da resposta imune a infecgdo primaria com o
virus da FA. A maioria das infecgdes so ¢é identificada quando os pacientes estdo em
fase de doenga hemorragica fulminante ou até mesmo apos a morte. Portanto, grande
parte da informagdo relativa a imunidade em resposta a infeccdo com o virus
selvagem é de casos graves da doenga e ndo da maioria, em que a resposta imune é
eficaz no combate a infecgdo'?. Alternativamente, a maior parte do conhecimento
sobre as respostas imunes inata e adaptativa € obtida a partir de estudos em
pacientes vacinados. A investigagdo dos genes ativados apds a administragcdo de
vacinas 17D forneceu uma visao mais detalhada da interacdo de respostas inatas e
adaptativas e elucidou assinaturas genéticas especificas correlacionadas com as
respostas celular (linfocitos ou células T) e humoral (linfocitos ou células B e
anticorpos)'21-123,

A infeccdo com o virus (ou a vacina da FA) é seguida de resposta imune rapida
e especifica. A imunidade inata, incluindo os TLRs (do inglés “Toll-like receptor”), as
vias de ativacdo de sinal de inflamossoma e a produgéo de IFN (interferon) do tipo |
(alfa e beta) sdo fundamentais para moldar e promover a resposta adaptativa. Uma
resposta inata robusta €, provavelmente, a base de respostas adaptativas rapidas,
fortes e duradouras ao virus da FA e a sua vacina derivada?. Também é provavel que
pacientes com desfecho desfavoravel possam ter defeitos nas respostas imunes inata
e adaptativa que resultam em virus ultrapassando a imunidade no inicio da infecgcéo

ou no desenvolvimento de respostas imunopatoldégicas durante os estagios
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posteriores, onde uma resposta imune desregulada é caracterizada por uma
apresentagdo excessiva de citocinas pré-inflamatorias'’.

A imunidade inata atende a duas fungbes importantes: proporciona uma
protecao relativamente imediata contra a infeccdo e estabelece um meio para
promover a imunidade adaptativa subsequente (células T e B) e memoria’?!123,

Antes de 1998, a resposta celular em humanos a vacina 17D ndo tinha sido
estudada'?. Os linfocitos T CD4+ e T CD8+ respondem fortemente as cepas vacinais.
A cinética das células T citotdéxicas (CD8+) efetoras com atividade antiviral e as
células T auxiliares (CD4+) com padrdao Th1/Th2 misto parecem ser muito rapidas,
comecando durante a primeira semana apos a infecgdo'?123.125126  Células CD8+
ativadas sdo detectadas tdo cedo quanto trés dias pos-imunizagdo'’. As células T
CD4+ tém pico entre 7 e 14 dias apds a imunizagdo'?®12? enquanto as células T
CD8+ atingem um pico entre 14 e 30 dias'25127,129-131,

A proliferacdo de células T CD8+ parece ser amplamente controlada por
antigeno, uma vez que o tamanho da resposta das células T se correlaciona
diretamente com a carga viral'?’. Os linfocitos T citotoxicos medeiam a morte de
células infectadas por Flavivirus e sdo um importante mecanismo efetor da remocéao
viral durante a infecgdo primaria. As células CD8+ s&o polifuncionais (secretam
multiplas citocinas e enzimas efetoras), visam multiplas proteinas e epitopos virais e
apresentam forte memoria130.132.133,

As células CD8+ especificas de 17D respondem a epitopos dentro de cada
produto maduro da poliproteina vacinal produzindo varias citocinas, como as proé-
inflamatdrias IFN-y, TNF-a, MIP1-B e a citocina promotora de proliferagéo IL-2130.131,
Quase todos os linfécitos T CD8+ especificos para 17D expressam granzima B,
sugerindo que sao funcionalmente capazes de degranular e, provavelmente, sao
citotoxicos130.134,

Os epitopos de células T citotoxicas foram localizados nas proteinas E, NS1,
NS2B e NS3 da FA 17D e sao conservados entre cepas do virus do tipo selvagem?32.

As células T CD8+, apds o pico de expansao, comegam a se diferenciar em
células de memoéria de longa duragao que retém um fendtipo polifuncional por pelo
menos dois anos'3®. Cinco a seis por cento dos aproximadamente 2000 clones de
células T CD8+ que respondem a 17D'3® se diferenciam em varias populagbes de

memoria, incluindo as memodrias central e efetora. Essas células diminuem
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lentamente ao longo do tempo, mas podem permanecer detectaveis por mais de 25
anos136,137_

As células T CD4+ especificas para as cepas 17D produzem uma mistura de
citocinas do tipo Th1 (como IL-2, IFN-y, TNF-a, IL-12) e Th2 (incluindo IL-4, IL-5, IL-10
e IL-13)129138-140  Ag células T do tipo Th1 caracteristicamente promovem as
respostas de T CD8+, enquanto que as citocinas de Th2 promovem as respostas de
células B e anticorpos'?.

Estudos de encefalite por FA apds desafio intracerebral direto em modelos
animais nocautes de células T e B e avaliagdo em camundongos das respostas
celular e humoral seguidas da vacinagao mostraram que tanto anticorpos (produzidos
pelas células B) quanto linfocitos T CD4+ possam ser mediadores criticos de
protegdo’41.142,

A imunidade humoral € um componente da resposta do hospedeiro aos
Flavivirus essencial para controlar a disseminag¢ao da infecgao e impedir a replicacéo
viral no sistema nervoso central por cepas encefadlicas. A transferéncia passiva de
anticorpos policlonais ou monoclonais contra proteinas protege camundongos de
desafio letal em varios sistemas de Flavivirus'43144,

Os anticorpos protegem contra a infecgdo por Flavivirus por multiplos
mecanismos, incluindo: (l) neutralizagédo direta da ligagao ao receptor, (ll) inibicdo da
fusao viral, (lll) remocéao viral dependente do receptor Fcy (FcyR), (IV) lise mediada
pelo Complemento de virus ou células infectadas e (V) citotoxicidade celular
dependente de anticorpo™.

A resposta humoral ao virus da FA é caracterizada pela presenca de
anticorpos de imunoglobulina (Ig) M durante a primeira semana da doenca. O pico de
IgM é atingido durante a segunda semana apds o inicio da doenca e diminuem
rapidamente em 30 a 60 dias. No entanto, esses anticorpos podem persistir por
periodos prolongados apdés a vacinagdo 17D e, apesar de ainda ndo ter sido
investigado mais profundamente, esse mesmo fendmeno pode também ocorrer apos
infeccdo com FA selvagem. A magnitude da resposta de IgM em casos de infecgao
primaria por FA é significativamente maior do que em pacientes com exposigao prévia
a Flavivirus, em quem a proporgdo de IgM para IgG é baixaZ.

Anticorpos com atividade bioldégica (neutralizagdo e inibicdo da
hemaglutinagdo) aparecem rapidamente, tipicamente pelo quinto dia da

doenga?'46.147 No entanto, as respostas de anticorpos inibidores da hemaglutinagéo
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(HI, do inglés “hemagglutination-inhibiting”) e de neutralizagdo (N) nao estéo
vinculadas em todos os casos, refletindo determinantes antigénicos diferentes para Hl
e N no envelope viral'8.

Os anticorpos HI atingem um pico entre 30 e 60 dias apos a infecgdo e um
declinio significativo no titulo ocorre durante os 6 meses seguintes. Os anticorpos
neutralizantes persistem por muitos anos, sendo por toda a vida apos a infec¢ao por
FA natural, onde ja foram detectados até 78 anos apdés a doenga. Ademais, parecem
fornecer protecdo completa contra a doenca quando na reexposi¢ao ao virus, nao
havendo relato documentado de uma segunda infecgdo clinica por FA2 149,150,

Os anticorpos de fixagdo do Complemento (CF, do inglés “Complement-fixing”)
aparecem durante a segunda semana apoés o inicio da doenga, aumentam durante o
periodo de convalescenca e diminuem entre 4 e 12 meses apos o inicio dos sintomas.
Diferentemente das respostas de IgM e de anticorpos neutralizantes apds a vacina
17D, os anticorpos CF sdo ausentes em individuos sem exposi¢cdo prévia a
Flavivirus?.

A proteina E dos virus da FA e de outros Flavivirus contém determinantes
antigénicos responsaveis pela neutralizacdo e respostas de células T citotoxicas e,
portanto, desempenha papel principal na imunidade protetora’™. Estudos de
imunizagao ativa de camundongos com virus recombinante da vaccinia expressando
a proteina E'™ e de imunizagdo passiva de camundongos com anticorpos
monoclonais anti-E'52153 demonstraram o papel dos anticorpos neutralizantes como
mediador da imunidade protetora contra a FA2.

Os epitopos neutralizantes do virus da FA sao conformacionais (compostos por
sequencias peptidicas descontinuas) ou contiguos'*-1%. O virus amarilico contém
multiplos determinantes neutralizantes, alguns dos quais sdo conservados entre as
diferentes cepas'®-1%8, Trés epitopos de neutralizagéo especificos mapeados no nivel
gendmico por sequenciamento sdo encontrado em E-71/72 no dominio Il, E155 no
dominio | e E305/325 no dominio Ill. Outros epitopos mostram atividade neutralizante
de reagao cruzada, e alguns deles sao fortemente neutralizantes, como por exemplo,
um epitopo no circuito de fusdo da proteina E que bloqueia a internalizacdo do
virus'*. A resposta imune policlonal complexa &, portanto, capaz de proteger contra
multiplas cepas de virus que podem diferir em um ou em varios epitopos, mas nao

todos?.
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A neutralizagdo € um fenébmeno “multihit”’, necessitando da ligagdo de multiplos
anticorpos para que haja a neutralizagdo de um unico virion. O numero de moléculas
de anticorpos necessarias para neutralizar o virus depende de dois fatores bioldgicos:
acessibilidade do epitopo na particula viral (em geral, os epitopos na superficie
externa do dominio Ill sdo neutralizadores fortes e os epitopos nos dominios | e Il sdo
menos potentes) e a afinidade do anticorpo’#4.

A forca de ligagdo entre o anticorpo e o antigeno (afinidade) determinara a
fracdo de epitopos na particula viral ocupada pelo anticorpo em qualquer
concentragdo dada (referida como ocupacgédo de anticorpo) e é um determinante
primario da poténcia de neutralizagao%°.

Os epitopos virais podem ser diferencialmente acessiveis para a ligagado de
anticorpos devido a restricdes estéricas impostas por proteinas E adjacentes na
particula viral. Assim, o numero de sitios disponiveis para ligagao pode diferir entre
epitopos estruturalmente distintos no virion. A acessibilidade € um fator significativo
que modula a poténcia de anticorpo e determina os requisitos de ocupagao para a
neutralizacdo. Os anticorpos que se ligam aos determinantes altamente expostos
podem exceder o limiar estequiométrico para a neutralizagéo, ligando ao virion em
uma ocupacao relativamente baixa'®. Em contrapartida, os epitopos que sdo mal-
expostos podem exigir uma ocupagédo quase completa para atingir os requisitos de
limiar para a neutralizagéo'60.161,

Os anticorpos tém o potencial de neutralizar a infecciosidade de Flavivirus
interferindo em varias etapas da via de entrada do virus, incluindo a adsorgéo,
internalizacao e fusao%°,

Durante a etapa de ligagao, os anticorpos podem bloquear a infecgao pelo
Flavivirus inibindo as interagdes entre virion e superficie celular. Estudos mostraram
que anticorpos monoclonais especificos para o dominio Il bloqueiam a infec¢cdo nesta
fase'®2. Varias evidéncias indiretas sugerem que este dominio desempenha um papel
importante na adsorcao viral a receptores celulares’®3,

Anticorpos monoclonais também tém potencial para neutralizar a
infecciosidade em etapas posteriores a ligagdo, talvez inibindo as mudancgas
conformacionais na proteina E associadas a fusdao de membranas, prevenindo a
liberacdo do RNA viral no citoplasma®™#154164  Anglises da reconstrucdo estrutural e
crioeletronica sugerem que o encaixe do anticorpo no virion impde restricdes estéricas

nos rearranjos mediados por pH baixo das proteinas E e que conduzem a fusao 65166,
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Os anticorpos também podem inibir a infeccdo de Flavivirus por ativacdo de
funcbes efetoras dependentes da porcao Fc, incluindo a ativagdo do Complemento.
Estudos usando modelos animais de infecgao por Flavivirus destacam a importancia
do sistema Complemento intacto para imunidade humoral'®”-1%8 A opsonizagéo viral
com os componentes da via classica C1q, C4b e C3b pode promover a formagao do
complexo de ataque @ membrana (C5b-C9) que resulta na lise direta do virion'#4.

O Complemento pode também aumentar a poténcia de neutralizagdo dos
anticorpos diretamente pela modulagdo dos requisitos de ocupacao para a
neutralizacdo: aumentando a avidez do anticorpo ou os efeitos estéricos do anticorpo
ligado, podendo resultar em bloqueio de adsorgéo ou fusdo do virus'®.

O fendbmeno de potencializagao da infecgdo dependente de anticorpo (ou ADE,
do inglés “antibody-dependent enhancement”) descreve o aumento consideravel na
infecgao de células portadoras de FcyR ou receptores do Complemento na presenca
de concentragdes subneutralizantes de anticorpos ou soros imunes. ADE foi
demonstrado in vitro em mondcitos/macréfagos para diversos Flavivirus, incluindo o
virus da FA'*4. Nesse contexto, acredita-se que anticorpos desempenhem um papel
na doenga exacerbada apds a infecgao pelo virus da dengue'°.

O fenbmeno de ADE ¢ tipicamente mediado por complexos virus-anticorpo nao
neutralizante que se ligam as células via FcyR tipo | ou Il ou receptores do
Complemento e aumentam a internalizacao do virus?'7'-173, No entanto, observou-se
ADE em células semelhantes a macrofagos na presenga de anticorpos neutralizantes,
sugerindo que as células portadoras de FcyR poderiam facilitar a infeccdo apos a
inoculacao do virus da FA em um hospedeiro imune, enquanto células portadoras de
outros receptores de virus estariam protegidas?'74.

As respostas de anticorpos seguidas de infec¢do amarilica primaria séo
especificas para o antigeno da FA. Com a maturagdo de afinidade, a especificidade
diminui e as reagdes cruzadas com Flavivirus relacionados aparecem durante a
segunda semana apoés o inicio da doenga'#’. Pacientes com imunidade heterdloga
prévia a Flavivirus desenvolvem respostas de anticorpos amplamente cruzadas?'75.

A especificidade da resposta imune difere com o teste utilizado: o teste de
inibicdo da hemaglutinagdo é menos especifico, o de fixagdo do complemento é
intermediario e o teste de neutralizagdo é o mais especifico. O ensaio

imunoenzimatico de captura de anticorpos IgM (MAC-ELISA) é especifico para os
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casos de infeccdo primaria, mas as reag¢des cruzadas se desenvolvem ao longo do
tempo e nos casos com experiéncia anterior a Flavivirus?'7°,

As respostas imunes humorais as proteinas NS de FA ndo foram amplamente
estudadas em infeccbes humanas, mas seu papel foi parcialmente explorado
experimentalmente?. Anticorpos especificos para as proteinas NS ndo neutralizam
diretamente a infecciosidade do virus, mas podem proteger por outros mecanismos
efetores’#.

As respostas de anticorpos as infecgdes naturais analisadas por Western blot
mostram que anticorpos anti-NS1 sao tipo-especifico e, portanto, tém valor no
diagnostico da infecgdo por Flavivirus de reagdo cruzada'’®. A proteina NS1 esta
presente no citoplasma e na superficie das células infectadas, sendo secretada
destas e contendo determinantes que causam o aparecimento de anticorpos CF'77.

A partir de um ensaio descrito para o diagnéstico da doenga causada pelo virus
do oeste do Nilo,'”® anticorpos contra outra proteina ndo estrutural (NS5) mostraram
ser induzidos pela vacina 17D, mas o papel de anti-NS5 na protec¢ao, se houver, néao
esta definido?.

As respostas de anticorpos a NS3 foram descritas em pacientes com infecgdes

secundarias por dengue'’®.

1.1.5 A Vacina

Durante o outono de 1925, Adrian Stokes liderou uma expedig¢ao para estudar
a FA na Africa Ocidental. No decorrer dos estudos, eles isolaram uma cepa virulenta
de um homem ganés chamado Asibi, com um quadro leve de FA. O virus Asibi foi
passado em macacos rhesus por transferéncia direta de sangue e posteriormente por
mosquitos infectados. Com excec¢éo de dois macacos, o virus Asibi se mostrou letal,
causando sintomas que eram semelhantes aos casos humanos de FA'80.181 Qs
estudos realizados pela expedicdo de Stoke foram revolucionarios em varios niveis,
sendo os primeiros a estabelecer modelos animais experimentais de FA e mostrar
que soro de seres humanos convalescentes poderia proteger animais infectados
experimentalmente’?0,

O virus Asibi foi transportado para o Instituto Rockefeller, onde Max Theiler e
colegas descobriram que o virus, embora refratario ao crescimento em animais de
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laboratério a partir da maioria das rotas de injegcdo, se replicariam no cérebro de
camundongos se inoculados por via intracraniana'??'82 representando o primeiro
registro de camundongos utilizados como modelo animal. A passagem em cérebros
de camundongo reduziu a viruléncia viscerotrépica em macacos, mas aumentou as
propriedades neurotropicas, causando doenga letal quando injetado no cérebro20.183,

As preocupagdes com o neurotropismo levaram o grupo de Theiler a passar o
virus mais de 200 vezes em meio de cultura com embrides de galinha, em que o
tecido neuroldgico foi removido. Entédo, designou-se uma subcultura do virus Asibi, a
17D. Embora esta permaneca virulenta quando injetada em cérebros de camundongo,
0 virus perdeu sua neuroviruléncia em macacos, causando apenas uma "reacgao febril
moderada" quando injetada por via intracerebral. Além disso, o virus ja ndo causou
doenca viscerotropica em macacos quando inoculados subcutaneamente, apenas
uma infecgdo muito leve20.184,

Juntamente com esses achados, Theiler publicou relatério mostrando que sete
dias apdés a administragdo da subcultura 17D, macacos estavam completamente
protegidos para o desafio com o virus Asibi e o soro imune pbéde ser detectado em um
més. Em torno de sete dias apds o desafio, nenhum virus circulante de Asibi foi
detectado no sangue de macacos vacinados. Em humanos injetados com 17D, o soro
imune anti-FA foi detectado tdo cedo quanto dois dias apds a imunizagdo. Os oito
sujeitos do teste apresentaram apenas uma ligeira febre, dor de cabeca leve e dor
nas costas, insuficientes a incapacitar para suas atividades diarias normais. Em 1951,
Max Theiler receberia o prémio Nobel de fisiologia e medicina por ter desenvolvido
uma vacina eficaz contra a FA120.185,

O desenvolvimento, em 1936, da vacina viva atenuada 17D para FA foi um
marco na histéria das vacinas virais, representando o auge do sucesso de vacinas, ao
lado daquelas para variola e poliomielite. A subcultura 17D do virus Asibi tornou-se a
cepa semente para as vacinas atualmente disponiveis comercialmente para o virus da
FA: 17DD (passagem 195) — utilizada no Brasil, fabricada por Bio-Manguinhos/Fiocruz
— e 17D-204 (passagem 204) — utilizada por outros 5 fabricantes estrangeiros'?.
Ambas sao produzidas a partir de extratos de ovos de embrides de galinha infectados,
utilizando tecnologia que mudou pouco desde 194586187 ' A metodologia de produgéo
destas vacinas é bem definida, eficiente e segue um rigoroso controle de qualidade,

além de serem baratas e administradas em dose Unica'88-190,
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Os genomas das cepas vacinais derivadas da 17D foram sequenciados e
observou-se que a Asibi difere delas em 48 nucleotideos, codificando a substituicdo
de 20 aminoacidos'®6.

Ao longo dos anos, os sequenciamentos genémicos de lotes vacinais e suas
sementes de trabalho/master mostraram informacdes importantes sobre a
homogeneidade relativa e estabilidade desta vacina viva atenuada. Comparagdes de
sequencias obtidas de vacinas produzidas por diferentes fabricantes indicaram que as
cepas 17D e 17DD mantém uma homologia geral de mais de 99%. Diferencas na
codificagdo de 29 aminoacidos espalhados por toda a ORF do genoma viral foram
descritas entre diferentes preparacdes de 17D e 17DD, dos quais aproximadamente
um tergo ocorre na regido de codificagado da proteina E. As cepas 17DD comparadas
a 17D diferiram em 56 nucleotideos, dos quais 18 codificam alteragdes de
aminoacidos, mas somente 12 alteracdes de nucleotideos foram compartilhadas por
todas as cepas 17DD avaliadas'".

Da mesma maneira, a analise molecular de multiplos lotes de vacina
preparados por um unico fabricante ao longo de um periodo de 12 anos mostrou a
conservagao de sequencias consenso, apontando para a robustez do processo de
fabricagdo e a estabilidade inerente do virus 17D. Sequencias genémicas obtidas de
soros coletados 5 dias apdés a vacinagdo com a 17D-204 de cinco pacientes
revelaram somente uma ou duas alteracdes nucleotidicas em nivel de consenso,
mostrando que a administracdo da vacina viva atenuada ao hospedeiro humano nao
resulta em selegéo rapida de variantes minoritarias'92193,

A estreita relagdo antigénica entre as cepas do virus amarilico sugere que
qualquer cepa usada como base para um antigeno vacinal pode estimular uma
protecao significativa contra todos os gendtipos do virus da FA. Portanto, a
diversidade de sequencias do virus parece ter pouca consequencia para o uso das
vacinas atuais baseadas na 17D e para o desenvolvimento de novas vacinas. De
maior interesse ¢ a estabilidade do gendétipo atenuado das vacinas disponiveis'®’.

O potencial de alteragbes na viruléncia e/ou nas propriedades imunogénicas
das vacinas 17D impés requisitos rigorosos relacionados a passagem e preparagao
de sementes master e de trabalho e a caracterizagcdo de lotes de virus vacinais.
Recentemente, autoridades regulatorias e de saude publica e fabricantes de vacinas
reexaminaram esses requisitos e investigaram a utilidade potencial de

sequenciamento genémico de novos estoques de sementes master ou de trabalho
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como ferramenta para avaliar as estabilidades genética e fenotipica de virus vacinais
e garantir a consisténcia da produgéo'®.

Nao existe nenhum tratamento especifico para a FA além de cuidados de
suporte. A vacinagao € a maneira mais eficaz de prevenir e controlar a doenca. Mais
de 500 milhdes de pessoas receberam as vacinas baseadas em 17D, desde a sua
disponibilidade em 1937720,

Multiplas estratégias de imunizagéo ja foram aplicadas em paises endémicos,
incluindo a introdugéo da vacina no cronograma de vacinagao infantil, campanhas em
massa preventivas e reativas e vacinagao de viajantes para zonas de risco da FA.
Combinado com os programas de controle vetorial, a vacinagao levou a uma redugao
notavel na carga da doenga em tempos e locais especificos’®*1%5. A OMS recomenda
cobertura vacinal da populagdo de 80% ou mais para prevenir e controlar surtos em
areas urbanas. No entanto, em muitas areas de risco da FA, este percentual
permanece muito baixo?*1%.

O fornecimento global da vacina de FA imediatamente disponivel de todos os
seis fabricantes mundiais é de aproximadamente 5 milhdes de doses. A producéio
anual é de cerca de 80 milhdes de doses. No geral, o abastecimento é insuficiente
para a demanda quase todos os anos. A possibilidade de todos os fabricantes
aumentarem sua capacidade de producgao € limitada. A insuficiéncia é acentuada em
situacdes de emergéncia, como nos surtos recentes em regides da Africa e América
do Sul'¥”,

O Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos (Bio-Manguinhos/Fiocruz),
vinculado ao MS, é o maior produtor mundial da vacina para a FA. A sua produgao
mensal é de 4 milhdes de doses, em situagdes de rotina. Mas, atualmente, 6 milhdes
de doses por més estdao sendo produzidas em funcdo do aumento da demanda. O
Instituto, no entanto, tem capacidade para produzir 9 milhbes de doses por més, ou
108 milhdes de doses anuais'®.

Considerando o cenario da doenca em 2016, Shearer e colaboradores'®
estimaram que ha entre 393,7 e 472,9 milhdes de individuos ndao imunizados em
regides no mundo classificadas como em risco da doenga, para atingir a
recomendacao de 80% de cobertura vacinal da populacdo. Cerca de 87% desses
individuos vivem na Africa e os demais na América Latina. Avaliando essas
estimativas e a classificacdo da OMS de paises em risco para FA — em que 27 paises

africanos foram classificados como alto risco e outros 8 como risco moderado; e 13
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paises da América latina e Caribe como de alto risco ou com areas de alto risco'® —
com excecgao de Bolivia, Peru e Senegal, todos os paises continham areas em risco
com cobertura vacinal inferior a 80%%.

Em face das demandas crescentes, os 4 principais fabricantes que fornecem o
estoque global da vacina vem trabalhando para atender as campanhas de vacinagao
emergenciais e reabastecer o estoque programado para 6 milhdes de doses ao
ano?%°. A OMS objetiva eliminar as epidemias de FA em todo o mundo até 2026"%°.

A vacina para FA é recomendada para individuos com idade maior ou igual a 9
meses que vivem ou viajam para areas endémicas na Africa e América do Sul. Devido
ao risco de propagagédo do virus, as politicas relativas ao uso da vacina de FA estao
incluidas no Regulamento Sanitario Internacional (RSI) e, portanto, paises podem
exigir recibo da vacina para a entrada em seus territérios. Até entdo, a OMS
reconhecia que uma unica dose da vacina protegia contra a infec¢gao pelo virus
amarilico a partir do 10° dia apds a imunizagédo e continuando por 10 anos, quando
deveria ser administrada uma dose de reforgo?°'.

Mas, em 17 de maio de 2013, o Grupo Consultivo Estratégico de Especialistas
(SAGE, do inglés “Strategic Advisory Group of Experts”) da OMS anunciou uma
mudanga de paradigma em relagéo a politica de vacinagao da FA, afirmando que néo
havia necessidade de revacinagédo dos individuos 10 anos apds a vacinagao inicial;
que uma unica dose da vacina de FA é suficiente para conferir imunidade sustentada
e protecdo ao longo da vida contra a doenga?°?2%3, Considerando a evidente
sobrecarga no abastecimento das vacinas 17D, a redugdo da necessidade de
revacinagdo viria ao encontro da atual e crescente demanda, aumentando a
quantidade de vacina disponivel?%4.

Essa decisao foi baseada em revisao sistematica de estudos publicados sobre
a duragao da imunidade ap6s uma unica dose da vacina de FA e em dados sugerindo
que falhas vacinais sdo extremamente raras e ndo aumentam a frequencia com o
tempo a partir da vacinagao?°®. O grupo observou que estudos futuros e dados de
vigilancia deveriam ser usados para identificar grupos de risco especificos, como
pessoas infectadas com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) ou criangas, que
poderiam se beneficiar da dose reforco. Em maio de 2014, a Assembleia Mundial da
Saude adotou a recomendacao de remover a dose reforco de 10 anos do RSI até
junho de 20162%,
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Em contrapartida, estudos realizados recentemente no Brasil apontaram dados
divergentes daqueles que suportaram a decisdo da OMS de mudar o esquema de
vacinagéo para a FA. Um grupo colaborativo para estudos da vacina de FA conduziu
um estudo clinico para estimar a taxa de soropositividade e os titulos de anticorpos
neutralizantes em adultos com diferentes tempos de vacinagcdo com a 17DD, visando
fornecer elementos para revisar a necessidade e o momento da revacinagcdo. Apesar
de preliminares, os dados obtidos indicaram a necessidade da dose de reforgo para
garantir protegdo mais longa para todos os vacinados®?”.

Corroborando esses primeiros dados sorolégicos, outra andlise voltada para as
células de memoédria do sistema imune mostrou que a dose reforgco parece ser
necessaria para garantir protecao mais longa. Esses estudos embasaram as diretrizes
nacionais de politica de vacinacdo no Brasil que permaneceram recomendando dose
reforco 10 anos apds a vacinagdo primaria°8.

Em janeiro do presente ano, o MS anunciou a implementagdo de um esquema
de vacinacao especial, com uso de doses fracionadas para trés estados brasileiros:
Séo Paulo, Rio de Janeiro e Bahia?®®. Em margo, o MS ampliou a recomendacgéo da
vacina para todo o territério nacional até dezembro deste ano. A medida é uma
tentativa de antecipar a prote¢cado da populacéo para a doenga em caso de uma futura
circulagéo do virus?210.

O fracionamento de doses é recomendacdo da OMS em casos de extensio da
FA silvestre de forma intensa, aumentando o risco da expansdo da doenca em
cidades com elevado contingente populacional, o que exige realizar a intensificagao
vacinal em curto prazo de tempo?''. Estudos tém demonstrado que a dose fracionada
tem a mesma imunogenicidade da dose padrao?'>-2'4, Esta vers&o da vacina 17DD é
absolutamente segura e a protegdo comprovada era, até 2017, de oito anos. Outros
estudos deverao ser realizados para determinar a necessidade de uma nova dose a
partir da dose fracionada?%®.

As vacinas 17D-204 e 17DD representam as vacinas desenvolvidas até a data
com o melhor desempenho, sendo consideradas seguras e altamente imunogénicas,
induzindo a formacg&o de anticorpos protetores de longa duragédo?'52'6. Nao existem
diferengas significativas na seguranga ou imunogenicidade entre as vacinas 17D e
eventos adversos graves associados a elas s&o raros'. A eficacia dessas vacinas é
evidenciada pela redugao significativa na incidéncia da FA seguida de vacinagdo em

massa?’’.
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Apesar de eventos adversos graves serem raros, a segurancga da vacina 17D
comegou a ser questionada apds a publicagdo, em 2001, de 7 casos (6 fatais)?'7—21°
de insuficiéncia aguda de varios 6rgaos, semelhante a FA selvagem, causada por
infeccbes com o virus 17D (doencga viscerotropica associada a vacina da FA ou YEL-
AVD, do inglés “yellow fever vaccine associated viscerotropic disease”). Durante os 10
anos seguintes, 65 casos foram registrados, com uma taxa de letalidade elevada de
63%?.

Mas, felizmente, YEL-AVD é raro. A taxa de notificacdo de YEL-AVD nos EUA
foi estimada em 0,4 por 100.000 doses, mas € maior com o0 avanco da idade,
atingindo 1,0-2,3 por 100.000 em pessoas com mais de 60 anos??022'. Taxas
similares foram estimadas durante campanhas de vacinagdo em massa em regides
do Brasil de populacdes sem vacinacgao prévia2?2.

A letalidade desses eventos adversos € maior do que a doenca causada pelo
tipo selvagem do virus, refletindo o fato de que muitos pacientes afetados tinham
condigdes subjacentes associadas a desregulagdo imune. Acredita-se que esses
eventos estejam associados a susceptibilidade do hospedeiro ao invés de mutagdes
da cepa 17D, causando aumento da viruléncia do virus. Suspeita-se de que a base
imunologica da susceptibilidade a eventos adversos graves (viscerotropicos) apds a
vacina 17D seja insuficiéncia ou disfungdo na resposta imune inata do individuo
vacinado?223,

A doenga neurotrépica associada a vacina da FA (YEL-AND, do inglés “yellow
fever vaccine associated neurotropic disease”) normalmente se apresenta como
meningite ou encefalite atribuida a neuroinvaséo e lesdo viral direta. Os demais casos
apresentam evidéncias clinicas ou radiolégicas para sindromes inflamatérias
desmielinizantes (Guillain Barré ou encefalomielite disseminada aguda), sugerindo
uma base autoimune, possivelmente desencadeada por infeccado neural anterior.
Relatos de casos individuais descrevem uma grande variedade de outras sindromes
neuroldgicas e oculares temporariamente associadas a vacina 17D".

Os eventos adversos neurolégicos sdo raros, provavelmente um pouco mais
frequentes do que a doenga viscerotropica, com taxa global de notificagdo de 0,4-0,8
por 100.000 doses nos EUA, por exemplo. Assim como observado para YEL-AVD, as
taxas de notificagado de YEL-AND sao maiores em pessoas com mais de 60 anos (1,4-

1,8 por 100.000)?2%22' A recuperagdo é a regra, as mortes séo raras (<1,0%) e as
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sequelas neuropsiquiatricas sdo incomuns, mas estudos sistematicos de
acompanhamento a longo prazo nao foram realizados”.

As vacinas anti-FA induzem resposta imune forte, rapida e duradoura. A
resposta adaptativa pds-imunizacdo € caracterizada pela inducdo robusta de
anticorpos e células T, como discutido na secgado anterior (1.1.4). Anticorpos
neutralizantes sdo o correlato primario de protecdo em vacinados. Estudos com
diferentes Flavivirus indicaram que a protecdo de animais a infecgao viral esta
correlacionada aos anticorpos neutralizantes e, portanto, a determinagao destes como
avaliagdo de imunogenicidade vacinal indica a eficacia da vacina??*??’. No entanto,
estudos mais recentes tém demonstrado que nao somente as respostas de anticorpos
neutralizantes, mas também as de células T sdo importantes para a protecao contra o
virus da FA142.228

Anticorpos neutralizantes sdo direcionados para um numero pequeno de
epitopos altamente conservados, presentes na glicoproteina E do envelope viral'.
Além da especificidade, os anticorpos neutralizantes aparecem rapidamente. Dez dias
apos a vacinagdo é possivel observa-los em quase 90% dos vacinados? e dentro de
30 dias para 99% dos vacinados (adultos e criangas acima de dois anos de idade)'®.
Ademais, ha fortes evidéncias de que esses anticorpos medeiem uma protecao longa
a doenca e, portanto, acredita-se que a sua medicao fornega o melhor correlato de
imunidade aos Flavivirus'®.

No entanto, ndo é possivel afirmar seguramente a correlagdo entre os titulos
de anticorpos neutralizantes e a protecdo a infec¢ao viral, mas se deve considerar
que a presenga desses anticorpos € um importante indicador de memdria imunologica
e pode determinar associagao direta entre sorologia positiva e protegdo imune?®’.

Assim, considerando o papel protetor dos anticorpos neutralizantes para FA, a
avaliacado da resposta desses anticorpos é fundamental nos estudos de eficacia das
vacinas 17D".

1.1.6 Testes Sorolégicos para a Quantificacao de Anticorpos

O diagnéstico laboratorial confirmatorio para FA depende da detecgdo de

anticorpos especificos, detecgdo do antigeno ou acido nucleico no sangue ou nos
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tecidos por isolamento viral, RT-PCR, imuno-histoquimica ou a detecg¢ao de patologia
no figado (apds a morte do individuo) associada com sinais clinicos prévios de FA2%°,

Um caso isolado de FA é um desafio diagnostico mais dificil do que um
conjunto de casos semelhantes. O quadro clinico leve de FA, caracterizado por febre,
dor de cabecga, mal estar e mialgias, pode se assemelhar a muitas outras infecgdes
arbovirais e gripe?. Os casos graves da doenga também devem ser submetidos ao
diagndstico diferencial para distinguir de outras sindromes ictero-hemorragicas, como
a malaria, hepatites virais, leptospirose, dengue hemorragico e septicemias?*.

Flavivirus contém epitopos de reagao cruzada que dificultam o diagnostico por
todos os métodos soroldgicos de determinagdo de anticorpos para FA e outras
espécies do género, principalmente em regides onde varios Flavivirus cocirculam?3!.
Pacientes que tiveram infec¢ao heterdloga prévia e que desenvolvem FA podem ter
respostas mais elevadas ao virus original; e aqueles que tiveram infec¢cdo ou
vacinagao prévia para FA e que posteriormente sdo infectados por outro Flavivirus
podem ter respostas imunes mais altas a FA%232,

As determinagdes de IgM e IgG s&o os métodos de escolha para o diagndstico
sorolégico de rotina das infecgbes por Flavivirus®®'. As reagdes cruzadas sdo mais
frequentemente observadas na deteccédo de anticorpos IgG e, em menor grau, na
detecgdo de anticorpos IgM231:233, Embora os métodos mais antigos (inibicdo da
hemaglutinagdo — HI — e fixagdo do complemento — CF) sejam uteis, eles tém sido
substituidos por métodos mais simples e rapidos, como MAC-ELISA e ensaios de
imunofluorescéncia indireta (IFA) mais recentes?34.235,

O ensaio de HI é tradicionalmente utilizado para o diagnéstico e classificacéo
de Flavivirus?®%-237. Anticorpos totais contra os virus, incluindo IgM e IgG, sé&o
detectados por esse teste, cuja base consiste em inibir a aglutinagéo de eritrocitos ao
virus pelos anticorpos. Uma das vantagens do HIl é que ndo & espécie-especifico e
pode ser usado para testar soro de qualquer animal, tornando-o util para a vigilancia
de doengas. Outra vantagem é que nao requer nenhum anticorpo, equipamentos
caros ou instrumentos especializados. A desvantagem estda nos resultados
apresentarem forte reacdo cruzada entre infeccbes por Flavivirus, especialmente
entre aqueles pertencentes ao mesmo grupo do sorocomplexo, dificultando a sua
interpretacdo. Portanto, HI é caracterizado como um teste pouco especifico. Além
disso, o controle de qualidade dos reagentes, a execug¢ao do teste e a padronizagao

s3o dificeis para esse tipo de ensaio?¥’.
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O teste CF néao é utilizado na rotina de diagndstico por ser de dificil execugao,
requerendo operadores altamente qualificados e treinados para se obter bons
resultados. A reagao de CF, assim como o teste HI, detecta anticorpos totais e se
baseia no principio de que o Complemento € um agente litico do sistema imune, com
capacidade de se fixar a imunocomplexos. Os anticorpos CF geralmente aparecem
mais tarde do que os anticorpos HI, e persistem por periodos curtos, sendo de valor
limitado para os estudos soroepidemioldgicos. O teste CF é menos sensivel, porém
mais especifico que o HI. Os anticorpos detectados s&o bastante especificos nas
infecgbes primarias, contribuindo para a determinacao da cepa viral infectante238.239,

As determinagdes no soro de anticorpos IgG e IgM baseados em ensaios
imunoenzimaticos sdo amplamente utilizados no diagnostico de rotina de infecgdes
por Flavivirus®®'. Tanto o ELISA para a detecgdo de anticorpos IgG quanto para a
deteccao de anticorpos IgM demonstraram boa correlagdo com os resultados obtidos
pelo teste de neutralizagao?40-241,

Atualmente, o teste diagndstico mais difundido € a detecgéo de anticorpos IgM
anti-FA pelo método de MAC-ELISA. Realizado em algumas horas, o MAC-ELISA
fornece um diagndstico presuntivo de FA, sendo o teste de eleicdo para triagem de
casos, por ser sensivel e dispensar coleta de duas amostras’. A especificidade desse
teste varia de acordo com a fonte dos antigenos. Cérebros de camundongos
infectados com virus, antigenos derivados de culturas de tecidos e proteinas virais
recombinantes representam as possiveis fontes de antigenos utilizadas para esse
protocolo. O teste realizado a partir de antigenos recombinantes purificados € mais
especifico, mas menos sensivel do que aqueles que utilizam antigenos de outras
fontes?42,

A limitagdo do MAC-ELISA é a bem conhecida reagao cruzada entre Flavivirus,
incluindo o virus causador da dengue?*3. Em areas sem Flavivirus, esse teste quando
positivo é indicativo de FA. Outro problema é que a produgé&o de anticorpos IgM em
infeccbes secundarias por Flavivirus pode ser inferior. Na verdade, durante as
infeccbes secundarias, a IgM s6 é produzida nos primeiros dois a trés dias e em
titulos baixos, as vezes no limiar de detecgdo do MAC-ELISA'. Mas deve considerar-
se também que, apos as infecgdes por FA, a IgM pode persistir por longos periodos,
até um ano ou mais?**, ndo sendo um marcador confiavel de infeccdo recente por

FA'. Além disso, alguns virus, tais como o virus da encefalite japonesa e o virus do
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oeste do Nilo, estabelecem infecgbes persistentes, complicando o diagnéstico devido
a continuidade dos virus e dos anticorpos IgM?4°,

A técnica da IFA utiliza anticorpos conjugados a corantes fluorescentes para
revelar, no microscopio de fluorescéncia, a formagcdo de imunocomplexos virus-
anticorpo. IFA pode detectar tanto anticorpos IgG quanto IgM (dependendo do
conjugado utilizado)?®®. Na infecgdo primaria, anticorpos IgG s&o regularmente
encontrados e a especificidade de IFA é comparavel a obtida nos testes de CF e
neutralizacdo. Anticorpos IgM sdo altamente especificos, mas nem sempre sao
detectados por esta técnica devido a interferéncia de anticorpos IgG. Niedrig e
colaboradores (2008) demonstraram que um teste de IFA, em casos sem imunidade
preexistente a FA ou para outros Flavivirus, apresenta bom desempenho para a
detecgao de anticorpos IgM e IgG apds a vacinagdo para FAZ.

Embora muitos testes diagndsticos uteis estejam sendo desenvolvidos para a
investigacdo soroldgica, o teste de neutralizagdo por redugdo de placas de lise —
PRNT (do inglés “Plaque Reduction Neutralization Test”)?46:247 é a referéncia para a
diferenciagado sorolégica de infecgées por Flavivirus e para a analise da resposta
imune protetora apés a vacinagdo, com desempenho superior (principalmente,
especificidade) aos demais testes soroldgicos'®7:237:248_ |sto se deve, especialmente, a
capacidade desse método detectar os anticorpos neutralizantes, os quais aparecem
precocemente, permanecem por muitos anos e sao protetores, reduzindo ou
eliminando a infecciosidade do virus207227:235,

Os testes de neutralizagdo — resultantes de uma longa evolugdo, onde foram
originalmente estabelecidos em metodologias “in vivo” e fin vitro” em
camundongos?*®?%0 e posteriormente adaptados para cultura de células?®*%?*’ — s3o
fundamentados no principio de que virus, quando reagem com o anticorpo especifico,
s3d0 neutralizados e, portanto, perdem a capacidade de infectar células permissivas?3°.
O PRNT determina o parédmetro biolégico de neutralizag&o viral “in vitro”, em que a
partir de uma quantidade conhecida do virus, determina-se a capacidade de diluicbes
do soro impedir a formacgéo de placas de lise em células suscetiveis??’. Mas apesar
da comprovada eficiéncia na determinacdo de anticorpos, ndo se conhece os titulos
medidos pelo PRNT que sejam considerados correlatos de protegdo para FA207:235,

Varios métodos ja foram descritos para determinar anticorpos neutralizantes,
0s quais podem variar com relagcdo a sensibilidade. Testes em camundongos

realizados a partir da década de 1950 apresentavam variabilidade consideravel. Os
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testes de neutralizagao intraperitoneal em camundongos recém-nascidos ou com 18-
21 dias de idade mostraram-se mais sensiveis para a deteccédo de anticorpos do que
o teste intracerebral, devido a letalidade maior e mais rapida do virus para
camundongos desafiados por esta Ultima via2°'-252,

Testes de neutralizacdo em culturas celulares substituiram os testes em
camundongos. Além de evitarem o uso de animais, sdo consideravelmente mais
convenientes e menos dispendiosos, fornecendo resultados mais confiaveis e
quantitativos e em periodo de tempo mais curto?51-2%3,

Um estudo comparativo mostrou que o teste de neutralizagdo intraperitoneal
realizado em camundongos recém-nascidos foi um pouco mais sensivel do que um
teste de reducéo de placas de lise em células MA-104 em que diferentes diluicbes do
virus foram utilizadas para uma quantidade constante de soro, o denominado teste
LNI (do inglés “Log Neutralization Index”)?*'. No entanto, testes em cultura de células,
a partir de quantidade unica (PRNT) ou variante do virus (LNI), mostraram-se mais
sensiveis do que os testes intracerebrais realizados em camundongos adultos ou
recém-nascidos?%4.

O LNI, uma metodologia padronizada, reprodutivel, validada e utilizada por
grupos importantes na avaliagdo das vacinas de FA251.255-258 serve como correlato de
protecdo. O ponto de corte para soropositividade (LNI = 0,7) foi estabelecido por
estudos em macacos em que os animais foram desafiados com uma cepa selvagem
letal®>®. No entanto, esta metodologia requer uma quantidade de soro consideravel, o
que dificulta o processamento de amostras com volume limitado252,

O PRNT, realizado a partir de quantidade constante do virus e diluicbes
seriadas de soro, utiliza quantidade infima de amostra biolégica, sendo profusamente
aceito e utilizado em estudos de avaliagdo da eficacia vacinal?9%260261  Em
contrapartida, titulos de anticorpos determinados por PRNT s&o mais variaveis e nao
ha um ponto de corte estabelecido correlacionado a protecdo?®2. Geralmente, titulos 2
1:10 (primeira diluicdo do soro) sdo relacionados a protegao para o virus da FA2.

Mas a comparacdo de estudos de avaliagdo da resposta vacinal a partir de
dados obtidos por LNI e PRNT apresentaram resultados similares?152%5262 com uma
boa correlagdo?®® e diferenga ndo significativa nas analises de soroconversdo
determinadas por essas metodologias?®.

O PRNT é um teste sabidamente falho na sua reprodutibilidade, trabalhoso,

requer equipamentos e insumos especificos e leva varios dias para sua finalizagao,
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nao sendo facilmente passivel de producdo elevada, o que torna dificil a sua
utilizacgdo em grande escala?®*. A metodologia padrdo (ou classica) do PRNT
permanece sendo considerada referéncia e, portanto, novas abordagens para a
quantificagdo de anticorpos neutralizantes devem ser validadas?27-265,

No desenvolvimento de um novo teste diagndstico se faz necessario
demonstrar a sua utilidade, e para isso € importante focar em questdes como
confiabilidade e acuracia, além da aplicacdo pratica e os efeitos dos resultados
gerados nas decisdes clinicas. Se o teste ndo fornece resultados consistentes quando
realizado por operadores diferentes ou em pessoas diferentes, dificilmente sera Gtil®.

No caso dos testes de neutralizagdo, em que a metodologia varia bastante
entre laboratérios — especialmente quanto a escolha do substrato celular, condi¢coes
de incubacao, forma de diluigdo dos soros, o tamanho dos pocos e a definicdo do
ponto (a porcentagem) de redugdo viral — € essencial que as metodologias utilizadas
na avaliagdo da resposta imune vacinal estejam totalmente validadas, para que seja
possivel comparar os resultados gerados pelos diferentes laboratoérios na avaliagéo
de uma determinada vacina?®’.

O PRNT padrao pode ser entendido como a metodologia em que, apds as
etapas de neutralizacdo e adsorcdo as células dos virus ndo neutralizados, utiliza-se
um meio semissélido para conter a proliferacdo viral (como, por exemplo, a
carboximetilcelulose). O efeito citopatico (placas de lise) € visualizado a partir de
coloragdo da monocamada celular apés alguns dias de incubagao (geralmente de 6 a
7 dias). O uso das placas de 6 pocgos facilita a visualizagdo e diminui as chances de
sobreposigdo das placas de lise, permitindo titulagbes mais precisas??’.

Atualmente tem se buscado padronizar uma nova geragcdo de testes de
neutralizacdo a partir de modificagdes na metodologia classica do PRNT. Encurtar o
periodo de incubagao requerido para a visualizagdo das placas de lise, melhorar a
visibilidade dessas placas de lise, automatizar ou eliminar a etapa de quantificagao
das placas de lise sdo exemplos de principais desafios dos novos testes que
objetivam a otimizagdo, o aumento da capacidade de processamento de amostras e
melhoria da determinagao dos titulos de anticorpos neutralizantes. Porém, qualquer
nova abordagem para quantificar anticorpos neutralizantes tera de ser validada frente
ao PRNT padrao, de modo que a relagao e a equivaléncia entre as duas metodologias

estejam totalmente compreendidos?27:268,
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A mais simples modificagdo no PRNT padrao é a redug¢ao do tamanho do poco
para a formag&o das placas de lise??’. A utilizacdo de placas com pogos de didmetro
menor (24 ou 96 pogos) € comumente utilizada em ensaios clinicos e pré-clinicos de
avaliagao da resposta imune vacinal, em que grande quantidade de soros precisa ser
processada?2269,

Outra abordagem metodoldgica recentemente explorada é a imunomarcagéo
das células infectadas com virus. Essa técnica € baseada na aplicagdo de um
anticorpo antiviral conjugado ou ndo a uma enzima (geralmente peroxidase ou
fosfatase alcalina) nas culturas de células infectadas por virus. A ligacdo especifica
desse anticorpo ao seu alvo € detectada a partir de uma coloracdo imuno-
histoquimica adequada para a enzima utilizada. Essa abordagem permite a
visualizagdo dos virus nao neutralizados em um estagio mais recente de pods-
infecgdo. Consequentemente, o tempo de incubacido para visualizacido dos virus é
reduzido. Assim, além de um teste mais rapido, utiliza-se uma marcagdo mais
especifica do que a coloragdo classica da monocamada celular com corantes nao
especificos, como o cristal violeta e o vermelho neutro??’,

Novos testes utilizando a imunomarcagcdo vém sendo desenvolvidos e
validados por grupos interessados na avaliagdo da resposta imune vacinal,
explorando formas diferentes de determinacdo dos titulos de anticorpos
neutralizantes: a partir da leitura da densidade o6tica obtida?®* ou pela visualizagdo
direta das unidades formadoras de placas de lise (PFU, do inglés "plaque-forming

units") por meio da imunomarcagao?6.

1.1.7 Avaliagao do Desempenho de Teste Diagnoéstico

No desenvolvimento de um novo teste diagndstico se faz necessario
demonstrar a sua utilidade, e para isso € importante focar em questdes como a
confiabilidade do teste e a sua acuracia, além da aplicagdo pratica e efeitos nas
decisbes clinicas e resultados desse teste. Respostas favoraveis a cada um desses
pontos s&0 necessarias, porém insuficientes para indicar a realizagado de determinado
teste. Por exemplo, se o teste n&o fornece resultados consistentes quando realizado

por operadores diferentes ou em pessoas diferentes, dificilmente sera (til?66.
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A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 6rgao nacional que
normatiza e regulamenta a validagéo de processos como testes bioldgicos, determina
que a validagao é a "confirmacéo por ensaio e fornecimento de evidéncia objetiva de
que os requisitos especificos para um determinado uso pretendido sdo atendidos."
Assim, a validacdo de um método analitico € importante para demonstrar que os
resultados obtidos sdo confidveis e que o teste € apropriado para a finalidade a que
se destina?"".

A acuracia de um teste diagndstico se refere a capacidade deste em
discriminar entre aqueles que tém e os que nao tém a condicio de interesse, isto €, a
frequéncia com que o teste acerta o resultado tanto para individuos com a doenga
quanto para aqueles sem a doenca. A afericdo da acuracia, dependente de um teste
referéncia ("padrao ouro"), serve-nos de instrumento na constatagcdo do grau de
importancia do teste em estudo e é. Antes, no entanto, de estabelecermos a acuracia
do teste, ha que se estar certo quanto a sua precisdo, ou seja, a capacidade do teste
produzir resultados consistentes (similares) quando repetido por diferentes
observadores e instrumentos, em tempos e lugares diferentes?%6,

Uma questao importante para a pesquisa € a medicina clinica é o grau no qual
observacgoes diferentes de um mesmo fendmeno diferem. Se a precisao de um teste é
evidenciada, os dados no estudo podem ser considerados fidedignos (confiaveis). No
entanto, confianga ndo é prova de validade, pois dois observadores podem chegar
aos mesmos resultados, mas estes estarem errados. E ndo é incomum a
concordancia imperfeita entre observadores, como também n&o é dificil observar o
mesmo operador discordando dos seus proprios resultados realizados em ocasides
diferentes?’!.

A analise de concordéancia se refere a capacidade de aferir resultados (com a
mesma unidade de medida) do mesmo sujeito/fendbmeno, quer por instrumentos
diferentes, pelo mesmo instrumento em tempos diferentes, por avaliadores diferentes,
ou por alguma combinagdo dessas situagdes?’?273, Para a analise de concordancia, a
correlagdo deve ser considera mas também a coincidéncia entre os valores?’4275,

O Coeficiente de Correlagao Intraclasse (CCl) — considerado a melhor medida
para avaliar a concordancia de resultados de diferentes operadores?® — é uma
estimativa da fracdo da variabilidade total de medidas devido a variagdes entre os
individuos. Podendo variar entre 0 e 1, a interpretacdo da magnitude desse estimador

de concordancia € convencionada como: 0 (auséncia); 0-0,19 (pobre); 0,20-0,39
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(fraca); 0,30-0,59 (moderada); 0,60-0,79 (substancial); 2 0,80 (quase completa)?’’—279,
Quanto maior o CCIl, menor a contribuicdo dos erros no processo de medida na
variagao total?"8.

A concordancia de variaveis de natureza quantitativa pode ser representada
graficamente pelo diagrama de Bland-Altman, que projeta no eixo X a diferencga
absoluta das medidas de cada ponto, e no eixo Y sua média?’2. Além de exibir toda a
distribuicdo, ele permite avaliar tendéncias de piora da concordancia de acordo com a
dimensao das medidas?°.

O instrumento de medida da correlagdo linear é dado pelo Coeficiente de
Correlacédo de Pearson (representado por "r"); medida do grau de relag&o linear entre
duas variaveis quantitativas. Este coeficiente varia entre os valores -1 e 1. O valor 0
significa que nao ha relagao linear, o valor 1 indica uma relagao linear perfeita. O valor
-1 também indica relagado linear perfeita mas inversa, ou seja, quando uma das
variaveis aumenta a outra diminui. Quanto mais préximo estiver de 1 ou -1, mais forte
€ a associagdo linear entre as duas variaveis?®,

A correlacéo linear representada graficamente (grafico de dispersdo) indica
concordancia entre duas séries de medidas quando a reta que descreve os pontos

tem inclinagdo proxima de 45° e passa pela intersegdo dos eixos de X e Y281,

1.2 Justificativa

Bio-Manguinhos (Fiocruz), além de fabricar a vacina 17DD, desempenha papel
fundamental nos estudos de avaliacao das vacinas atenuadas
17D139.189,207,208,212,213,223,282-285  Pgralelamente, o Instituto vem trabalhando no
desenvolvimento de uma vacina inativada e outra de subunidade para FAZ60.261 A
avaliacdo da imunogenicidade destas, assim como a das vacinas atenuadas, é
baseada na determinacdo dos titulos de anticorpos neutralizantes, os quais sao
quantificados pelo micro PRNT. Este teste (aplicado em placas de 96 pogos) é uma
variagdo mais operacional da metodologia classica do PRNT (aplicado em placas de 6
pocos), reconhecido pela ANVISA para a avaliagao da eficacia vacinal.

O Laboratério de Tecnologia Virologica (LATEV, da Vice-Diretoria de

Desenvolvimento Tecnoldgico de Bio-Manguinhos), possui longa experiéncia na
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realizacdo do micro PRNT. A ampla utilizacido desta técnica em estudos clinicos e
pré-clinicos realizados na Fiocruz indicava a necessidade de uma avaliagao
estruturada do seu desempenho, pois ja se observava limitagées na reprodutibilidade
do teste?'. A auséncia na literatura de uma analise completa do desempenho,
utilizando as medidas ideais para determinacao de confiabilidade e acuracia, reforcou
a necessidade de se estudar o micro PRNT.

Em 2009, nosso grupo iniciou um estudo que teve por finalidade determinar a
confiabilidade (repetibilidade e reprodutibilidade) e a acuracia (sensibilidade e
especificidade) do micro PRNT para FA, tomando como referéncia a metodologia
classica do PRNT. Apesar de ter apresentado desempenho satisfatorio, o estudo
evidenciou a ja conhecida variagdo do micro PRNT e a necessidade de mais estudos
para aperfeicoar a sua confiabilidade?6.

Embora os resultados determinados pelo PRNT sejam amplamente
considerados como referéncia, é possivel que outras metodologias para a
quantificacdo de anticorpos neutralizantes gerem resultados (titulos) que melhor se
correlacionam com a protecgao.

Além disso, de uma perspectiva pratica e diante do cenario atual de alta
cocirculacdo de diferentes Flavivirus, a busca por um teste preciso, acurado, mais
rapido, menos laborioso e automatizado para a quantificacdo dos anticorpos
neutralizantes vem ao encontro das necessidades de aumento da capacidade (para
testar um grande numero de espécimes) e melhoria na qualidade de analises das
amostras de estudos clinicos e pré-clinicos de avaliagdo da resposta imune
vacinal264.287,

Ademais, a necessidade de realizacdo de ensaios de imunogenicidade para
avaliar o desempenho das vacinas 17D e as vacinas em desenvolvimento para FA,
reforga a importancia de se ter métodos confiaveis (validados)?%8.

Atualmente buscam-se testes com essas propriedades, ndo somente para FA
como para outros Flavivirus, como o virus da dengue, em que estudos clinicos e pré-
clinicos estdo sendo conduzidos por diferentes grupos de pesquisa para a obtencgao
de uma vacina segura e eficaz contra o virus.

No entanto, ainda ndo se tem um teste com essas caracteristicas e com
desempenho superior que justifique a sua utilizagdo como teste referéncia para

avaliacdo da resposte imune induzida por Flavivirus ou suas respectivas
VacinaSZ35,248,268,288_
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Nesse contexto, o desenvolvimento de novas abordagens metodoldgicas para
a determinacdo de anticorpos neutralizantes para FA estda em consonancia nao
somente com a necessidade de um teste confiavel e que possa atender de forma
eficaz a demanda de analise da resposta imune protetora apds a vacinagcdo, como
também insere-se em um dos objetivos das Pds-Graduagao em Medicina Tropical do
Instituto Oswaldo Cruz em desenvolver processos, produtos e metodologias na area

de diagnostico, epidemiologia e controle das doengas infecciosas e parasitarias.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente estudo visa otimizar metodologia ja estabelecida e padronizar uma
abordagem metodolégica alternativa para a quantificagdo de anticorpos neutralizantes
para o virus da FA, para que ambos os testes de neutralizagdo sejam submetidos a

validagao e a avaliacdo comparativa com o teste referéncia.

2.2 Objetivos Especificos

e Otimizar a metodologia do micro PRNT com a determinacdo de critérios de
aceitacao para os controles do teste;

e Padronizar uma metodologia de quantificacdo de anticorpos neutralizantes para
FA, denominada pPPRN-HRP, a partir da determinagdo da condicdo de
variaveis, como: tempos para o preparo das monocamadas celulares,
neutralizagao e revelagédo do teste; origem e densidade celular; cepa viral e a
sua diluicido ideal; anticorpo monoclonal conjugado e a sua diluic&o;

e Calibrar soros candidatos a padrdes dos testes de neutralizagao frente a um
soro de referéncia internacional;

e Validar o micro PRNT e o YPRN-HRP a partir dos ensaios de precisao,
exatidao, seletividade e robustez;

e Avaliar a concordancia dos testes indices (micro PRNT e yPRN-HRP) com o
teste referéncia (PRNT).

45



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Solucodes e Reagentes

Verseno — solugao estoque a 5%:

50 g de EDTA dissodico;

0,1 mL de vermelho de fenol a 1%;

g.s.p. 1L de agua destilada.

Preparo: misturar todos os reagentes e ajustar o pH para 7,6 com NaOH 1N.

Estocar a temperatura ambiente.

Tripsina — solugao estoque a 5% (Gibco. Cat. #25300-054).

Solucgao de tripsina/verseno:
0,5 mL de tripsina (solugao estoque);
50 mL de verseno (solugéo estoque).

Preparo: misturar os reagentes imediatamente antes do uso.

Bicarbonato de sodio 4,4% gaseificado (NaHCOs3):

44 g de NaHCOsg;

1 mL de vermelho de fenol a 1%;

g.s.p. 1L de agua bidestilada.

Preparo: misturar todos os reagentes. Adicionar gelo seco com agitacao ate a
solugdo atingir pH 7,0-7,2. Aliquotar em 20 mL e esterilizar na autoclave (121°C

por 15 minutos). Estocar a temperatura ambiente.

Soro fetal bovino inativado (Gibco. Cat. #12657-029).

Solugédo de sulfato de gentamicina injetavel 40 mg/mL (Hypofarma. Cat.
#1203.0038/F).

Preparo: adicionar 1 ampola (2 mL) em 18 mL de agua bidestilada estéril.
Manter a 2°C - 8°C.
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¢ Anfotericina B (Gibco. Cat. #15290-018).
e Meio 199 com sais de Earle — estoque, concentrado 10X (Gibco. Cat. #31100-
019).

Preparo: diluir o p6 em agua destilada estéril. Exemplo: 500 g para 5 L.

e Meio 199 com sais de Earle — para uso.

Sistema PRNT e
R fechado micro PRNT
eagentes (preparo de (meio
garrafas) diluente)
Meio 199 com sais de Earle 10X 10% 10%
NaHCO3 4,4% (pH 7,0) 2,5% 5%
Soro fetal bovino inativado 5% 5%
Solucao de sulfato de gentamicina 1% 1%
Anfotericina B - 0,4%
Agua destilada g.s.p. 100 mL q.s.p.100 mL

e Meio 199 com sais de Earle comercial (Gibco. Cat. #12340-030).

e Meio EMEM comercial (Lonza. Cat. #12-662Q).

e Carboximetilcelulose (CMC) (Sigma. Cat. #C4888).

e Meio semissalido (0,5% - 3%):
0,59;1,09;1,59;24g; 2,5g; ou 3 gde CMC;
100 mL de Meio 199 com sais de Earle (para uso).
Preparo: pesar e esterilizar o pé de CMC na autoclave (121°C por 15 minutos).
Apos esfriar, adicionar Meio 199. Colocar sob agitacdo até que o pd seja

totalmente dissolvido.

e Solugao de formaldeido a 5%:
0,5 L de formaldeido 37% (Merck. Cat. #1.04003.1000);
2,6 L de agua destilada.

Preparo: misturar os reagentes e estocar a temperatura ambiente.
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Cristal violeta — solugéo estoque a 2% (Merck. Cat. #1.15940.0025):
10 g de cristal violeta;

100 mL de metanol;

g.s.p.- 200 mL de agua destilada.

Preparo: misturar os reagentes e estocar a temperatura ambiente.

Cristal violeta — solucao de uso a 0,04%:
20 mL da solucéao de cristal violeta a 2%;
g.s.p. 1L de agua destilada.

Preparo: misturar os reagentes e estocar a temperatura ambiente.

Etanol absoluto 299,5% (Merck. Cat. #1.00983.1000).

Metanol absoluto 299,9% (Merck. Cat. #1.06009.1000).

Solugéao de etanol:metanol (1:1)

0,5 L de etanol absoluto 299,5%;

0,5 L de metanol absoluto 299,9%.

Preparo: misturar os reagentes e estocar a -30°C por, pelo menos, 24 horas
antes do uso.

Soro albumina bovina — BSA 10% (KPL. Cat. #5140-0006 50-61-00).

Bloqueador caseina em PBS 1% (ThermoFisher. Cat. #37528).

Solugao bloqueadora:

5% de BSA;

50% de bloqueador caseina em PBS;

45% de agua destilada.

Preparo: primeiramente, aquecer a BSA em banho-maria (a 37°C, até que os
cristais formados sejam dissolvidos). Misturar os reagentes imediatamente

antes do uso.

DPBS ("Dulbecco's phosphate-buffered saline") 1X (Gibco. Cat. #14190-136).
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Sorbitol 50% (Sigma. Cat. #W302902).

Substrato True Blue (TB) - solugdo tamponada contendo 3,3'5,5'-
tetrametilbenzidina (TMB) e H202 (KPL. Cat. #50-78-02).

Anticorpos monoclonais conjugados a enzima peroxidase: 4G2-HRP (anti-
Flavivirus) e 2D12-HRP (anti-FA).

A produgdo e a dosagem de IgG total dos anticorpos monoclonais foram
realizadas pelo Laboratério de Tecnologia de Anticorpos Monoclonais
(LATAM/Bio-Manguinhos). A purificacdo dos anticorpos e as dosagens de
proteina total foram realizadas pelo Laboratério de Macromoléculas
(LAMAM/Bio-Manguinhos). O processo de conjugacéo a HRP foi realizado pelo
Laboratorio de Tecnologia Diagnostica (LATED/Bio-Manguinhos).

Preparo (solugédo de uso): o anticorpo monoclonal conjugado deve ser mantido
ao abrigo da luz e a 2°C - 8°C. Imediatamente antes do uso, dilui-se o0 anticorpo
na solugao bloqueadora (a diluicdo deve ser definida previamente a realizagao

do teste e varia de acordo com o lote/concentragao do anticorpo conjugado).

3.2 Soros e Consideragdes Eticas

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto

Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI/Fiocruz) pelo parecer n® 1.423.860 de
25 de fevereiro de 2016. CAAE 52793216.4.0000.5262.

Todos os soros foram previamente inativados por 30 minutos a 56°C e

estocados a -20°C até a realizacdo dos ensaios.

3.2.1 Soros Preparados Internamente

Soro "M7" — oriundo de macaco rhesus (Macaca mulata) vacinado para FA e
com alto titulo de anticorpos neutralizantes.

Soro "AA61" — oriundo de macaco rhesus mas n&o vacinado e ausente de
anticorpos para FA.
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3.2.2 Soros Comerciais

e Soro humano Sigma H4522 — a partir de plasma de individuos residentes nos
Estados Unidos. Sigma-Aldrich. Numero MDL: MFCD00165829.

e Soro referéncia internacional codigo NIBSC "YF"28 — preparado a partir do pool
de soros de macacos (Cercopithecus aethiops tantalus) imunizados com a
cepa Asibi de FA. Cada ampola desse material contém 143 Ul/mL de

anticorpos para o virus da FA.

3.2.3 Soros de Doadores Humanos

e Soros de doadores do “Protocolo para Obtengcao e Producao de Soros in house
para Testes de Neutralizagdo por Reducédo de Placas de Lise (PRNT)”. Protocolo
CAAE 15120613.4.0000.5262 — Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chagas (INI/Fiocruz). Ano de coleta: 2013. Local de coleta:
cidade do Rio de Janeiro.

Para o preparo dos soros padrdes internos positivo ("P3") e negativo ("P1/100")
(secéo 3.2.4) e para os ensaios de validagado dos testes de neutralizagao (secao 3.6),
soros do estudo foram selecionados de acordo com os dados relacionados a

experiéncia prévia para Flavivirus (dengue e FA) (quadro 3.1).

e Soros de doadores do estudo “Duracdo da Imunidade Apds Duas ou Mais
Doses de Vacina Contra Febre Amarela em Adultos”. Protocolo CAAE
15752013.1.0000.5240 — Comité de Etica em Pesquisa da Escola Nacional de Saude
Publica Sergio Arouca (Ensp/Fiocruz). Ano de coleta: 2014. Local de coleta: cidade do
Rio de Janeiro. O estudo incluiu voluntarios com apenas uma dose da vacina e que
tinham recebido a mesma ha, pelo menos, 10 anos, mas também vacinados com
duas doses ou mais com diferentes tempos em relagdo a data da ultima dose
recebida.

Para a realizacdo dos ensaios de avaliagdo comparativa entre os testes de
neutralizagdo (secgéo 3.7), 200 soros do estudo clinico foram selecionados de forma
cega (desconhecendo os titulos de anticorpos neutralizantes para FA determinados
previamente) e aleatéria, objetivando observagdes independentes e amplo espectro

de resposta imune.
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Quadro 3.1: Dados sobre a experiéncia prévia para Flavivirus (doenga, vacina e titulo de
anticorpos neutralizantes) de doadores dos soros selecionados.

DENGUE FEBRE AMARELA
titulo de anticorpos neutralizantes titulo de
identificagéo (PRNT)* anticorpos
sSoro doenca** vacinagao** | neutralizantes
dengue | dengue | dengue | dengue (micro
1 2 3 4 PRNT)***

SIH007 sim (1x) <16 <16 21 <16 sim 69
SIH008 nao <16 <16 <16 <16 sim 93
SIHO014 nao 340 297 153 157 sim 304
SIHO017 sim (1x) 366 328 132 88 sim 409
SIHO019 desconhece <16 <16 <16 <16 sim 67
SIH020 sim (1x) 440 242 210 47 sim 640
SIH031 nao <16 <16 <16 <16 sim 640
SIH042 nao <16 <16 <16 <16 sim 203
SIH065 néo <16 <16 <16 <16 sim 297
SIH068 desconhece 635 184 92 109 sim 231
SIHO071 desconhece 10650 3573 6498 1395 sim 156
SIH117 nao 3361 2784 870 237 nao <5
SIH128 desconhece <16 <16 <16 <16 sim 200
SIH129 desconhece <16 <16 <16 <16 sim 94
SIH137 nao <16 <16 <16 <16 sim 237
SIH138 nao <16 <16 <16 33 sim 208
SIH139 nao <16 <16 <16 <16 sim 69
SIH141 néo <16 <16 <16 <16 néo 640
SIH143 néo 37 <16 <16 <16 sim 220
SIH144 nao 58 <16 <16 <16 sim 124
SIH145 nao <16 <16 <16 <16 sim 108
SIH146 nao <16 <16 <16 78 nao 146
SIH151 néo <16 <16 <16 <16 sim 468
SIH156 nao <16 <16 <16 <16 desconhece 95
SIH167 nao <16 <16 <16 29 sim 186
SIH172 nao 822 1013 699 301 sim 208
SIH179 nao <16 <16 <16 <16 sim 161
SIH183 sim (1x) 144 1810 800 155 sim <5
SIH199 néo <16 <16 <16 <16 sim 188
SIH202 sim (1x) 2084 809 191 554 sim 422
SIH207 sim (1x) 62 219 677 115 sim 364
SIH208 sim (2x) 124 740 255 168 nao <5
SIH228 néo 186 3674 105 108 sim 495
SIH232 néo <16 21 <16 <16 nao 35
SIH250 sim (1x) <16 <16 <16 <16 sim 80
SIH252 desconhece <16 <16 <16 <16 sim 117
SIH256 desconhece <16 148 <16 <16 desconhece 10
SIH261 desconhece <16 <16 <16 <16 sim 145
SIH268 néo <16 <16 <16 <16 sim 124
SIH269 nao <16 <16 <16 <16 sim 145
SIH271 sim (1x) 16048 3954 2640 357 sim 640
SIH282 nao <16 <16 <16 <16 sim 171
SIH285 néo <16 <16 <16 <16 sim 200
SIH289 nao <16 <16 <16 <16 sim 149

* titulo de anticorpos neutralizantes, em reciproca da diluicdo, gerados pelo PRNT (em placas de 6 pogos). Ensaios
realizados no Latev no ano de 2014.

** informacgéo declarada pelo doador no questionario de incluséo no estudo.

*** titulo de anticorpos neutralizantes, em reciproca da diluigdo, gerados pelo micro PRNT. Ensaios realizados no Latev no
ano de 2013.
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O calculo do tamanho da amostra foi realizado no programa WinPepi®®. A
utilizagado de 200 soros foi calculada com base nos seguintes parametros: coeficiente
de correlagao intraclasse igual ou maior a 0,8, com nivel de significancia de 5% e
amplitude do intervalo de confianga de 0,1. Kappa esperado de 0,65 ou mais,
considerando a frequéncia de soropositivos de 50%, com nivel de significancia de 5%

e amplitude do intervalo de confianga de 0,228,

3.2.4 Preparo dos Soros Padroes

Os soros padrdes internos (controles dos testes de neutralizagdo) foram
preparados a partir da unido ("pool") de soros humanos selecionados do “Protocolo
para Obtencdo e Producdo de Soros in house para Testes de Neutralizagdo por
Reducédo de Placas de Lise (PRNT)”, de acordo com as informag¢des descritas no
quadro 3.1.

Para a obtencdo do soro padrao positivo (P3), 8 soros foram selecionados:
SIH031, SIH042, SIH065, SIH137, SIH138, SIH141, SIH143, SIH151. Estes foram
homogeneizados em um tubo antes da distribuicdo em aliquotas menores para a
utilizacado nos testes de neutralizacao.

O padrao negativo (P1/100) foi obtido da unido de 7 soros: SIH007, SIHO08,
SIHO019, SIH129, SIH139, SIH156, SIH250. Antes da distribuicdo em aliquotas
menores, o "pool" foi diluido 100 vezes em meio a fim de obter um soro controle com

mais baixo nivel de anticorpos neutralizantes para FA.

3.3 Células

Células Vero, uma linhagem de rim de macaco verde africano, foram utilizadas
no presente estudo.

Células Vero ATCC (CCL 81) foram utilizadas na producdo de virus, nos
ensaios de titulagdo e nos testes de neutralizagdo. A cultura, em garrafas de 175 cm?,
foi mantida em estufa a 37°C e atmosfera de 5% de CO2, sem agitagcao, em Meio 199
com sais de Earle, tamponado com bicarbonato de sédio gaseificado, suplementado
com soro fetal bovino inativado e antibidtico (sulfato de gentamicina 4 mg/mL).
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Células Vero NIBSC (numero de acesso: 011038) foram avaliadas no processo
de padronizagdo do yPRN-HRP (do inglés "micro Plaque Reduction Neutralization -
Horseradish Peroxidase"). A cultura, em garrafas de 175 cm?, foi mantida em estufa a
37°C e atmosfera de 5% de CO2, sem agitacédo, em Meio EMEM ("Eagle’s minimal
essential medium") comercial.

As linhagens eram submetidas a duas passagens semanais, onde as
monocamadas foram tratadas com solugao de tripsina/verseno a 1% em PBS por 5
minutos em estufa a 37°C. Uma vez dissociadas da monocamada, as células foram
ressuspensas em 5 mL de Meio (199 ou EMEM) e sua quantidade estimada por
contagem de uma aliquota em camara de Neubauer para a confecgdo de placas ou
garrafas nas densidades celulares desejadas.

3.4 Virus

A cepas vacinais 17D-213/77 (WHO) e 17DD (Bio-Manguinhos) foram

utilizadas nos ensaios do presente estudo.

3.4.1 Producgébes Virais

17DD

Um lote de produgéo da cepa 17DD ja hava sido realizado em biorreatores por
outro grupo do Laboratério. Esta producao foi clarificada (centrifugagcdo 10 minutos,
2000 rpm, 4°C; filtragem 0.22 ym) e o titulo obtido (determinado pelo ensaio de
placas, conforme descrito na segéo 3.4.2) foi de 10827 PFU/mL.

17D-213/77

Um frasco vacinal liofilizado da cepa 17D-213/77 (lote #11UEXVFBO01) foi
submetido a trés passagens consecutivas em células Vero ATCC, concomitantemente
a realizacao de uma cinética de crescimento viral.

Assim, garrafas (175 cm?) de células Vero ATCC (6,0 x 10* células/cm?) foram
preparadas 24 horas antes de serem infectadas. Imediatamente antes a infeccéo, o
meio adicionado no dia anterior foi substituido por 5 mL de Meio 199 fresco, acrescido
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do volume de virus para um MOI (multiplicidade de infecgdo) de 0,002 (titulo: 1069
PFU/mL. In6culo: 220 pL). As células infectadas foram incubadas por 1 hora na estufa
a 37°C e 5% CO2. Em seguida, 65 mL de Meio 199 foram adicionados as garrafas
para, entao, serem incubadas novamente (37°C, 5% CO2).

Trés dias apds a infecgdo, uma aliquota da garrafa infectada foi retirada para
processa-la na RT-PCR em tempo real?®" para obter o titulo viral. A partir desta
técnica foi possivel calcular a MOI (0,002) e realizar, no mesmo dia, a segunda
passagem do virus em células Vero ATCC (preparadas nas mesmas condi¢cdes
descritas acima). Com titulo estimado de 10%74 PFU/mL (a partir da férmula®®': Log1o
PFU/mL = 0,974 x Logio copias/mL — 2,807), um in6culo de 730 pL da garrafa
infectada 3 dias antes foi coletado para infectar a proxima garrafa de células Vero (as
mesmas etapas pré- e pos-infecgao descritas acima foram seguidas).

Quatro dias apos a segunda infeccéo (7° dia da cinética de crescimento viral),
repetiu-se todo o processo anterior com a retirada de uma aliquota para estimar o
titulo viral por RT-PCR em tempo real (10”'* PFU/mL), seguida da terceira infecgao
viral em células Vero ATCC (inéculo de 292 pL).

Apos a terceira infeccdo da cepa 17D-213/77, as monocamadas foram
mantidas em estufa (37°C, 5% COz2) por mais 8 dias, completando 15 dias da cinética
de crescimento viral. Além das monocamadas terem sido monitoradas no microscépio
para a visualizagao de efeito citopatico (CPE), diariamente uma aliquota (0,5 mL) era
retirada da garrafa infectada para a quantificagdo de PFU/mL pelo ensaio de placas
(protocolo descrito na segéo 3.4.2).

Do 3° ao 7° dia apos a 32 infecgdo, mais uma aliquota diaria (3 mL) passou a
ser coletada. Estas, antes de serem estocadas a -80°C, foram submetidas aos
processos de centrifugacao (10 minutos, 2000 rpm, 4°C) e filtragem do sobrenadante
(filtro 0.22 pm).

Virus devem ser coletados do meio para o final da fase exponencial de
crescimento para evitar concentragdes altas de particulas inativadas na preparacao
viral??’. Os resultados obtidos pelo ensaio de placas para cada dia da cinética de
crescimento viral indicou o estoque viral do 3° dia apds a 3% passagem em células
Vero com o titulo ideal para produzir um banco de virus (1075 PFU/mL).

Para as producdes dos bancos master e de trabalho da cepa 17D-213/77, o
mesmo protocolo realizado para a cinética de crescimento viral foi seguido (preparo,

infeccdo e manutengao das células Vero ATCC,; coleta, clarificacdo e armazenamento
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do preparado viral). Antes de serem aliquotados (tubos de 0,6 mL cada) e estocados
a -80°C, ambos os bancos foram adicionados do estabilizador sorbitol 8%.

O banco master foi obtido da coleta (no 3° dia apdés a infecgdo) do
sobrenadante da cultura contendo virus, a partir do inéculo de 63 uL. O banco de
trabalho, produzido a partir de uma aliquota do banco master, foi coletado no 4° dia
apos a infecgdo (quando foi observado intenso comprometimento das monocamadas

com a visualizagado de CPE), com in6culo de 69 pL.

3.4.2 Titulagao Viral

O ensaio de placas foi realizado para a determinagcdo do titulo viral em
PFU/mL. Placas de 6 pocgos foram preparadas com células Vero ATCC na densidade
de 3,33 x 10° células/mL no dia anterior ao teste.

Aliquotas virais foram escolhidas aleatoriamente e descongeladas rapidamente
em agua corrente para serem diluidas em Meio 199 de forma seriada (fator 2 de
diluicdo). Em seguida, todo o Meio 199 presente nas placas de 6 pogos preparadas
24 horas antes foi aspirado cuidadosamente (evitando a danificagdo das
monocamadas de células) para a adicdo, em triplicata, de 200 uL/pog¢o de cada
diluicdo das aliquotas virais. Para a ocorréncia do processo de adsorcdo, as
monocamadas foram incubadas por 1 hora (37°C, 5% COz2). Apds esse periodo, o
conteudo liquido foi substituido por 3 mL/pogo do meio semissdlido
(carboximetilcelulose a 3%) e as monocamadas foram incubadas novamente (37°C,
5% COz2) por 7 dias.

Apos os 7 dias, as monocamadas foram fixadas com formol a 5%, lavadas com
agua e coradas com cristal violeta a 0,04%, para que as placas de lise formadas
fossem contadas manualmente em um transiluminador.

O seguinte calculo foi realizado para a determinagao do titulo viral em logio
PFU/mL: logio do n°® de placas de lise + logio da diluicdo correspondente + logio 5
(fator de corregao para 1 mL — inéculo de 200 pL).

3.4.3 Determinagéo da Dilui¢ao Viral para os Ensaios de Neutralizagao

A diluicdo ideal do virus para os ensaios de neutralizacdo resulta em
quantidade o6tima de placas de lise na area do poco; isto é, aquela diluicdo que

possibilita a individualizagdo (sem sobreposicédo) das placas de lise, evitando
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contagem subjetiva e variavel entre operadores e/ou equipamentos, e resulta em
baixa dispersao entre as replicatas do controle viral.

A determinacéo da diluigao viral ideal deve ser realizada sempre que um novo
lote de virus é produzido e para cada protocolo de teste de neutralizacdo. Portanto,
essa determinacdo pode variar de acordo com a cepa viral e seu respectivo titulo,
mas também a metodologia de quantificagdo de anticorpos neutralizantes.

Para determinar a diluicdo do virus, este deve ser submetido a todas as etapas
do teste de neutralizacdo, a partir de diluicbes seriadas do proprio virus em meio
diluente.

A determinacédo da diluicao ideal da cepa 17D-213/77 fez parte do processo de
otimizagdo da técnica do micro PRNT. Ensaios foram realizados variando a forma de
diluir o virus: diluicbes seriadas na proépria placa de 96 pocos; ou diluicbes em tubos
para, posteriormente, serem adicionados aos pog¢os da microplaca. A determinagao
da diluicdo viral também foi condicionada a avaliagdo de diferentes variaveis: tempo
de neutralizagao; variacdes entre as replicatas e a quantidade média de PFU/poco do
controle de virus; e titulos de anticorpos neutralizantes confrontados com diferentes
quantidades de virus. O protocolo do micro PRNT (descrito na segao 3.5.2) foi
seguido para a determinac&o da diluigéo viral ideal.

A determinagdo da diluicdo viral ideal para o PPRN-HRP fez parte da
padronizagcao da técnica para FA. Diversos ensaios testanto diferentes diluicbes do
virus foram realizados ao longo desse processo em que se avaliou diferentes
variaveis e condi¢des (detalhes na segao 3.5.3).

Trés ensaios independentes foram realizados para a determinacéo da diluicao
ideal da cepa 17D-213/77 para o PRNT. Em cada ensaio, 2 aliquotas do banco de
trabalho foram escolhidas aleatoriamente para serem processadas de acordo com o

protocolo descrito na seg¢éo 3.5.1.

3.5 Testes de Neutralizagao

3.5.1 PRNT - Teste Referéncia (placa 6 pogos)

O PRNT em placas de 6 pocos foi considerado o teste referéncia no presente

estudo e o seu protocolo de execucgido ja estava estabelecido no LATEV?®, Esta
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metodologia foi realizada para os ensaios de calibracdo dos soros padrdes internos e
os de avaliagdo comparativa com os testes em placas de 96 pocos.

Primeiramente, diluigbes seriadas de fator 2 em meio diluente (Meio 199) dos
soros foram realizadas em placas de 24 pocos, de modo a obter 6 diluigdes de cada
soro, em volume final de 300 pL.: dilui¢ao inicial 1:20 (30 pL de soro + 570 uL de meio)
a diluicao final 1:640 (300 yL de soro + 300 yL de meio). Apds essa etapa, 300 uL da
suspensao viral preparada imediatamente antes do inicio do teste (diluicdo ideal
predeterminada para obtencado de, aproximadamente, 90 placas de lise/pogo) foram
adicionados a cada diluicdo dos soros, obtendo volume final de 600 yL em cada poco.
Para os controles de virus, adicionou-se 1 mL/pogo da suspensao viral + 1 mL/pogo
de Meio 199. Para a etapa de neutralizacdo, as placas de 24 pocgos contendo as
misturas descritas foram mantidas por 1 hora em estufa a 37°C com atmosfera de 5%
de COo..

ApoOs esse periodo, todo o meio diluente presente nas placas de 6 pocgos
(semeadas 24 horas antes com células Vero ATCC na densidade 3,3 x 10°
células/mL) foi aspirado cuidadosamente para a adigdo de 200 pL/pogo de cada
mistura (soro diluido + virus ou meio diluente + virus). Foi reservada uma placa inteira
de 6 pogos para o controle viral e outra para o controle de células. Para a etapa de
adsorgcao, as monocamadas foram incubadas por 1 hora em estufa a 37°C e 5% de
COo..

Em seguida, as misturas foram aspiradas e substituidas por 3 mL/pog¢o de meio
semissolido (CMC 2,5% a temperatura ambiente) para que as monocamadas fossem
incubadas novamente por 7 dias (37°C e 5% de CO2).

Apds a incubacao, as monocamadas foram fixadas por, pelo menos, 3 horas a
temperatura ambiente com 3 mL/pogo de formaldeido (5%), lavadas cuidadosamente
com agua corrente para a retirada completa do meio semissolido e coradas com
cristal violeta (0,04%) por 30 minutos (volume suficiente para cobrir as
monocamadas). As monocamadas foram mantidas em estufa (37°C) até que
estivessem completamente secas para que as placas de lise formadas fossem
contadas manualmente no transiluminador.

Na figura abaixo (3.1), foto representativa de placa resultante da metodologia

do PRNT, resumida na figura 3.2.
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Figura 3.1: Placa de 6 pocgos representativa do PRNT de FA.
Foto da placa de controle viral (6 replicatas). A cepa 17D-213/77 foi

submetida a diluicdo em

Meio 199 para a obtencdo de,

aproximadamente, 90 placas de lise/pogo. Foto BioSpot.

Preparo das
monocamadas:
- células Vero ATCC

- placas 6 pogos

as monocamadas pré-formadas:
- 200 pL/pogo de cada mistura

J

Fixar as monocamadas:

- adicionar 3 mL/pogo da solucéo
fixadora (formaldeido 5%)

- esperar ~3 horas (temperatura
ambiente)

Lavar as monocamadas:
- com agua corrente

!

Corar as monocamadas:

- adicionar ~1 mL/pogo da solugcédo de
cristal violeta

- esperar ~30 minutos (temperatura
ambiente)

Lavagem final:
- com agua corrente

T:)iluiqées seriadas dos soros (fator 2):
-em Meio 199, na placa (24 pocos)
-1:20 (570 pL de meio + 30 pL de soro) a

- Meio 199 24 horas 1:640 (300 pL de meio + 300 L de soro)
T35 % 10° células/mL \ 2} - volume final = 300 pL/poco

— Preparo da suspensao viral:
-17D-213/77

-em Meio 199

- ~90 PFU/pogo

Mistura virus + soro:
| - 300 uL + 300 uL

(o
) OSubstituir as misturas pelo CMC:
-3 mL/pogo de meio semissolido (CMC
2,5%)

Figura 3.2: Esquema do protocolo de execugao do PRNT de FA.
Etapas da metodologia do PRNT de FA. Tempo total do teste: 9 dias.
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3.5.2 Micro PRNT — placa 96 pocgos

Apesar da metodologia em placas de 96 pogos ja estar estabelecida no
LATEV? desde a década de 1990 e ser utilizada nas rotinas de avaliagdo das
respostas de anticorpos neutralizantes para FA, ainda ndo se tinha dados sobre os
critérios de aceitagao do teste.

O processo de otimizagdo do micro PRNT foi baseado na determinacédo das
faixas de aceitagdo para o numero de placas de lise por pogo no controle viral do
teste e para os titulos de anticorpos neutralizantes dos soros padrdes internos. O
tempo de neutralizacdo, as variagbes observadas no controle viral e o impacto de
diferentes quantidades de virus nos titulos de anticorpos neutralizantes foram
variaveis avaliadas durante o processo de otimizagdo da metodologia.

Inicialmente, foram realizados ensaios onde somente o virus foi submetido as
etapas do micro PRNT para a determinacdo da diluicdo viral ideal. A quantidade
média de, aproximadamente, 30 placas de lise por pogo (ou 30 PFU/poco) ja havia
sido definida como a ideal para o controle de virus?®2. Ensaios simulando o micro
PRNT foram realizados onde o virus (duas aliquotas do banco de trabalho por ensaio)
foi submetido a diluicdo seriada de fator 2 na proépria placa (1:10 a 1:5120). Em um
segundo momento, ensaios foram realizados testando quatro diluigdes virais
preparadas previamente em tubos (1:1250; 1:2500; 1:5000; 1:10000) e, entéo,
adicionadas aos pogos das placas, pratica mais proxima da metodologia do micro
PRNT quando se utiliza soros para a determinag¢ao dos anticorpos neutralizantes.

Posteriormente, ensaios de micro PRNT utilizando soros com diferentes niveis
de anticorpos neutralizantes para FA foram realizados ndo somente para definir a
diluicdo viral ideal para uma determinada quantidade de placas de lise por pogo (30
PFU/pogo), mas estabelecer a faixa de aceitagao para esta quantidade — isto é, as
quantidades (médias) minima e maxima de PFU/pogo no controle viral — considerando
os titulos de anticorpos neutralizantes obtidos a partir da mistura do soro com
diferentes quantidades de virus.

O tempo de neutralizacdo também pode impactar na quantidade de placas de
lise por poco e na variabilidade dos titulos de anticorpos. Portanto, a analise dessa
variavel foi incluida no processo de determinacdo da faixa aceitavel de placas de lise
por poco e a diluicao viral correspondente.

Para esses ensaios, utilizou-se o soro "M7" diluido de trés maneiras em soro

negativo (comercial SIGMA): 10 ("M7/10"), 30 ("M7/30") e 50 ("M7/50") vezes; e
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testou-se: a) quatro dilui¢des virais em tubos (1:1250; 1:2500; 1:5000; 1:10000); b)
dois tempos de neutralizag&o (1 e 2 horas).

Para facilitar a compreensdo dos dados obtidos de diferentes variaveis em
diversos ensaios e testando dois tempos de neutralizagdo, a analise foi dividida em 2
etapas: 1?) avaliar a quantidade média de placas de lise por pogo e a dispersao das
replicatas dos controles virais de cada diluicdo do virus testada; 22) avaliar os titulos
de anticorpos neutralizantes presentes em um soro confrontado com diferentes
concentracdes de virus.

Os seguintes critérios foram considerados na analise dos dados: visualizagao e
clareza na contagem das placas de lise obtidas; coeficiente de variagdo (CV) — uma
medida de dispersao relativa definida como a razdo do desvio padrdo pela média —
das replicatas dos controles virais; variacdo de até 3 vezes dos titulos médios de
anticorpos neutralizantes.

A definicdo da faixa de aceitacdo para o numero de placas de lise por pogco no
controle viral foi utilizada como critério de aceitacdo para os préximos ensaios de
micro PRNT (calibragdo dos soros padrdes, validagao e avaliagdo comparativa com o
teste referéncia).

A primeira etapa dos ensaios de micro PRNT consistiu na diluicdo seriada de
fator 2 dos soros amostrais e os soros controles. Meio 199 foi adicionado em todos os
pocos da microplaca seguido da adigdo dos soros, de modo que a primeira diluigao foi
iniciada em 1:5 (20 uL de soro + 80 pyL de meio) e prosseguiu-se de maneira seriada
até a diluicdo 1:640 (50 pL de soro + 50 pyL de meio), no volume final de 50 uL/pogo.
Assim, para cada soro foram obtidas 8 dilui¢cdes.

Para a etapa de neutralizacdo, 50 pyL/poco da suspensao viral preparada no
momento do uso foram adicionados aos 50 pL das diluicbes dos soros. Em todas as
placas do mesmo ensaio, uma coluna (8 pogos) foi destinada a diluigdo seriada do
soro padrao (positivo ou negativo), outra destinada ao controle de virus (virus + meio)
e as duas colunas localizadas nas bordas da placa para o controle de células
(somente meio).

Apds incubagao em estufa com 5% de CO2 a 37°C, 50 pyL de suspensédo de
células Vero (preparada no momento do uso na densidade de 1,6 x 108 células/mL)
foram adicionados a cada orificio da placa. Para a etapa de adsorcao dos virus nao
neutralizados, as monocamadas foram novamente incubadas por 3 horas (37°C e 5%

de CO2). Em seguida, o sobrenadante foi substituido por 100 pL/pogo do meio
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semissélido (2,5%) para a incubagcdo das monocamadas por 6 dias (37°C e 5% de
COz2).

Apos esse periodo, as monocamadas foram fixadas por, pelo menos, 3 horas a
temperatura ambiente com 200 pL/pogo de formaldeido (5%), lavadas
cuidadosamente com agua corrente para a retirada completa do meio semissolido e
coradas com 100 pL/pogo de cristal violeta (0,04%) por 30 minutos. As monocamadas
foram mantidas em estufa (37°C) até que estivessem completamente secas para que
as placas de lise formadas fossem contadas manualmente no BioSpot (CTL Biospot).

Na figura abaixo (3.3), foto representativa de placa resultante da metodologia

do micro PRNT, resumida na figura 3.4.

soros amostrais

Figura 3.3: Placa representativa do micro PRNT de FA.

Foto da placa de 96 pogos resultante do micro PRNT de FA. Colunas 2 a 9 =
destinadas ao processamento de soros amostrais submetidos as diluicbes seriadas de
fator 2 em Meio 199 (1:5 a 1:640, da linha H para A). Coluna 10: C+ = controle padréo
positivo (P3). Coluna 11: CV = controle de virus. Colunas 1 e 12: CC = controle de
células. Foto BioSpot.
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ﬁDiIuigées seriadas dos soros (fator 2): OPreparo da suspensao

-em Meio 199, na placa (96 pocos) celular:
-1:5 (80 pL de meio + 20 L de soro) a . o - células Vero ATCC
1:640 (50 {L de meio + 50 uL de soro)  Neutralizagdo (37°C, 5% CO,) - Meio 199
-volume final = 50 pL/pogo -1,6 x 10° células/mL
- adicionar 50 plL/pogo as
— Preparo da suspenséo viral: misturas

-17D-213/77
-em Meio 199
- ~30 PFU/poco

Mistura virus + soro:

| -50 L + 50 L Fixgr_as monocamadas: )
- adicionar 200 uL/pogo da solugao
fixadora (formaldeido 5%)
- esperar ~3 horas (temperatura
ambiente)

O Substituir as misturas pelo CMC: Lavar as monocamadas:
- 100 pl/pogo de meio semissolido 6 dias (37°C, 5% CO,) O - com agua corrente (“chuveirinho”)
(CMC 2,5%) M

Corar as monocamadas:

- adicionar 100 pL/pogo da solugao de
cristalvioleta

- esperar ~30 minutos (temperatura
ambiente)

Lavagem final:
- com agua corrente (“chuveirinho”)

Figura 3.4: Esquema do protocolo de execugao do micro PRNT de FA.
Etapas da metodologia do micro PRNT de FA. Tempo total do teste: 7 dias.

3.5.3uPRN-HRP — placa 96 pogos

O protocolo de execugdao do PPRN-HRP foi determinado no processo de
padronizagcdo da metodologia para FA, realizada em colaboragdo com a
GlaxoSmithKline (GSK)/Bélgica. O ensaio para FA baseou-se no protocolo
desenvolvido e validado pela GSK para a quantificagcdo de anticorpos neutralizantes
para os quatro sorotipos do virus da dengue. O teste, que teve a sua transferéncia de
tecnologia para Bio-Manguinhos iniciada em 2011, foi desenvolvido para a analise das
amostras de estudos clinicos de avaliacdo da eficacia da vacina para dengue
proposta pela GSK.

Apesar do racional e as etapas do teste ja terem sido determinados para outro
Flavivirus, era necessario avaliar as variaveis da metodologia e suas diferentes
condicdes especificamente para a determinacido de anticorpos neutralizantes para FA,

ou seja, “padronizar” o teste para FA.
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Como o termo “padronizacao”, utilizado neste trabalho, pode suscitar duvidas,
pertinente, aqui, abrir um breve paréntese para melhor esclarecer o significado da
expressao.

Diferentemente do termo “desenvolvimento”, utilizado para denominar a criagao
de uma nova técnica, a “padronizagdo” consistiu em adaptar o conhecimento
existente a quantificacdo de anticorpos neutralizantes para FA.

Assim, o processo de padronizacédo envolveu todas as etapas do teste: preparo
das monocamadas celulares, diluicdo seriada dos soros, neutralizagdo com uma
concentracao fixa e preestabelecida do virus e adsorgao as células Vero; além das
etapas de revelacdo do tipo imunoenzimatica: fixacdo das monocamadas, tratamento
com um anticorpo monoclonal conjugado a enzima peroxidase para o reconhecimento
dos virus ndo neutralizados, adigdo de um substrato da enzima e as lavagens
necessarias entre as etapas de revelacdo. A padronizacado do teste foi concluida com
a determinagédo dos parametros de contagem de PFU — visualizadas com coloragao
de tom azul devido a adigdo do reagente True Blue (TB) — do software de
processamento automatizado de imagens (Axiovision), apds terem sido fotografas
(também de forma automatizada) no equipamento ScanLab (equipamento composto
por uma maquina fotografica acoplada a um microscopio).

Portanto, a metodologia do yPRN-HRP de FA foi definida ao longo do processo
de padronizagdo, como parte dos objetivos do presente estudo. O resultado foi a
obtencdo do seu protocolo de execucdo a partir da avaliagdo das variaveis e suas
respectivas condi¢gdes descritas no quadro 3.2.

A padronizagao do yPRN-HRP foi iniciada com uma avaliagdo exclusivamente
qualitativa (visual) das variaveis fundamentais do teste: origem do banco das células
Vero; tempo de preparo das monocamadas pré-formadas; densidade celular; cepa
viral; tempo para revelacao do teste; e o anticorpo monoclonal. Essas variaveis foram
avaliadas concomitantemente, organizadas em 4 grupos de acordo com a
combinacao tipo de célula Vero e a cepa viral:

[) célula Vero ATCC (Meio 199) X virus 17D-213/77;

II) célula Vero ATCC (Meio 199) X virus 17DD;

1) célula Vero NIBSC (Meio EMEM) X virus 17D-213/77;

IV) célula Vero NIBSC (Meio EMEM) X virus 17DD.
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Quadro 3.2: Condigbes testadas das variaveis do

UPRN-HRP de FA avaliadas na padronizagéo.

: CONDIGOES
VARIAVEIS TESTADAS
células Vero e

NIBSC
tempo preparo 24 horas
monocamadas pré- 48 horas

formadas

densidade celular

1,0 x 10° células/mL
2,0 x 10° células/mL
3,0 x 10° células/mL
4,0 x 10° células/mL
5,0 x 10° células/mL
6,0 x 10° células/mL

cepa viral

17D-213/77
17DD

diluigao viral

10'a 10”7

tempo neutralizagéo

1 hora
1 hora e 30 minutos
2 horas

concentragao do meio
semissolido

0,5%
1,0%
1,5%
2,0%
2,5%

tempo (pos-infecgédo) para
revelagao do teste

24 horas
36 horas
48 horas
72 horas
96 horas

solugao fixadora

formaldeido
etanol:metanol

anticorpo monoclonal 2D12
conjugado (HRP) 4G2
1:500

diluicdo do anticorpo :H ggg

monoclonal conjugado 1:2000

1:3000

Posteriormente, outras variaveis foram analisadas de maneira qualitativa e/ou
quantitativa: diluicao viral, tempo de neutralizacado, concentracdo do meio semissolido,

solucgao fixadora e diluigdo do anticorpo monoclonal conjugado.
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Para a analise quantitativa, as imagens obtidas no ScanLab foram transferidas
para o Axiovision para a contagem de PFU de FA. A definicdo dos parédmetros de
reconhecimento e contagem do PFU de FA pelo software (denominado “teaching and
reading”) também fez parte do processo de padronizagéo da técnica.

As variaveis e suas respectivas condi¢gdes foram avaliadas a partir de ensaios
em que somente o virus foi processado ou testando soros com diferentes niveis de
anticorpos neutralizantes (M7; M7/10 e AA61), seguindo o racional predefinido para
as etapas da metodologia.

Primeiramente, adicionou-se meio diluente em todos os orificios da placa de 96
pocos para a realizagdo da diluicdo seriada de fator 3 dos soros (volume final de 120
ML/pogo). Uma coluna foi reservada para o controle de virus (meio + suspenséo viral)
e as bordas da microplaca para o controle de células (somente meio). Para cada soro
6 diluicdes foram obtidas.

Uma suspenséo viral foi preparada no momento do uso, na diluicdo ideal para
a obtencao de, aproximadamente, 70 PFU/pogo no controle de virus. Para a etapa de
neutralizacdo, 120 ulL/pogo da suspensao viral foram adicionados aos 120 pyL das
diluicdes dos soros ou aos 120 pyL de meio (controle de virus). As misturas foram
incubadas em estufa a 37°C e 5% COa.

Apods a incubacgao, 200 pyL de cada mistura foram transferidos para a placa de
96 pocos contendo as monocamadas pré-formadas para que ocorresse a adsorgao
em estufa a 37°C e 5% COa.

Apoés o periodo de incubagédo, as monocamadas foram submetidas a fixagéo
(250 pL/pogo) por, pelo menos, 1 hora e lavagens para a adi¢do de 100 uL/pogo do
anticorpo monoclonal conjugado diluido, no momento do uso, na solugao bloqueadora
(bloqueador caseina, BSA 10% e agua destilada).

Apoés 2 horas de incubagao em estufa a 35°C e 5% de COz2, as monocamadas
foram lavadas com DPBS (300 upL/pogo) em lavadora automatica (AquaMax 2000)
antes de adicionar o substrato TB (100 pL/pog¢o). Apdés 15 minutos no escuro, a
temperatura ambiente, as monocamadas foram lavadas novamente com agua
destilada (300 pL/pogo. AquaMax 2000) e, quando estavam completamente secas,
foram fotografadas de forma automatizada no ScanLab. As imagens geradas foram
transferidas para o Axiovision para a contagem automatizada de PFU de FA.

A definicdo do protocolo de execu¢ao do uPRN-HRP permitiu a realizagao dos

ensaios seguintes (calibragdo dos soros padrdes, validagdo e avaliagdo comparativa
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com o teste referéncia). Na figura abaixo (3.5), esquema geral das etapas do teste

antes da definicao das condigbes das variaveis.

Diluigdes seriadas dos soros (fator 3):
-em Meio 199, na placa (96 pocos)

Preparo das
-1:6 (150 pL de meio + 30 L de soro) a

monocamadas preé-

formadas em placas 1-1458 (120 plL de meio + 60 plL de soro)
de 96 pogos T e e _ -volume final = 120 pL/pogo
Preparo da suspensédo viral
I
s ey
‘f?.‘.‘}-‘-?"” Mistura virus + soro:

eTransferéncia das misturas para -120 pL + 120 pL
as monocamadas pré-formadas: < S
- 200 pL/poco de cada mistura

— “ﬂ?-\??";éo
Lavagem pré-anticorpo
- - o Lavar e fixar as monocamadas

Preparo da solugdo de 4G2-HRP: e o
- em solugéo blogueadora (5% L g -
BSA a 10%; 50% de blogueador 2 hop, Lavar as monocamadas:
caseinaa 1%:; agua q.5.p) 2 (350, - 350 ul/pogo com DPBS

; = S - lavadora Aquamax 2000
- 100 pL/pogo da solucio de 4G2- —~XCo, q
o = e True Blue:

7 ) - 100 pL/pogo
- 15 minutos (no escuro,
temperatura ambiente)

Lavagem final:
- 350 pL/poco com agua
- lavadora Aquamax 2000

Figura 3.5: Esquema geral do protocolo de execug¢ao do yPRN-HRP de FA.
As condigbes das variaveis foram definidas ao longo do processo de padronizagdo da

metodologia.

3.5.4 Calculo do Titulo de Anticorpos Neutralizantes

O titulo de anticorpos presentes no soro foi determinado considerando o “end-
point” de 50% (EPs0). O EPso € o ponto onde ha redugdo de 50% do numero das
placas de lise obtidas no controle de virus do teste. Seu valor é calculado da seguinte
forma: média aritmética do numero de placas de lise obtidas nas replicatas do

controle de virus multiplicada por 0,5.
Assim, o titulo de anticorpos neutralizantes foi definido como a reciproca da

ultima diluigdo do soro que reduziu o numero de placas de lise em 50%.

66



O titulo de anticorpos neutralizantes (em reciproca da diluicdo) foi calculado
por regressao linear, por interpolagdo das diluigbes correspondentes ao numero de
placas de lise imediatamente acima e abaixo do EPso0 determinado para o teste. Veja
abaixo exemplo hipotético de um soro submetido as diluigcbes seriadas (fator 2) de 1:5

a 1:640, onde o teste apresentou EPso = 18.

diluicdo do soro  n° placas de lise

1:160 21 titulo de anticorpos neutralizantes

1-80 14 > (reciproca da diluicdo) = 127

A transformacao do titulo de anticorpos neutralizantes em mUI/mL foi realizada
de acordo com o titulo de anticorpos do soro padrdao positivo (P3), a partir dos

seguintes calculos:

1°) determinagao da constante Z

Z =Y\

X

Onde,
V = valor nominal, em mUI/mL, do soro padrao positivo.
X = titulo do soro padréo positivo, em reciproca da diluicdo, correspondente ao EPso

determinado para o teste.

2°) determinagéo do titulo de anticorpos em mUIl/mL

T=2xS

Onde,

T = titulo de anticorpos neutralizantes, em mUI/mL, do soro.

Z = constante do teste.

S = titulo do soro, em reciproca da diluigao, correspondente ao EPso determinado para

o teste.
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3.5.5 Testes de Calibragao dos Soros Padrées

O soro P3, candidato a controle padrao positivo, foi calibrado frente ao soro de
referéncia internacional da NIBSC (“YF”) para a determinacdo dos seus valores
nominais (em mUI/mL) nos trés testes de neutralizacao.

Foram realizados trés ensaios de cada metodologia com 10 replicatas do P3,
totalizando 30 resultados. A transformagdo de cada titulo obtido (em reciproca da
diluicdo) para mUI/mL foi realizada de acordo com os titulos de anticorpos presentes
no soro referéncia “YF” e conforme descrito na seg¢ao anterior (3.5.4). O TMG dos 30
resultados (em mUI/mL) foi definido como valor nominal do soro padrao positivo.

O mesmo processo foi realizado para o soro candidato a padrao negativo
P1/100. Foram realizadas 30 replicatas (10 por ensaio) para cada teste de
neutralizacao.

A partir dos 30 resultados, em reciproca da diluicao, determinou-se a faixa de
aceitagao de titulos dos soros padrdes positivo e negativo, em cada metodologia,
considerando o TMG e a sua respectiva variagao de até 3 vezes.

3.6 Validacao dos Testes indices

A partir da otimizacdo do micro PRNT e a padronizagdo do pPRN-HRP,
realizou-se a validagcdo dos testes aplicados em placas de 96 pogos, seguindo as
normas estabelecidas pela Resolugdo vigente da ANVISA, com a determinagdo dos
seguintes parametros: precisédo, exatidao, seletividade e robustez.

Soros do estudo “Protocolo para Obtencédo e Producao de Soros in house para
Testes de Neutralizagdo por Redugao de Placas de Lise (PRNT)” foram selecionados
considerando os dados disponiveis (quadro 3.1 — sec¢ao 3.2.3) e de modo a atender a
necessidade de cada teste de validacgéo.

As analises foram realizadas a partir dos titulos em Logio da reciproca da

dilui¢ao.
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3.6.1 Precisao (ou confiabilidade)

Definida como a capacidade do teste produzir resultados similares de uma
mesma amostra processada diversas vezes?%,

A precisdo intraensaio (ou repetibilidade) foi avaliada sob condi¢des variaveis

minimas. Isto €, a mesma amostra testada varias vezes (replicatas) pelo mesmo
operador, no mesmo ensaio, na mesma placa e com o mesmo lote de reagentes.

A precisdo interensaio (ou precisdo intermediaria) foi determinada sob

condicdes diferentes, mimetizando o ensaio de rotina. A variabilidade foi medida em
dias diferentes, por operadores diferentes, com o mesmo lote de reagentes.
Testes:

e Intraensaio: seis replicatas de 16 soros com diferentes niveis de anticorpos
neutralizantes foram processados em um mesmo ensaio realizado pelo mesmo
operador?0,

e Interensaio: dois operadores repetiram o procedimento descrito acima
(intraensaio) em trés ensaios independentes. Cada ensaio foi realizado sem
que o operador soubesse dos resultados obtidos anteriormente?7°.

Analises:

e Intraensaio: para cada soro foi determinado o titulo médio geométrico (TMG)
das suas replicatas. Pelo menos 5 (90%) dos 6 titulos obtidos ndo deveriam
variar mais que 3 vezes, para mais ou para menos, o valor do seu TMG (%
0,48. Logio 3 = 0,477). O teste foi considerado com precisdo intraensaio se, no
minimo, 13 (80%) das 16 amostras testadas alcangassem esse critério®.

e Interensaio A (mesmo operador, ensaios diferentes): a partir dos 12 titulos
obtidos do soro (6 replicatas X 2 ensaios) foi determinado o TMG + 0,48.
Somente 1 titulo (~ 10%) entre os 12 poderia estar fora da faixa de variagao
calculada. Pelo menos 13 (80%) dos 16 soros testados deveriam ter alcangado
esse critério para se considerar a precisdo interensaio do teste68,

¢ Interensaio B (operadores diferentes, ensaios diferentes): a partir dos 18 titulos
obtidos do mesmo soro (6 replicatas X 3 ensaios) foi determinado o TMG
0,48. Somente 2 resultados (~ 10%) dos 18 poderiam estar fora da faixa de
titulos determinada para aquele soro. No minimo, 13 (80%) dos 16 soros

testados deveriam ter alcangado esse critério2%8.
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e Complementando as analises de precisdo, determinou-se os coeficientes de
variacado (CV%) das replicatas de cada soro, os quais nao poderiam superar 0s
15%27°.

Soros:
SIH202, SIH228, SIH017, SIH271, SIH250, SIH008, SIH269, SIH071, SIH172,
SIH068, SIH256, SIH129, SIH232, SIH139, SIH144, SIH268.

3.6.2 Exatidao (ou capacidade de dilui¢ao)

Determina o grau de concordancia entre os titulos observado e esperado para
um determinado soro, a partir do processamento simultaneo das suas formas integra
(ndo diluida) e submetida a diferentes diluigbes?%8.

Testes: o soro padrédo interno (P3) e mais 3 soros com altos titulos de
anticorpos neutralizantes para FA foram processados no mesmo ensaio em suas
formas integras e diluidas (1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 para o soro P3; 1:4, 1:8, 1:16
para os outros 3 soros) no soro padrao interno negativo (P1/100), gerando 14
amostras (soros diluidos) a serem processadas. Cinco replicatas de cada
apresentagdo amostral foram aplicadas no ensaio?%,

Anadlises: determinou-se para cada um dos 4 soros avaliados os TMGs
esperados: a partir da média geométrica obtida das 5 replicatas do soro integro (ndo
diluido), dividida pelos fatores de diluicdo propostos (1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32). Os
TMGs obtidos no ensaio dos soros nas suas apresentagcdes diluidas foram
classificados como observados. Os TMGs observados e esperados foram
transformados em Log1o para a determinacao da diferenga absoluta entre eles. Esta
ndo deveria ser maior que 0,477 (ou 3 vezes. Logto 3 = 0,477), em pelo menos, 80%
(11 de 14) das amostras testadas?68.

Soros:

P3, SIH020, SIH128, SIH167.

3.6.3 Seletividade (ou especificidade)

Demonstra a habilidade do teste de identificar inequivocamente o analito de
interesse na presenca de componentes que podem estar presentes na amostra?8. No

presente estudo, a seletividade foi definida como a capacidade de quantificar os
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anticorpos neutralizantes para FA na presenca de anticorpos para outros Flavivirus na
mesma amostra.

Testes: 5 soros com titulos de anticorpos para FA mas negativos para os 4
sorotipos de dengue (FA+/DEN-) foram diluidos (1:2) no padrédo interno negativo
(P1/100) e, da mesma maneira, foram diluidos em 3 soros positivos (anticorpos
neutralizantes) para os 4 sorotipos de dengue (DEN+) e negativos para FA. As 4
misturas de cada um dos 5 soros FA+/DEN- foram processadas em triplicata2%8.

Analises: os TMGs obtidos dos 5 soros FA+/DEN- diluidos no padrao interno
negativo (P1/100) foram tomados como referéncia para a comparagdo com os TMGs
obtidos dos mesmos 5 soros (FA+/DEN-) diluidos nos 3 soros DEN+. As respectivas
diferengas absolutas, a partir da transformagao dos titulos em Log1o, ndo deveriam ser
maiores que 0,477 (ou 3 vezes. Logio 3 = 0,477) em, no minimo, 12 (80%) das 15
amostras (misturas FA+/DEN- com DEN+) testadas?®.

Soros:

FA+/DEN-: SIH179, SIH261, SIH282, SIH285, SIH289.

Amostras diluidoras: P1/100, SIH117 (DEN+), SIH183 (DEN+), SIH208 (DEN+).

3.6.4 Robustez

Indica a capacidade do processo analitico permanecer inalterado por variagdes
pequenas, mas deliberadas nos parametros do método, sugerindo confiabilidade
durante a sua execucgao de rotina. Isto é, avalia se as variagcbes comuns durante a
execugdo do protocolo interferem nos resultados gerados?%.

Testes micro PRNT: 6 soros com titulos de anticorpos para FA foram
selecionados para a avaliagdo das seguintes variaveis (quadro 3.3): concentragao
viral (desvios: metade e o dobro da diluigdo viral ideal); tempo de neutralizagao
(desvios: £ 15 minutos do tempo estabelecido); densidade celular (desvios: metade e
0 dobro da definida); tempo de adsorgdo (desvios: + 30 minutos do tempo

determinado).
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Quadro 3.3: Variaveis avaliadas nos ensaios de robustez para a validagédo dos
testes em placas de 96 pogos para FA.

VARIAVEL CONDICAO Micro PRNT UPRN-HRP
- Padrao diluicdo viral 1:5000 dilui¢gdo viral 1:18000
CO”CSirr‘;rlagao Desvio 1 diluigao viral 1:2500 | diluicao viral 1:36000
Desvio 2 dilui¢gdo viral 1:10000 dilui¢do viral 1:9000
Padrao 1 hora 2 horas
tempo ~ Desvio 1 45 minutos 2 horas 20 minutos
neutralizagao - - -
Desvio 2 1 hora 15 minutos 1 hora 40 minutos
) Padrao 1,6 x 10° células/mL 2,0 x 10° células/mL
decr;slhc?:;je Desvio 1 8,0 x 10° células/mL 4,0 x 10° células/mL
Desvio 2 3,2 x 108 células/mL 1,0 x 105 células/mL
Padréo 3 horas 1 hora
tempo . . -
adsorgao Desv!o 1 2 horas 30 m!nutos 1 hora 1§ minutos
Desvio 2 3 horas 30 minutos 45 minutos
diluicao Padrao NA 1:3000
anticorpo Desvio 1 NA 1:6000
conjugado Desvio 2 NA 1:1500
tempo Padré&o NA 2 horas
anticorpo Desvio 1 NA 2 horas 20 minutos
conjugado Desvio 2 NA 1 hora 40 minutos

NA = ndo se aplica.

Testes uPRN-HRP: 6 soros com titulos de anticorpos para FA foram
selecionados para a avaliagdo das seguintes variaveis (quadro 3.3): concentragao
viral (desvios: metade e o dobro da diluigdo viral ideal); tempo de neutralizagao
(desvios: £ 20 minutos do tempo estabelecido); densidade celular (desvios: metade e
o dobro da definida); tempo de adsorgdo (desvios: + 15 minutos do tempo
determinado); diluigdo do anticorpo conjugado (desvios: metade e o dobro da diluicao
ideal predefinida); tempo de incubagéo do anticorpo conjugado (desvios: £ 20 minutos
do tempo preconizado).

Anadlises: os titulos de anticorpos neutralizantes obtidos nas condicbes
padrées foram comparados aos titulos obtidos nas suas respectivas condigdes de
desvio para cada variavel avaliada. A robustez foi determinada se, pelo menos, 80%
das amostras processadas (5 de 6) apresentaram diferenga absoluta entre os titulos
(padréo e desvio) menor que 0,477 (ou 3 vezes. Logio 3 = 0,477), para a comparagao
dos titulos transformados em Log102%%.

Soros:

SIH207, SIHO014, SIH145, SIH252, SIH199, SIH146.

72



3.7 Avaliagao Comparativa

Qualquer nova abordagem metodoldgica para a quantificacdo de anticorpos
neutralizantes, mesmo que validada de acordo com as normas de agéncia reguladora,
deve ser validada frente ao PRNT padrdo (placas de 6 pogos), de maneira
comparativa, para a determinacdo da relagdo e concordancia entre as
metodologias??’.

Foram selecionados 200 soros do estudo “Duracédo da Imunidade Apds Duas
ou Mais Doses de Vacina Contra Febre Amarela em Adultos” para a analise de
concordancia entre os testes de neutralizagdo. Titulos, em Logio da reciproca da
diluicdo e em mUI/mL, obtidos dos testes indices (micro PRNT e yPRN-HRP) foram
comparados aos titulos obtidos dos mesmos soros no teste referéncia (PRNT), a
partir das determinacdées do CCIl e do Coeficiente de Correlacdo de Pearson e da
analise dos graficos de dispersao e Bland-Altman.

3.8 Analises Estatisticas

Para as determinagdes dos titulos de anticorpos neutralizantes (em reciproca
da diluicdo e mUI/mL) e suas respectivas transformag¢des em Log1o, coeficientes de
variagao, médias de replicatas, variagdes e diferengas absolutas dos TMGs utilizou-se
o Microsoft Excel 2016.

Para as determinacdes dos coeficientes de concordancia (CCl e r), estatistica
descritiva (média, mediana, desvio padrao e variancia) e graficos de dispersao, Bland-
Altman e Box-Plot utilizou-se o programa estatistico SPSS (Statistical Package for
Social Science V.17.0).
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4 RESULTADOS

A apresentacdo dos dados foi dividida em 4 partes. Apés a exposi¢cao dos
titulos obtidos dos bancos produzidos da cepa 17D-213/77 (secdo 4.1), todos os
resultados gerados pelo micro PRNT em relagdo a sua otimizagdo (secgbes 4.2.1 e
4.2.2) e validagao (secgao 4.2.3) serao apresentados, seguidos dos dados do uPRN-
HRP (padronizagcao — secado 4.3.1; calibracdo dos soros padrdes — secao 4.3.2;
validacdo — secdo 4.3.3). Finalmente, serdo apresentados os dados gerados das
analises de concordancia dos testes indices com o teste referéncia (secao 4.4).

4.1 Titulagao Viral

A titulacdo por ensaio de placas de quatro aliquotas do banco master do virus
17D-213/77 revelou titulo (médio) de 107" PFU/mL.

A titulagdo de aliquotas do banco de trabalho mostrou titulo bastante
satisfatério: 1084 PFU/mL (média das quatro aliquotas). Os titulos obtidos de cada
aliquota avaliada sugeriram variacdo frasco a frasco baixa ou inexistente, com
resultados muito similares: trés aliquotas com titulo de 1084 PFU/mL e uma aliquota
com titulo de 1083 PFU/mL.

4.2 micro PRNT - placa 96 pogos

4.2.1 Determinag¢ao da Faixa de Placas de Lise por Po¢o no Controle Viral

Inicialmente, foram realizados ensaios simulando o micro PRNT, onde somente
o virus foi submetido a diluicdo seriada de fator 2, na prépria microplaca, para a
determinacdo da diluicdo viral ideal. O quadro 4.1 apresenta as diluicbes virais
correspondentes a obtencao de 30 placas de lise/pogo, a partir do processamento de
duas aliquotas do banco de trabalho em cada ensaio.
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Quadro 4.1: Diluicbes (na microplaca) do virus 17D-213/77
correspondentes a, aproximadamente, 30 PFU/poco.

Ensaio Diluigao viral (~30 PFU/po¢o)
1 1:1280
2 1:5120
3 >1:5120

Apesar de ambas as aliquotas avaliadas no mesmo ensaio terem apresentado
os mesmos resultados, nao foi possivel determinar a diluigcdo viral ideal que resultava
em, aproximadamente, 30 placas de lise por poco, devido a variabilidade observada
entre os ensaios.

O quadro 4.2 apresenta as dilui¢cdes virais para a obtencao de 30 placas de lise
por poco em ensaios de micro PRNT, mas, neste momento, o virus foi diluido
previamente em tubos e, entdo, adicionado aos pogos das microplacas.

Os resultados (diluicbes) entre os ensaios foram menos variaveis, mas

inconsistentes com os observados anteriormente (quadro 4.1).

Quadro 4.2: Diluicdes (em tubos) do virus 17D-213/77
correspondentes a, aproximadamente, 30 PFU/poco.

Ensaio Diluigao viral (~30 PFU/po¢o)
1 1:1250
2 1:1250
3 1:2500

A variabilidade entre esses ensaios ja era observada na realizagdo do micro
PRNT na rotina do Laboratério, em que a mesma diluicdo viral era realizada para
todos os ensaios, mas quantidades diferentes de 30 placas de lise por pogo eram
obtidas. A determinagédo da faixa de aceitagéo para a quantidade (minina e maxima)
de placas de lise por pogo nos controles virais deve ser utilizado como critério de
aceitacao do teste.

A analise visual da contagem das placas de lise como unico parédmetro para

essa determinagao nao nos daria a dimensao do impacto de diferentes quantidades

75



de virus no titulo de anticorpos de um mesmo soro. Por isso, a relacdo entre
PFU/poco e o titulo de anticorpos neutralizantes também foi analisada.

O tempo de incubacao para a etapa de neutralizagdo também pode interferir na
quantidade de placas de lise. Portanto, essa variavel foi incluida na determinacao da
faixa viral aceita para os ensaios de micro PRNT.

Quatro ensaios de micro PRNT foram realizados utilizando soros com
diferentes niveis de anticorpos neutralizantes, testando diferentes diluigbes virais
(realizadas em tubos) e tempos de neutralizagdo. A analise dos dados desses ensaios
foi dividida em duas etapas: 1?) avaliar, para cada diluicado viral testada, a quantidade
meédia obtida de placas de lise por pogo e a dispersdo das replicatas do controle de
virus, para determinar a diluigdo viral ideal; 22) avaliar os titulos de anticorpos
neutralizantes presentes em um mesmo soro quando confrontados com diferentes

concentracdes de virus, para determinar a faixa de placas de lise para o controle viral.

12 ETAPA DE ANALISE

Os dados gerados a partir da incubagao por 1 hora na etapa de neutralizagao

mostraram que as diluicdes virais ideais para cada ensaio seriam: 1:1250 no ensaio 1
e 1:5000 nos ensaios 2, 3 e 4 (quadro 4.3 e figura 4.1).

Essas diluicbes resultaram em quantidades 6timas de placas de lise por pogo
(aproximadamente 30) e com baixa dispersdo entre as replicatas referentes aos

controles virais (CV em torno dos 13%).

Quadro 4.3: Quantidades médias de PFU/poco dos controles virais e seus
respectivos coeficientes de variacdo (CV) de diferentes diluigdes do virus 17D-
213/77 em ensaios de micro PRNT com 1 hora de neutralizagao.

Diluigoes 1:1250 1:2500 1:5000 1:10000
do virus

Ensaio PFU/pogo | CV | PFU/pogo | CV | PFU/pogo | CV | PFU/pogo | CV
(média) (%) (média) (%) (média) (%) (média) (%)
1 46,9 9,24 241 24,05 15,0 18,85 6,3 23,6
2 93,3 13,55 59,4 9,66 31,4 13,63 18,8 22,09
3 137,7 12,73 87,0 13,26 44,8 12,75 27,4 14,38
4 122,2 17,05 68,5 15,42 34,5 16,17 15,7 23,74
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Figura 4.1: Graficos de Boxplot das diluicdes virais avaliadas em diferentes ensaios
de micro PRNT com 1 hora de neutralizagao.

Ensaio 1 - grafico superior a esquerda. Ensaio 2 - gréfico superior a direita. Ensaio 3 -
grafico inferior a esquerda. Ensaio 4 - grafico inferior a direita. Eixo X: diluigbes do virus
17D-213/77 (1:1250; 1:2500; 1:5000; 1:10000). Eixo Y: placas de lise por pogo contadas nas
replicatas dos controles virais. Linha vermelha na posi¢do 30 placas de lise/pogo. SPSS
V.17.0.

A andlise individual de cada diluigdo viral nos diferentes ensaios (figura 4.2)
indicou a menor variabilidade entre os ensaios para as quantidades de placas de lise
por pogo obtidas da diluicdo 1:5000 do virus.

As analises dos dados obtidos da neutralizagao por 2 horas sugeriram que as
diluicbes virais ideais de cada ensaio seriam: 1:1250 no ensaio 1, 1:2500 no ensaio 2
e 1:5000 nos ensaios 3 e 4 (quadro 4.4 e figura 4.3). Essas diluigdes resultaram em
quantidades o6timas de placas de lise por pogo (proxima de 30), possibilitando
contagem clara, de facil individualizagao das placas de lise e com dispersao aceitavel

entre as replicatas referentes aos controles virais (CV em torno dos 20%).
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Figura 4.2: Graficos de Boxplot dos ensaios de micro PRNT com 1 hora de
neutralizagdo para as diferentes diluicoes avaliadas do virus 17D-213/77.

Diluigao viral 1:1250 - grafico superior a esquerda. Diluigdo viral 1:2500 - grafico superior a
direita. Diluigdo viral 1:5000 - grafico inferior a esquerda. Diluigao viral 1:10000 - grafico
inferior a direita. Eixo X: ensaios independentes de micro PRNT (1, 2, 3 e 4). Eixo Y: placas
de lise por pogo contadas nas replicatas dos controles virais. Linha vermelha na posigao 30
placas de lise/pogo. SPSS V.17.0.

Quadro 4.4: Quantidades médias de PFU/poco dos controles virais e seus
respectivos coeficientes de variagdo (CV) de diferentes diluicdes do virus 17D-213/77
em ensaios de micro PRNT com 2 horas de neutralizago.

Pliuigoes 1:1250 1:2500 1:5000 1:10000
o virus
Ensaio PFU/pogo CcVv PFU/poco CcVv PFU/poco CcVv PFU/poco cv
(média) (%) (média) (%) (média) (%) (média) (%)
1 35,1 17,84 17,9 18,34 10,6 33,49 5,2 50,11
2 53,0 10,67 34,7 17,63 17,7 26,00 10,3 30,04
3 109,3 9,64 65,8 14,48 42,7 17,82 24,0 18,01
4 99,9 16,53 61,4 14,79 30,0 22,9 15,9 29,95
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Figura 4.3: Graficos de Boxplot das diluicdes virais avaliadas em diferentes ensaios
de micro PRNT com 2 horas de neutralizagao.

Ensaio 1 - grafico superior a esquerda. Ensaio 2 - grafico superior a direita. Ensaio 3 -
grafico inferior a esquerda. Ensaio 4 - grafico inferior a direita. Eixo X: diluigbes do virus
17D-213/77 (1:1250; 1:2500; 1:5000; 1:10000). Eixo Y: placas de lise por pogo contadas nas
replicatas dos controles virais. Linha vermelha na posi¢do 30 placas de lise/pogo. SPSS
V.17.0.

A analise de cada diluicdo nos diferentes ensaios (figura 4.4) apontou a alta
variabilidade das quantidades de PFU/pogo obtidas nos controles virais para todas as

diluicbes, especialmente quando se comparou os ensaios 1 € 2 aos ensaios 3 € 4.
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Figura 4.4: Graficos de Boxplot dos ensaios de micro PRNT com 2 horas de
neutralizagdo para as diferentes diluicoes avaliadas do virus 17D-213/77.

Diluigdo viral 1:1250 - grafico superior a esquerda. Diluigdo viral 1:2500 - grafico superior a
direita. Diluicdo viral 1:5000 - gréfico inferior a esquerda. Diluigdo viral 1:10000 - grafico
inferior a direita. Eixo X: ensaios independentes de micro PRNT (1, 2, 3 e 4). Eixo Y: placas
de lise por pogo contadas nas replicatas dos controles virais. Linha vermelha na posigao 30
placas de lise/pogo. SPSS V.17.0.

22 ETAPA DE ANALISE
Para as analises dos titulos de anticorpos obtidos a partir de diferentes

concentracdes de virus, foram descartados os resultados em que a quantidade média
de placas de lise por pogo referente ao controle viral do ensaio foi igual ou superior a
60 (devido a dificuldade e subjetividade da contagem).

Nos ensaios submetidos a 1 hora de neutralizacéo, a faixa viral avaliada foi de
6,3 (ensaio 1; diluigdo viral 1:10000) a 59,4 (ensaio 2; dilui¢gao viral 1:2500) PFU/pogo.
No quadro abaixo (4.5), os TMGs obtidos da duplicata de soros com diferentes
diluicbes do virus. As células sombreadas em cinza correspondem aos dados nao

analisados (mais de 60 PFU/pogo).
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As médias obtidas dos TMGs ficaram dentro do esperado para seus
respectivos soros com diferentes concentragdes de anticorpos neutralizantes: 1:362
(M7/10), 1:163 (M7/30) e 1:78 (M7/50); 1:19 para o controle negativo (comercial
SIGMA) e 1:263 para o controle positivo (referéncia internacional NIBSC).

Considerando a relacdo entre titulos de anticorpos e a concentracio viral
(representada pela quantidade média de placas de lise por pogo obtida de cada
diluicdo do virus), a determinagdo da faixa de aceitagéo viral para cada soro foi de
acordo com os resultados observados dentro da diferenca de trés vezes da média de
titulos.

Portanto, M7/10 e M7/50 apresentaram titulos dentro do critério de variagao
quando submetidos a diluigdo viral que resulte entre 15 e 59 PFU/pogo. Com
resultados mais variaveis, M7/30 teria faixa viral definida entre 19 e 59 PFU/poco.
Para os controles positivo e negativo, todos os titulos obtidos apresentaram-se dentro
da variacdo de 3 vezes da meédia. Logo, poderiam ser submetidos a qualquer

concentragao viral.

Quadro 4.5: TMGs de anticorpos neutralizantes para FA de soros processados pelo micro PRNT com
tempo de neutralizagdo de 1 hora, para diferentes dilui¢gdes virais da cepa 17D-213/77.

Ensaio | Diluicao viral . _PFU/pogo . TMGs_ (1:X)
(média controle viral) M7/10** M7/30** M7/50** C-*** ol d
1:1250 46,9 359 199 59 13 195
1 1:2500 24 1 282 145 69 21 180
1:5000 15,0 230 31* 56 13 276

1:10000 6,3 70 11

2 1:2500 59,4 293 85 56 18 212
1:5000 31,4 207 208 65 21 241
1:10000 18,8 482 76 136 32 306

3

1:5000 44,8 566 397 87 21 560
1:10000 27,4

1:5000 34,5 388 217 Y 17 215
1:10000 15,7 473 45° 93 21 150
362 (121 | 163 (54- | 78 (26- | 19(6- | 263 (88 -

Médias***** (x 3X)

- 1087) 488) 235) 58) 789)

* TMGs (titulos médios geométricos) em reciproca da diluigao (1:X) obtidos a partir de duplicatas do soro.

** soro M7 (alto titulo de anticorpos neutralizantes para FA) diluido 10 (M7/10), 30 (M7/30) ou 50 (M7/50) vezes em soro
comercial negativo (SIGMA).

*** C- = controle negativo do teste (soro comercial negativo SIGMA).

**** C+ = controle positivo do teste (soro referéncia internacional NIBSC) diluido 10 vezes em soro comercial negativo (SIGMA).
*****x Médias determinadas considerando somente os titulos obtidos a partir da faixa viral avaliada (titulos sombreados n&o foram
incluidos).

*resultados fora do critério de + 3 vezes a média dos TMGs de cada soro.
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Nos ensaios submetidos a 2 horas de neutralizacao, a faixa viral avaliada foi de
5,2 (ensaio 1; diluigdo viral 1:10000) a 53 (ensaio 2; diluigdo viral 1:1250) PFU/pogo.
No quadro abaixo (4.6), os TMGs obtidos da duplicata de soros com diferentes
diluicbes do virus. As células sombreadas em cinza correspondem aos dados nao
analisados (mais de 60 PFU/pogo).

As médias obtidas dos TMGs ficaram dentro do esperado para seus
respectivos soros com diferentes concentragdes de anticorpos neutralizantes: 1:472
(M7/10), 1:192 (M7/30) e 1:119 (M7/50); 1:25 para o controle negativo e 1:335 para o
controle positivo.

Considerando a relagédo entre os titulos de anticorpos e a concentragao viral,
somente 1 resultado foi retirado para a determinagao da faixa de aceitagcio viral para
cada soro por ter apresentado titulo acima da diferenca de trés vezes da média de
titulos.

Assim, M7/50 apresentou titulos dentro da variagdo de trés vezes da meédia
quando submetidos a diluigdo viral que resulte entre 5 e 35 PFU/poco. Para os
demais soros avaliados (M7/10, M7/30 e os controles positivo e negativo), todos os
titulos obtidos apresentaram-se dentro da variacdo de 3 vezes da média e, portanto, a
quantidade média de placas de lise no controle de virus poderia variar entre 5 e 53.

A analise comparativa dos dados dessas duas etapas de analise (quadro 4.7)
possibilitou determinar a diluicdo ideal do virus 17D-213/77 e a faixa de aceitagao
para a quantidade de placas de lise obtidas por pocgo, além do melhor tempo de
neutralizacdo. O resultado dessa analise foi a delimitagdo das quantidades médias
minima e maxima de PFU/pogo para os controles virais, significando um critério de
inclusao/exclusao para os ensaios de micro PRNT.

A partir dos resultados gerados dos 4 ensaios de micro PRNT, observou-se
que com 1 hora de neutralizacdo ha menor variagdo entre 0s ensaios na
determinagdo da diluigdo viral ideal, com CVs mais baixos das replicatas dos
controles de virus, quando comparados aos resultados de 2 horas. Além disso, todos
os TMGs de anticorpos obtidos das diluigdes virais ideais escolhidas para cada ensaio
de 1 hora mostraram-se dentro da variacdo de até 3 vezes o valor da média.

Considerando os intervalos mais restritos para a quantidade média de
PFU/poco determinados de acordo com os TMGs obtidos para os diferentes soros,
realizar o teste com 1 hora de neutralizagdo possibilita aceitar uma faixa viral mais

ampla (19 a 59 PFU/pog¢o) do que os ensaios realizados com 2 horas (5 a 35
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PFU/poco). Esse dado é importante diante da conhecida variabilidade observada
entre os controles virais dos ensaios de rotina, ainda que sempre utilizando a mesma
diluicdo viral e a maneira padronizada de realizar essa diluicdo nos diferentes

ensaios.

Quadro 4.6: TMGs de anticorpos neutralizantes para FA de soros processados pelo micro PRNT com

tempo de neutralizagdo de 2 horas, para diferentes diluigbes virais da cepa 17D-213/77.

Ensaio | Diluigao viral . _PFU/pogo . TMGs_(1:X)
(média controle viral) M7/10** M7/30** M7/50** C-*** [oF
1:1250 35,1 378 83 55 14 295
1 1:2500 17,9 548 97 88 8 219
1:5000 10,6 444 108 81 17 274
1:10000 5,2 197 83 46 22 191
1:1250 53,0 498 92 45 25 174
2 1:2500 34,7 640 129 42 20 415
1:5000 17,7 419 176 73 19 218
1:10000 10,3 409 364 118 9 261

1:5000 42,7 640 475 362 48 632
1:10000 24.0
4
1:5000 30,0 441 315 84 30 489
1:10000 15,9 639 75 154 34 231
— 472 (157 | 192 (64- | 119 (40- | 25(8- | 335 (112
Médias™" (£ 3X) - 1415) 577) 357) 74) - 1006)

* TMGs (titulos médios geométricos) em reciproca da diluigao (1:X) obtidos a partir de duplicatas do soro.

** soro M7 (alto titulo de anticorpos neutralizantes para FA) diluido 10 (M7/10), 30 (M7/30) ou 50 (M7/50) vezes em soro
comercial negativo (SIGMA).

*** C- = controle negativo do teste (soro comercial negativo SIGMA).

**** C+ = controle positivo do teste (soro referéncia internacional NIBSC) diluido 10 vezes em soro comercial negativo (SIGMA).
***** Médias determinadas considerando somente os titulos obtidos a partir da faixa viral avaliada (titulos sombreados n&o foram
incluidos).

*resultados fora do critério de + 3 vezes a média dos TMGs de cada soro.

Observou-se também que as diluigdes virais escolhidas para cada ensaio de 1
hora (12 etapa da analise) resultaram em quantidades médias de PFU/pogo dentro
das faixas virais ideais determinadas na 22 etapa de analise.

Finalmente, a realizagdo do teste com 1 hora de neutralizagéo significa reduzir
o tempo de execucado do micro PRNT, que leva, em média, 6 horas desde a etapa de
diluicdo dos soros até a adicdo do meio semissolido.

Assim, para os ensaios seguintes deste trabalho (segbes 4.2.2, 4.2.3 e 4.4)
foram aceitos somente os resultados de micro PRNT que apresentaram entre 19 a 59

PFU/poco (média das replicatas do controle de virus), resultantes da diluicdo 1:5000
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da cepa 17D-213/77 e submetidos a 1 hora de incubacdo para a etapa de

neutralizacao.

Quadro 4.7: Analise comparativa de ensaios de micro PRNT com 1 ou 2 horas de neutralizagao de
soros com diferentes niveis de anticorpos neutralizantes para FA, submetidos a diferentes diluigbes
do virus 17D-213/77.

TEMPO NEUTRALIZACAO
1 HORA 2 HORAS

ENSAIO 1 1:1250 — 46,9 — 9,24% 1:1250 - 35,1 - 17,84%
DILUICAO VIRAL* ENSAIO 2 1:5000 - 31,4 -13,63% 1:2500 — 34,7 — 17,63%
- PFUIPOCO™-=CV™ (%) ENSAIO 3 1:5000 — 44,8 - 12,75% 1:5000 — 42,7 - 17,82%
ENSAIO 4 1:5000-34,5-16,17% 1:5000 — 30,0 — 22,90%

M7/10 15-59 5-53

M7/30 19 -59 5-53

I BT

C- 6-59 5-53

C+ 6 —-59 5-53

* diluigao viral escolhida para cada ensaio de acordo com a quantidade de placas de lise obtida e a variagdo das replicatas dos
controles de virus.

** quantidade média de PFU/pogo obtida no controle de virus a partir da respectiva diluigéo viral.

*** CV = coeficiente de variagao obtido das replicatas dos controles virais.

**** quantidade média (minima — maxima) de PFU/pogo obtida no controle de virus determinada de acordo com os titulos de
anticorpos neutralizantes para FA de cada soro.

C- = controle negativo do teste (soro comercial negativo SIGMA).

C+ = controle positivo do teste (soro referéncia internacional NIBSC) diluido 10 vezes em soro comercial negativo (SIGMA).

4.2.2 Calibragcao dos Soros Padrées

O TMG dos 30 resultados do soro P3 resultou em 10.264 mUI/mL. Este valor
foi utilizado para a transformacéo, em mUI/mL, dos titulos obtidos no micro PRNT de
soros processados neste estudo.

O TMG em reciproca da diluicdo dos 30 resultados do soro P3 foi de 191.
Considerando a variacéo de 3 vezes, titulos entre 64 e 572 seriam aceitos para o soro
padrao positivo nos ensaios de micro PRNT.

Para o soro padrédo negativo P1/100, o TMG dos 30 resultados, em reciproca
da dilui¢ao, foi de 2,5, podendo variar até 7,5.
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4.2.3 Validagao do Teste

Precisao (ou confiabilidade)

Soros com diferentes niveis de anticorpos neutralizantes foram processados,
por dois operadores, em 3 ensaios independentes do micro PRNT de FA. Os TMGs e
as suas respectivas variagbes de até 3 vezes (+ 0,48. Logwo 3 = 0,477) foram
determinados para a avaliagdo da precisao intraensaio (quadro 4.8).

Os resultados mostraram que, nos trés ensaios, o critério preestabelecido foi
atingido: pelo menos 5 (90%) dos 6 titulos obtidos do soro ndo deveriam variar mais
que 3 vezes o valor de seu TMG para, no minimo, 13 (80%) dos 16 soros avaliados.

No ensaio 1, trés soros apresentaram uma replicata com titulo de anticorpos
extrapolando a variacdo, o que era aceitavel. No ensaio 2, todas as replicatas dos 16
soros apresentaram titulos dentro da variacdo do TMG. No ensaio 3, um soro
apresentou duas replicatas com titulos fora da variagcdo de 3 vezes. No entanto, este
ensaio foi valido, pois os outros 15 soros (94%) atingiram o critério de variagao
preestabelecido.

A precisdo interensaio foi avaliada de duas maneiras: considerando os 12
resultados dos 16 soros processados pelo mesmo operador, em dois ensaios
independentes (quadro 4.9); considerando os 18 resultados obtidos para cada um dos
16 soros, resultantes de 3 ensaios, variando o operador (quadro 4.10).

As anadlises dos dados de precisdao interensaio também apresentaram
resultados satisfatorios. Todos os soros atingiram o critério preestabelecido de que,
pelo menos, 90% dos resultados obtidos para um soro (11 de 12 ou 16 de 18)

deveriam estar dentro da faixa de variagao (+ 0,48) do TMG.
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Quadro 4.8: Dados de avaliagdo da preciséo intraensaio do micro PRNT de FA.

ENSAIO 1 (OPERADOR 1) ENSAIO 2 (OPERADOR 1) ENSAIO 3 (OPERADOR 2)
SORO T™MG titulos fora cv T™™G titulos fora cv T™MG titulos fora cv
(+0,48)* da variacdo | (%) (+0,48)* da variagdo | (%) (x0,48)* da variacdo | (%)
siH202 | ’9%’;4292) 1 21 ,7%';227,75) 0 5 (2,025’;5??,01 ) 0 °
SiH228 | | 621’;02 57) 0 " | ,7%;227 75) ° 3 | ,8%’;324,82) 0 °
SIH017 (2,221’;63?,1 7 0 4 (2,222,;7??,18) 0 > |a ,8%;35,84) 2 20
SIH271 (2’322’;8??’28) 0 T e 1%;6'31 1) ° 6 1@ ,63:;122,60) 0 !
SiH250 | 53{’;022, 50) 0 ° |« ,622';12,58) 0 4 ,5%’;0;,52) 0 8
SIHo08 4 ,627,;125,63) ! "] a ,531';02?,50) 0 i ,522’:03,48) ° °
SIH269 | | 823’;321’79) 0 ° | @ ,8%‘;25,76) ° ¢ la ,7%’;13,66) ° N
siHo71 |, ,313’;821,29) 0 4l ,411';82,37) ° M ,218’;75,24) 0 !
siH172 | ,7%’;221,69) 0 10 (2,021';42,97) 0 8 |« ,7%;2;,71) 0 4
SIHOSS | (1 o3 g6 0 18 | (1,67 29) 0 5 | (1,60 2.56) 0 °
SIH256 (1,114’;622,10) 0 17+ (0,917‘;415,93) 0 8 (0,819’;317,85) 0 12
SiH129 | ,214’;722,20) 0 > | ,118';626,14) 0 " la ,212,;73,18) 0 °
siH232 | o 5%’;027’ 55) 1 187 ,5%1';022,50) 0 M ¢ ,523’;021,49) ° °
SiH19 | ,316;8;',32) 0 01 ¢ ,316‘;8;,32) 0 4 la ,5%;023,51) 0 8
SIH144 1 4 ,111’;53,07) 0 M ¢ ,111';529,07) 0 %) ¢ ,113’:621,09) ° 12
SiH268 | | 417’;925’ 43) 0 51 @ ,5%;03,51) 0 e ,510’;95,46) 0 >

* TMG (Log+o da reciproca da dilui¢do) calculado a partir dos titulos obtidos das 6 replicatas do soro no mesmo ensaio. Logqo 3 = 0,48.

*valor de CV acima de 15%.

Quadro 4.9: Dados de avaliagédo da preciséo interensaio do micro

PRNT de FA: mesmo operador, ensaios diferentes.

ENSAIOS 1 e 2 (OPERADOR 1)
SORO TMG (0,48)* titulos fora da variagéo CV (%)
SIH202 2,35 (1,87; 2,83) 0 10
SIH228 2,18 (1,70; 2,66) 0 6
SIH017 2,70 (2,22; 3,18) 0 5
SIH271 2,71 (2,23; 3,19) 0 5
SIH250 2,06 (1,58; 2,54) 0 7
SIH008 2,08 (1,60; 2,56) 1 11
SIH269 2,29 (1,81;2,77) 0 7
SIH071 1,85 (1,37; 2,33) 0 8
SIH172 2,34 (1,86; 2,82) 0 10
SIH068 2,38 (1,90; 2,86) 0 9
SIH256 1,53 (1,05; 2,01) 0 14
SIH129 1,69 (1,21; 2,17) 0 6
SIH232 2,04 (1,56; 2,52) 1 12
SIH139 1,84 (1,36; 2,32) 0 7
SIH144 1,59 (1,11, 2,07) 0 11
SIH268 1,99 (1,51; 2,47) 0 6

* TMG (Log1o da reciproca da diluigdo) calculado a partir dos 12 titulos obtidos do

soro em 2 ensaios independentes. Log, 3 = 0,48.
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Quadro 4.10: Dados de avaliagdo da precisdo interensaio do
micro PRNT de FA: operadores diferentes, ensaios diferentes.

ENSAIOS 1, 2 e 3 (OPERADORES 1 e 2)
SORO TMG (0,48)* titulos fora da variagéo | CV (%)
SIH202 2,41 (1,93; 2,89) 1 9
SIH228 2,23 (1,75; 2,71) 0 7
SIH017 2,58 (2,10; 3,06) 2 12
SIH271 2,50 (2,02; 2,98) 1 13
SIH250 2,05 (1,57; 2,53) 0 7
SIH008 2,06 (1,58; 2,54) 1 10
SIH269 2,25 (1,77, 2,73) 0 7
SIHO071 1,82 (1,34; 2,30) 0 8
SIH172 2,30 (1,82; 2,78) 1 9
SIH068 2,27 (1,79; 2,75) 2 11
SIH256 1,48 (1,00; 1,96) 0 15
SIH129 1,69 (1,21;2,17) 0 6
SIH232 2,03 (1,55; 2,51) 1 11
SIH139 1,90 (1,42; 2,38) 0 9
SIH144 1,60 (1,12; 2,08) 0 11
SIH268 1,99 (1,51; 2,47) 0 7

* TMG (Log1o da reciproca da diluigdo) calculado a partir dos 18 titulos obtidos do
soro em 3 ensaios independentes. Log, 3 = 0,48.

Exatidao (ou capacidade de diluicao)

Os dados para a avaliagdo de exatiddo do micro PRNT (quadro 4.11) foram
obtidos a partir do processamento, no mesmo ensaio, de 4 soros positivos para FA
diluidos ou ndo em soro negativo, gerando 14 amostras com niveis diferentes de
anticorpos neutralizantes.

Todas as diferencas absolutas entre os TMGs observados e esperados
determinadas para os 4 soros avaliados e suas respectivas apresentacdes diluidas
nao foram maiores que 3 vezes; atingindo, portanto, o critério preestabelecido em
que, no minimo, 11 (80%) das 14 amostras deveriam ter apresentado diferenca de

até 3 vezes (+ 0,477) entre os TMGs observado e esperado.

Seletividade (ou especificidade)

A avaliacdo da seletividade do micro PRNT resultou do processamento, no
mesmo ensaio, de soros com titulos de anticorpos neutralizantes para FA misturados
a soros com anticorpos para dengue. Tomando como diluicdo referéncia a mistura
dos soros positivos para FA com o soro padrao negativo (P1/100), foi determinada a

diferenca absoluta entre os titulos obtidos (quadro 4.12).
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Os dados apontaram a alta seletividade do micro PRNT de FA. Todas as diferengas
absolutas observadas entre os TMGs das misturas referéncia (soros FA+/DEN- com
soro FA-) e os das misturas teste (soros FA+/DEN- com DEN+) foram menores que
0,477.

Quadro 4.11: Dados de avaliagdo da exatiddo do micro PRNT de FA.

—— | TMG OBSERVADO™ | TMG ESPERADO™* | DIFERENGA
SORO DILUICAO (Logro) (Logro) ABSOLUT/-(\;****
nao diluido 2.627 NA NA
1.2 2,208 2,326 0,117
o3 14 1,977 2,025 0,048
18 1653 1,724 0,071
116 1274 1,422 0,148
1.32 1,109 1,121 0,012
nBo diluido 2,676 NA NA
1.4 2,209 2,074 0,134
SIH020 18 1,993 1,773 0,220
116 1,545 1,472 0,072
nao diluido 2,483 NA NA
1.4 1,005 1,880 0,025
SIH128 18 1,469 1,579 0,111
116 1207 1,278 0,072
nBo diluido 2,498 NA NA
14 1,800 1,896 0,096
SIH167 18 1472 1,595 0,123
116 1158 1,294 0,136

* diluigéo prévia do soro integro (P3, SIH020, SIH128 e SIH167) no soro padréo interno negativo (P1/100).

** TMG (em reciproca da diluigdo) calculado a partir de 5 replicatas de cada soro.

*** TMG (em reciproca da diluigdo) observado para o soro néo diluido subtraido pelo fator de diluigdo. Fatores de
diluigdo em Log1o: 2 = 0,301; 4 = 0,602; 8 = 0,903; 16 = 1,204; 32 = 1,505.

**** Diferenga absoluta entre os TMGs observado e esperado.

NA = ndo se aplica.

Robustez

A robustez do micro PRNT foi analisada a partir do processamento de 6 soros
amostrais, submetidos a pequenos e comuns desvios de diferentes variaveis do
protocolo de execucao do teste. Os titulos de anticorpos obtidos das condi¢gdes desvio
foram comparados ao titulo obtido na condicdo padrdao respectiva para a

determinacdo da diferenca absoluta entre eles (quadro 4.13).
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Nao houve diferenca absoluta na comparacao entre os titulos obtidos para as
condigdes padrao e desvio maior que 0,477 (ou maior que 3 vezes), indicando que o
micro PRNT é robusto para as variaveis avaliadas.

Quadro 4.12: Dados de avaliagédo da seletividade do micro PRNT de FA.

SORO AMOSTRA OBSI;-ILVIV?ADO** DIFERENGA
(FA+DEN-) | DILUIDORA* ABSOLUTA**
(Log10)
P1/100 (FAY) 1,061 NA
SIH117 (DEN+) 2,160 0,200
SIH179 SIH183 (DEN+) 2,019 0,058
SIH208 (DEN+) 1,803 0,157
P1/100 (FA-) 1,919 NA
SIH117 (DEN+) 1,879 0,040
SIH261 SIH183 (DEN+) 2,069 0,150
SIH208 (DEN+) 2,048 0,130
P1/100 (FA-) 2.314 NA
SIH117 (DEN+) 2,214 0,101
SIH282 SIH183 (DEN+) 2,391 0.077
SIH208 (DEN+) 1,859 0,456
P1/100 (FA-) 1,719 NA
SIH117 (DEN+) 1,929 0,210
SIH285 SIH183 (DEN+) 2,034 0.315
SIH208 (DEN+) 2.017 0,297
P1/100 (FA-) 1,860 NA
SIH117 (DEN+) 2,003 0,142
IH2
SIH289 SIH183 (DEN+) 2,052 0,192
SIH208 (DEN+) 2,088 0,228

* soro padréo interno negativo para anticorpos de FA (FA-) ou soro amostral com anticorpos
para 1 ou mais sorotipos do virus da dengue (DEN+) utilizado para diluir (propor¢éo 1:1) soro
positivo para FA e negativo para dengue (FA+/DEN-).

** TMG (em reciproca da diluigdo) calculado a partir de 3 replicatas de cada amostra
(mistura de soros).

*** Diferencga absoluta entre os TMGs obtidos para a mistura referéncia (soro FA+/DEN- com
P1/100) e a mistura teste (soro FA+/DEN- com soro DEN+).

NA = ndo se aplica.
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Quadro 4.13: Dados de avaliagdo da robustez do micro PRNT de FA.

] TITULO* (Log1) | TITULO* (Log1o) | TITULO* (Logt) | DIFERENGA | DIFERENCA
VARIAVEL | SORO CONDIGAO CONDIGAO CONDIGAO ABSOLUTA | ABSOLUTA
PADRAO DESVIO 1 DESVIO 2 DESVIO 1** | DESVIO 2**
SIH207 2,441 2,206 2,806 0,235 0,365
SIH014 2,153 2,297 2,487 0,144 0,334
concentragdo | SIH145 1,720 1,728 2,057 0,008 0,337
viral SIH252 1,905 2,038 2,342 0,133 0,437
SIH199 1,531 1,536 1,745 0,005 0,214
SIH146 1,825 1,821 2,275 0,004 0,450
SIH207 2,484 2,619 2,806 0,135 0,322
SIH014 2,336 2,392 2,415 0,056 0,079
tempo SIH145 1,964 1,845 2,021 0,119 0,057
neutralizagéo | SIH252 2,108 2,146 2,186 0,038 0,077
SIH199 1,744 2,079 1,806 0,335 0,062
SIH146 2,016 1,865 2,396 0,150 0,380
SIH207 2,770 2,408 2,563 0,362 0,207
SIH014 2,410 2,254 2,219 0,156 0,191
densidade SIH145 1,886 1,517 1,817 0,369 0,070
celular SIH252 2,108 2,148 2,194 0,040 0,086
SIH199 1,725 1,452 1,709 0,273 0,016
SIH146 2,103 1,818 2,173 0,284 0,070
SIH207 2,727 2,609 2,698 0,118 0,029
SIH014 2,228 2,140 2,409 0,088 0,182
tempo SIH145 1,800 1,637 1,840 0,163 0,040
adsorgéo SIH252 1,970 1,822 2,189 0,148 0,219
SIH199 2,056 1,699 1,894 0,357 0,162
SIH146 2,028 1,879 1,899 0,149 0,129

* titulo de anticorpos neutralizantes para FA em reciproca da diluigao.
** Diferenga absoluta entre os titulos de anticorpos obtidos na condigdo padréo e na condigédo desvio (1 ou 2) de variavel do protocolo
de execugao do micro PRNT.

4.3 pPRN-HRP - placa 96 pogos

4.3.1 Padronizag¢ao do teste

O processo de padronizagdo do yPRN-HRP iniciou-se com analise qualitativa

(visual) das variaveis fundamentais do teste. Na figura abaixo (4.5), imagens

representativas do primeiro grupo de variaveis avaliado: | — células Vero ATCC, Meio
199, virus 17D-213/77.

O preparo das monocamadas celulares (nas placas de 96 pocgos) 24 horas

antes de serem infectadas e a revelagao do teste iniciada 48 horas apds a infeccao

resultaram em imagens mais satisfatérias, com perfil de PFU (tamanho, morfologia e

distribuicdo no pogo)

combinacgdes de tempos avaliadas.
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Célula Vero ATCC X 17D

TEMPO PREPARO DAS MONOCAMADAS

TEMPO REVELAGAO DO TESTE
|

72H

y

4G2

1.0x10°  2,0x10° 3.0x 10% 4,0x105  50x10° 6.0x 10° 1.0x10°  2,0x10° 3.0x 10° 4,0x10°  5.0x10° 6.0x 10°
células/mL células/mL células/mL cé élulasimL cé células/mL células/mL células/mL células/mL células/mL células/mL

Figura 4.5: Imagens representativas das variaveis fundamentais e condi¢des testadas no
processo de padronizagiao do yPRN-HRP de FA — grupo |.

Diferentes densidades (células/mL) de células Vero ATCC infectadas com a cepa viral 17D-
213/77 (~100 PFU/pogo). Tempo de neutralizagéo: 2 horas. Diluicdo dos anticorpos conjugados
(2D12-HRP e 4G2-HRP): 1:1000. Solugéo fixadora: etanol:metanol. Fotos ScanLab.

Nos ensaios seguintes (figura 4.6), os 4 grupos organizados de acordo com a

origem das células Vero e a cepa viral foram avaliados de forma qualitativa para as

demais variaveis fundamentais, com os tempos de preparo das monocamadas pré-

formadas e revelagao do teste fixos (24 e 48 horas, respectivamente), como definido

nos primeiros ensaios.

As imagens resultantes desses testes evidenciaram o melhor perfil de PFU

para a cepa viral 17D-213/77, com fendtipo mais delimitado e adequado para a

visualizacdo em pocos de microplacas, comparado ao da cepa 17DD.

Ambas as células Vero ATCC e NIBSC apresentaram monocamadas

satisfatérias, com boa confluéncia. Mas as células Vero ATCC mostraram-se mais
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apropriadas para a infecgcdo com a subcepa 17D-213/77, com a obtengcdao de mais
PFU/pogo comparado as monocamadas de origem NIBSC.

No entanto, a grande variagdo observada entre as monocamadas de diferentes
pocos do mesmo ensaio e entre ensaios diferentes indicou a necessidade de realizar
mais testes para determinar a densidade celular.

Ambos os anticorpos conjugados apresentaram desempenho esperado para
marcar PFU de FA. O 4G2-HRP pareceu mais eficiente (visualizagdo de maior
quantidade de PFU) quando comparado ao 2D12-HRP e, portanto, foi escolhido para
continuar a padronizacao do NPRN-HRP.

GRUPOS (CELULAS VERO X CEPA VIRAL)

v

1.0x10° 2,0x10° 3,0x10° 4,0x10° 50x10° 6,0x10°
células/mL células/mL células/mL células/imL célulasimL células/mL

Figura 4.6: Imagens representativas das variaveis
fundamentais e condi¢gdes testadas no processo de
padronizagdo do yPRN-HRP de FA — grupos I-IV.

Grupo [: célula Vero ATCC (Meio 199) X virus 17D-213/77;
grupo Il: célula Vero ATCC (Meio 199) X virus 17DD; grupo
lll: célula Vero NIBSC (Meio EMEM) X virus 17D-213/77;
grupo 1V: célula Vero NIBSC (Meio EMEM) X virus 17DD.
Diferentes densidades (células/mL) de células infectadas
com ~100 PFU/pogo de virus. Tempo de neutralizagao: 2
horas. Tempo de preparo das monocamadas pré-formadas:
24 horas. Tempo (pés-infecgao) para revelagao do teste: 48
horas. Diluigdo dos anticorpos conjugados (2D12-HRP e
4G2-HRP): 1:1000. Solugéo fixadora: etanol:metanol. Fotos
BioSpot (grupos | e Il) e ScanLab (grupos Il e 1V).
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Nos ensaios seguintes (figura 4.7), a cepa 17D-213/77 foi submetida a diluicao
seriada de fator 10 (102 — 10°) para infectar diferentes densidades celulares: 1,0 x
10%; 2,0 x 10° e 3,0 x 10° células/mL. As etapas do yPRN-HRP foram seguidas com
as variaveis definidas anteriormente: células Vero ATCC, monocamadas pré-
formadas 24 horas antes da infec¢ao e revelagdo 48 horas apds a infecgdo com o
anticorpo conjugado 4G2-HRP.

A densidade de 2,0 x 10° células/mL apresentou o melhor desempenho,
resultando em monocamadas com confluéncia satisfatoria, mais homogéneas em um
mesmo pogo, mas também com menor variagdo entre os pogos da mesma placa e

entre ensaios diferentes.

DENSIDADE CELULAR
1,0 x 10% células/mL 2.0 x 10° células/mL 3,0 x 105 células/mL

'r
105

Figura 4.7: Imagens representativas de 3 ensaios de YPRN-HRP para a diluigdao
seriada de fator 10 da cepa 17D-213/77.

Diluigbes virais (de cima para baixo): 102 — 10-. Tempo de preparo das monocamadas pré-
formadas de células Vero ATCC: 24 horas. Tempo de neutralizagédo: 2 horas. Tempo (pos-
infecgdo) para revelagédo do teste: 48 horas. Diluicdo do anticorpo conjugado (4G2-HRP):
1:500. Solugéo fixadora: etanol:metanol. Fotos ScanLab.

SNAIA 00 $303INTId
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Com a definicdo das variaveis fundamentais do yPRN-HRP, o processo de
padronizagdo desta metodologia continuou com a avaliagdo do melhor tempo de
neutralizagéo: 2 horas, 1 hora e 30 minutos ou 1 hora. Diluigées seriadas de fator 2 do
virus (103 — 1049), definidas a partir das diluigdes de fator 10, foram realizadas para
determinar o tempo que resulta em menor variagdo nas contagens de PFU entre
pocos da mesma placa e entre ensaios diferentes.

Considerando a importancia da diluicdo ideal do monoclonal 4G2-HRP na
marcagao e, portanto, visualizagdo e contagem de PFU, essa variavel também foi
avaliada nessas titulagdes testando 4 diluicées: 1:500; 1:1000; 1:1500; 1:2000.

As figuras 4.8, 4.9 e 4.10 sdo imagens do mesmo ensaio (representando o total
de 10 ensaios), onde cada placa foi submetida a um tempo de neutralizagéo diferente.

Esses ensaios foram analisados de forma quantitativa, em que as imagens
obtidas no ScanLab foram transferidas para o Axiovision para a contagem de PFU de
FA. No entanto, ainda ndo havia sido realizado o processo de “teaching and reading”
do software. Assim, partiu-se dos parédmetros definidos previamente para dengue 4
(por apresentar fenétipo de PFU similar ao de FA) para permitir que o programa de
processamento de imagens contasse PFU de FA de forma exata.

Os dados obtidos apontaram incompatibilidade entre as contagens
automatizada (Axiovision) e manual (visual) das imagens. As contagens geradas pelo
software estavam subestimadas. Portanto, a manual foi considerada para a

determinacédo do melhor tempo de neutralizacao.
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DILUICOES 4G2-HRP
1:1000 1:1500
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Figura 4.8: Imagens representativas de 10 ensaios de JPRN-HRP com 2 horas de
neutralizagdo para a diluigao seriada de fator 2 da cepa 17D-213/77.

Diluicdes virais (de cima para baixo): 10 — 1045, O anticorpo conjugado 4G2-HRP foi
diluido (1:500; 1:1000; 1:1500; 1:2000) em solucdo boqueadora. Fotos ScanLab.

As contagens obtidas de todos os ensaios foram organizadas em graficos do
tipo boxplot (figuras 4.11, 4.12, 4.13 e 4.14) para visualizar o grau de dispersdo da
quantidade de PFU/pocgo, para cada uma das diluicbes virais e do anticorpo, em
diferentes tempos de neutralizacao.

O tempo de 2 horas para a etapa de neutralizagdo resultou em quantidade
apropriada de PFU/pogo (entre 50 e 100), especialmente nas diluigdes 1033 e 1036,
para as diferentes diluicbes do anticorpo avaliadas. Resultados similares foram
observados para os demais tempos de neutralizacdo. No entanto, na analise das
diluicdes do virus que resultaram em contagens 6timas de PFU/pocgo, observou-se o
menor grau de dispersao dos dados de 2 horas de neutralizagdo quando comparados
aos dados de 1 hora e 1 hora e 30 minutos.

Apesar desses dados terem possibilitado a determinacdo ndo somente do
melhor tempo de neutralizagdo, mas também as diluicbes ideais para o virus e o
anticorpo conjugado, estas variaveis foram reavaliadas ao longo do estudo (a cada
nova produgao de virus, do anticorpo monoclonal e do substrato TB).
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DILUIGOES 4G2-HRP
1:500 1:1000 1:1500 1:2000
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Figura 4.9: Imagens representativas de 10 ensaios de yJPRN-HRP com 1 hora e 30
minutos de neutralizagdo para a diluigao seriada de fator 2 da cepa 17D-213/77.
Diluigcbes virais (de cima para baixo): 103 — 104%. O anticorpo conjugado 4G2-HRP foi
diluido (1:500; 1:1000; 1:1500; 1:2000) em solucdo boqueadora. Fotos ScanLab.

A andlise qualitativa dos diferentes ensaios do processo de padronizagdo do

MPRN-HRP, com a definicdo das variaveis fundamentais do teste, evidenciavam a

irregularidade no perfil e na qualidade das monocamadas de células. A equipe do

setor de células do LATEV reviu os procedimentos de manutengédo e passagem das

garrafas de células Vero, mas também o preparo das monocamadas pré-formadas em

placas de 96 pocos.

Conciliando a necessidade ja observada pela equipe do LATEV a importancia

da monocamada de células (integra e homogénea) na qualidade do yPRN-HRP, um

novo banco de células Vero ATCC foi produzido; o qual apresentou titulo maior e um

PDL ("population doubling level") mais alto do que o banco anterior.
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Figura 4.10: Imagens representativas de 10 ensaios de yPRN-HRP com 1 hora de
neutralizagao para a diluigcao seriada de fator 2 da cepa 17D-213/77.
Diluigbes virais (de cima para baixo): 10 — 1045. O anticorpo conjugado 4G2-HRP foi
diluido (1:500; 1:1000; 1:1500; 1:2000) em solugao boqueadora. Fotos ScanLab.

A partir do novo banco de células, produziu-se um novo banco de trabalho da

cepa 17D-213/77 (conforme descrito na segao 3.4.1). No mesmo periodo, um novo

lote do anticorpo conjugado 4G2-HRP também foi produzido, além da disponibilidade

de um novo lote do reagente TB.

Ensaios de yPRN-HRP utilizando somente o virus diluido de forma seriada

foram realizados para avaliar: as diluicbes ideais das novas producdes de 4G2-HRP e

do virus 17D-213/77; a qualidade das monocamadas de células Vero ATCC do banco

recém-produzido; e o desempenho do novo lote de TB.
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NEUTRALIZACAO: 2 HORAS
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Figura 4.11: Boxplots das contagens de PFU/pogo das titulagdes de fator 2, simulando o yPRN-
HRP, com tempo de neutralizagao de 2 horas.

Eixo X: diluigbes virais da cepa 17D-213/77 (1033 - 1045). Eixo Y: quantidade de PFU/pogo (médias das
replicatas de 10 ensaios). A: quantidades de PFU/poco obtidas nas diferentes diluicbes virais avaliadas e
em cada diluicdo do 4G2-HRP (azul = 1:500; verde = 1:1000; amarelo = 1:1500; roxo = 1:2000). B:
quantidades de PFU/pogo obtidas nas diferentes diluicdes virais avaliadas, considerando a unificagdo dos
dados obtidos das diferentes diluigdes do 4G2-HRP. SPSS V.17.0.

Primeiramente, ensaios foram realizados testando o virus diluido no fator 10
(102 — 107) e o anticorpo em 4 diluigdes (1:500, 1:1000, 1:1500 e 1:2000) (figura
4.15).

A partir da analise desses dados, ensaios simulando o pyPRN-HRP foram
realizados testando o virus diluido no fator 2 (10* — 10°%) e o anticorpo em 2
diluicdes (1:1000 e 1:1500) (figura 4.16).
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NEUTRALIZACAO: 1 HORA E 30 MINUTOS
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Figura 4.12: Boxplots das contagens de PFU/po¢o das titulagdes de fator 2, simulando o uPRN-

HRP, com tempo de neutralizagdo de 1 hora e 30 minutos.

Eixo X: diluigbes virais da cepa 17D-213/77 (1033 - 104%). Eixo Y: quantidade de PFU/poco (médias das
replicatas de 10 ensaios). A: quantidades de PFU/pocgo obtidas nas diferentes diluigbes virais avaliadas e em
cada diluigdo do 4G2-HRP (azul = 1:500; verde = 1:1000; amarelo = 1:1500; roxo = 1:2000). B: quantidades de
PFU/pogo obtidas nas diferentes dilui¢des virais avaliadas, considerando a unificagdo dos dados obtidos das
diferentes diluicdes do 4G2-HRP. SPSS V.17.0.

As imagens mostraram melhora consideravel da monocamada de células, com
diminuicdo dos grumos (aglomeragdes de células) e perfil menos heterogéneo entre
pocos da mesma placa e entre pogos de placas diferentes ou de ensaios distintos.

Os dados obtidos indicaram as diluigbes ideais do virus (1049 e do anticorpo
(1:1000). No entanto, o processamento das imagens no Axiovision continuou
apontando inconsisténcias nas contagens, apesar dos ajustes necessarios e
possiveis para o melhor reconhecimento de PFU de FA pelo software tivessem sido
realizados.
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NEUTRALIZAGCAO: 1 HORA
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Figura 4.13: Boxplots das contagens de PFU/po¢o das titulagdes de fator 2, simulando o yPRN-
HRP, com tempo de neutraliza¢ao de 1 hora.

Eixo X: diluigdes virais da cepa 17D-213/77 (1033 - 1045). Eixo Y: quantidade de PFU/pogo (médias das
replicatas de 10 ensaios). A: quantidades de PFU/pogo obtidas nas diferentes diluigbes virais avaliadas e em
cada diluicao do 4G2-HRP (azul = 1:500; verde = 1:1000; amarelo = 1:1500; roxo = 1:2000). B: quantidades
de PFU/poco obtidas nas diferentes diluigdes virais avaliadas, considerando a unificagdo dos dados obtidos

das diferentes diluicées do 4G2-HRP. SPSS V.17.0.

A experiéncia do grupo e a ineficiéncia na contagem pelo Axiovision

destacaram a variagao de tamanhos — alguns pequenos, mas a maioria muito grande

para a area do pogo — da populagao de PFUs do virus da FA.

Concluiu-se que a padronizacdo do yPRN-HRP de FA nao poderia avancgar

sem que o tamanho de PFU fosse compativel com a placa de 96 pogcos e a sua

contagem pelo Axiovision fosse ajustada.

meio semissolido, objetivando a diminuicdo do tamanho e a

O processo de padronizacédo da técnica continuou com a avaliacdo do uso do

reducdo da

heterogeneidade da populagcdo de PFU de FA; o que, consequentemente, melhoraria

a contagem automatizada pelo Axiovision.
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Figura 4.14: Boxplots das contagens de PFU/pogo das titulagdes de fator 2, simulando o pyPRN-
HRP, nos diferentes tempos de neutralizagdo avaliados e considerando a unificacdo das
diferentes diluigdes do 4G2-HRP.

(A) diluicdo da cepa 17D-213/77: 1033. (B) diluicdo da cepa 17D-213/77: 10-36. Eixo X: tempos de
neutralizagdo (2 horas, 1 hora e 30 minutos e 1 hora). Eixo Y: quantidade de PFU/pogo (médias das
replicatas de 10 ensaios). SPSS V.17.0.
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Figura 4.15: Imagens representativas de 2 ensaios de yPRN-HRP para a diluicao seriada
de fator 10 da cepa 17D-213/77.

Diluigbes virais (de cima para baixo): 102 — 107. O anticorpo conjugado 4G2-HRP foi diluido
(1:500; 1:1000; 1:1500; 1:2000) em solugédo boqueadora. Fotos ScanLab.
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DILUIGOES 4G2-HRP

EEEER
slelelslolelelelelele
DEEEEEEEEEEE-
DEEREEEEEEEE-

Figura 4.16: Imagens representativas de 3 ensaios de yPRN-HRP para a diluigdo
seriada de fator 2 da cepa 17D-213/77.

Diluigbes virais (de cima para baixo): 104 — 1055, O anticorpo conjugado 4G2-HRP foi
diluido (1:1000; 1:1500) em solugao boqueadora. Fotos ScanLab.

A primeira tentativa de melhora do perfil e tamanho da populacdo de PFU da
cepa 17D-213/77 foi a realizagdo da metodologia do yPRN-HRP utilizando somente
virus diluido (1048 — 104%), testando as seguintes concentragbes do meio
semissolido: 0,5%, 1,0% e 1,5% (figura 4.17). Apds o periodo de 2 horas para a etapa
de neutralizacdo e a transferéncia das misturas virus + meio para a placa contendo as
monocamadas pré-formadas, esta foi incubada por somente 1 hora para que seu
conteudo (virus + meio) fosse substituido pelo meio semissdlido e as monocamadas
fossem incubadas novamente por 48 horas.

A anadlise qualitativa das imagens mostrou que o uso do meio semissolido
impediu o aparecimento de PFUs muito pequenos. Estes eram classificados como
infeccbes secundarias e, por apresentarem perfil muito diferente (de tamanho e
coloragao), contribuiam para a heterogeneidade da populagdo de PFU, dificultando a
definigdo dos parédmetros do Axiovision para a contagem acurada de PFU de FA.

No entanto, devido a necessidade de lavagens adicionais para a retirada do
meio semissolido, muitos danos nas monocamadas foram observados. Ademais, o

perfil de PFU continuou grande e inadequado para os pog¢os de placas de 96 pogos.
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Figura 4.17: Imagens representativas de 3 ensaios de YPRN-HRP testando diferentes
concentragdes do meio semissoélido.

Concentragbes de CMC avaliadas: 0,5%, 1,0% e 1,5%. Diluicbes da cepa 17D-213/77 (de cima
para baixo): 1048; 10478, 1049, As duas Ultimas colunas a esquerda ndo receberam meio
semissolido (controle comparativo). Fotos ScanLab.
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A estratégia alternativa foi continuar avaliando o uso do meio semissolido mas
diminuir o tempo de revelagcdo do teste, de 48 para 36 horas, na tentativa de
diminui¢ao do tamanho de PFU.

Ensaios seguindo as etapas predefinidas para o protocolo do yPRN-HRP foram
realizados utilizando, novamente, somente virus em diferentes diluigdes (101 — 10€) e
testando, além das anteriores (0,5%, 1,0% e 1,5%), as concentragdes 2,0% e 2,5% do
meio semissolido (figura 4.18).

As concentragdes de 2,0% e 2,5% do meio semissodlido resultaram em
populacdo homogénea de PFUs com caracteristicas convenientes, menores e bem
definidos, facilitando a individualizacdo de cada PFU. A auséncia de PFUs de

infecgao secundaria também foi observada.
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Porém, os problemas de lavagem para a retirada do CMC permaneceram, com
boa parte das monocamadas danificada. Além disso, uma incubagédo adicional ao
protocolo de 1 hora antes da adigdo do meio semissolido e a revelagdo do teste em
36 horas ndo se mostrou muito operacional. O teste se tornou mais longo e foi
necessario realizar as etapas de neutralizacdo, infeccdo viral das monocamadas e
adsorcao no periodo da tarde para que fosse possivel iniciar a revelacdo no periodo
da manha, apos as 36 horas de incubacao.
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Figura 4.18: Imagens representativas de 3 ensaios de PPRN-HRP
testando diferentes concentracdoes do meio semissoélido e revelagao em
36 horas.

Concentragdes de CMC avaliadas: 0,5%, 1,0%, 1,5%, 2,0%, 2,5%. Diluicdes
da cepa 17D-213/77 (de cima para baixo): 10-' — 10-6. As imagens ampliadas
a baixo sdo representativas de cada concentragdo avaliada do CMC. Fotos
ScanLab.

Assim, nos ensaios seguintes, duas propostas foram avaliadas: 1) revelagéo
em 36 horas, sem uso de CMC (figura 4.19); 2) revelacdo em 48 horas, utilizando
CMC (figuras 4.20 e 4.21).
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Apesar da auséncia de danos nas monocamadas, as imagens revelaram a
obtencdo de PFUs heterogéneos e marcacgdo (tons de azul) mais clara do que a
esperada para a revelagdo em 36 horas sem utilizar o meio semissélido.

Para a avaliacdo do yPRN-HRP com revelacdo 48 horas apds a etapa de
adsorgdo, diluigdes virais de fator 10 (1037 — 10) foram realizadas para testar nao
somente diferentes concentragbes do meio semissolido (1,0%, 1,5% e 2,0%), mas
também 2 tipos de solugdo fixadora (formaldeido 10% e etanol:metanol) e 3
protocolos de lavagem para a retirada do CMC (figura 4.20) antes de iniciar as etapas
de revelacgéo (figura 4.21).

A analise visual das imagens mostrou a ineficiéncia da solugdo de formaldeido
10% comparada a fixagdo com etanol:metanol. As monocamadas que receberam o
meio semissoélido a 2,0% e foram fixadas com a solugédo de etanol:metanol, a excegao
do protocolo 1, apresentaram resultados melhores, com populagdo homogénea de
PFUs, pequenos e adequados a area do pog¢o da microplaca. No entanto, os danos
nas monocamadas continuaram ocorrendo, mesmo nos protocolos 2 e 3.

Na tentativa de aprimorar o processo de lavagem para a retirada do CMC,
outros ensaios foram realizados testando as mesmas condi¢des (revelagdo em 48
horas com diferentes concentracbes de CMC e protocolos de lavagem), mas
utilizando, pela primeira vez, soros positivos (M7 e M7/10) e negativo (AA61) para
anticorpos neutralizantes para FA (figura 4.22).

As imagens continuaram evidenciando o desempenho do meio semissodlido a
2,0% na obtencdo de perfil apropriado de PFU. Mas os danos nas monocamadas,
apesar de terem sido minimizados, ndo foram evitados, mesmo nos protocolos 2 e 3
de lavagem.

Apesar do protocolo de lavagem mais eficiente para a remogdo do meio
semissolido continuar indefinido e a permanéncia de danos nas monocamadas, esses
ensaios foram utilizados para iniciar o processo de “teaching and reading” do
Axiovision para a contagem de PFU de FA. A coloragao (resultante do reagente TB)

mais clara na marcacao de PFUs foi observada durante esse processo.
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Figura 4.19: Imagens representativas de 2 ensaios de PYPRN-HRP,
sem CMC e revelagao em 36 horas.

Diluicdes da cepa 17D-213/77: 104 — 10488 (fator 1.5 de diluigdo). Fotos
ScanLab.

A marcacgao fraca e/ou com tonalidade variavel entre pocos/placas diferentes
interfere diretamente na definicdo dos parametros de contagem automatizada, mas
também no préprio processo de padronizacdo do teste por dificultar a determinacao
das diluicdes ideais do virus e do anticorpo monoclonal.

Para demonstrar a importancia de se utilizar o TB dentro dos 14 primeiros
meses de fabricacdo no processo de padronizacédo da técnica, ensaios de yPRN-HRP
foram realizados comparando 2 lotes de TB: um com 19 meses de fabricagado (o
mesmo utilizado nos ensaios ja apresentados) e outro com 10 meses de fabricagao
(figura 4.23).

As imagens obtidas evidenciaram a diferenga na coloragdo dos pogos que
receberam o TB com mais de 14 meses de fabricacdo quando comparado ao

reagente que havia sido fabricado ha 10 meses.
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PROTOCOLO 1 PROTOCOLO 2 PROTOCOLO 3

Adicionar, por cima do CMC, Adicionar, por cima do CMC, Descartar todo o contetido
200 pl/pogo de DPBS. 200 pl/pogo de DPBS. das placas.
Descartar todo o contetdo Descartar todo o conteudo

Adicionar200 pL/pogo da solugéo

das placas. das placas. fixadora (etanol:metanol ou
l l formaldeido 10%).
Lavaras monocamadas com Adicionar 200 pL/poco da solugéo l
200 pL/poco de DPBS (4X). fixadora (etanol:metanol ou Incubar por 1 hora e 30 minutos —
1l 10/
formaldeido 10%). temperatura ambiente (formaldeido
l 10%) ou -20°C (etanol:metanol).

Adicionar 200 pL/pogo da solugdo

fixadora (etanol:metanol ou Incubar por 1 hora e 30 minutos — l
formaldeido 10%). temperatura ambiente (formaldeido
10%) ou -20°C (etanol:metanol). Lavagem automatizada (Aquamax
l 2000) com PBS (quantas vezes
l forem necessarias)
Incubar por 1 hora e 30 minutos —
temperatura ambiente (formaldeido .
10%) ou -20°C (etanol:metanol). Lavagemautomatizada (Aquamax
2000) com PBS (quantas vezes
l forem necessarias)

Lavagemautomatizada (Aquamax
2000) com PBS (quantas vezes
forem necessarias)

Figura 4.20: Protocolos de lavagem para retirada do meio
semissolido das placas de yPRN-HRP.

Protocolos de lavagem aplicados 48 horas apds a realizagdo das etapas
de neutralizagdo, infeccdo viral e adsorgdao. As etapas descritas
antecedem o processo de revelagdo do teste (adicdo do anticorpo
conjugado). Uma placa de cada ensaio foi destinada para cada protocolo.
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Figura 4.21: Imagens representativas de 6 ensaios de yPRN-HRP com 48 horas para
revelagao, testando diferentes concentragées do meio semissélido, solugdes fixadoras
e protocolos de lavagem.

Concentragbes de CMC avaliadas: 1,0%, 1,5%, 2,0%. Solugdes fixadoras avaliadas:
formaldeido 10% e etanol:metanol. Diluig&o viral: 1043, Fotos ScanLab.
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Figura 4.22: Imagens da placa resultante da adigdo de CMC a 2,0% e do protocolo 3
para sua remog¢ao, representativas do teste piloto de yJPRN-HRP avaliando diferentes
concentragdes do meio semissoélido e protocolos de lavagem.

Soros com diferentes niveis de anticorpos neutralizantes para FA (M7; M7/10 e AA61) foram
submetidos a diluicdo seriada de fator 3 em Meio 199 (1:6 — 1:1458, da linha B para G) e
neutralizados com quantidade fixa da cepa 17D-213/77 (diluicdo 10-358). Os processos de
lavagem, fixagdo (etanol:metanol) e revelagao foram inciados 48 horas apds a adi¢do do
meio semissolido. Colunas 1 e 12, linhas A e H (ndo incluidas na figura): CC = controle de
células. Coluna 11: CV = controle de virus. Fotos ScanLab.

Para finalizar a padronizacdo do yPRN-HRP, ainda era necessario aprimorar a
lavagem para a remogao do meio semissolido sem danificar as monocamadas.
Protocolos alternativos utilizando uma ducha de chuveiro (“chuveirinho”) foram
avaliados (figura 4.24).

Para testar os protocolos alternativos de retirada do meio semissélido, ensaios
de WPRN-HRP foram realizados utilizando somente o virus em concentragdo unica.
ApOs a etapa de adsorgéo, o meio semissolido foi adicionado as monocamadas e, 48
horas depois, cada microplaca foi submetida a um processo de lavagem diferente
(protocolos 3 a 10, totalizando 8 placas por ensaio) (figura 4.25).

O protocolo 3, como ja havia sido observado, resultou em pequenos mas
consideraveis danos nas monocamadas. As placas submetidas aos trés protocolos

em que a lavagem foi feita com "chuveirinho" apds a incubagdo com a solugao
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fixadora (4, 5 e 6) apresentaram muitos danos nas monocamadas, inviabilizando a
contagem de PFUs. Ja as placas correspondentes aos protocolos 7, 8, 9 e 10
apresentaram monocamadas integras e homogéneas. O protocolo 9 chamou a
atencdo ndo somente pela qualidade das monocamadas mas também a clareza na
visualizagdo de PFUs, com bom contraste entre o fundo (as monocamadas) e os
pontos azuis (PFUs marcados), mesmo que se tenha utilizado o TB com 19 meses de
fabricacao.
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Figura 4.23: Imagens representativas de 2 ensaios de yPRN-HRP para a avaliagdo de
diferentes lotes de TB.

TB 1: 19 meses de fabricacao; TB 2: 10 meses de fabricagdo. Toda a placa, com excegao
das bordas (controles de células) recebeu uma suspensdo viral na diluigdo 1036, O
protocolo 3 de lavagem para a retirada do meio semissélido (2,0%) foi realizado e a
fixagdo com a solugao de etanol:metanol. Fotos ScanLab.
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PROTOCOLO 4

PROTOCOLO 5

PROTOCOLO 6

PROTOCOLO 7

PROTOCOLO 8

PROTOCOLO 9

Descartar todo o
contetdodas placas.

v

Adicionar 200 pL/pogo
da solucaofixadora
(etanol:metanol).

v

Incubar por 1 hora e
30 minutos (-20°C).

v

Lavagemdas
monocamadas com
o “chuveirinho”.

v

Lavagem MANUAL (1X)
com PBS (200 pL/pogo)

Descartar todo o
contetdodas placas.

v
Adicionar 200 pL/pogo
da solucéofixadora
(etanol:metanol).

v

Incubar por 1 hora e
30 minutos (-20°C).

v

Lavagemdas
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Figura 4.24: Protocolos de lavagem com “chuveirinho” para retirada do meio semissélido das placas de

PPRN-HRP.

As etapas descritas antecedem o processo de revelagado do teste (adigdo do anticorpo conjugado). Uma placa
de cada ensaio foi destinada para cada protocolo.

Protocolo 3
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Figura 4.25: Imagens representativas de 2 ensaios de yPRN-HRP testando diferentes protocolos de
lavagem para retirada do CMC.
Diluigao viral Unica para todos os pogos (1038). Fotos ScanLab.
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Os protocolos de lavagem 3, 7, 8, 9 e 10 foram repetidos, mas agora utilizando

um TB com 13 meses de fabricacido. As etapas estabelecidas durante a padronizagao

do YyPRN-HRP foram seguidas para testar diferentes diluigbes da cepa 17D-213/77
(10-39; 10498; 10426) e um novo lote do 4G2-HRP (1:2000, 1:2500, 1:3000) (figura

4.26).

As imagens obtidas repetiram o sucesso observado nos ensaios anteriores dos

protocolos de lavagem 3, 9 e 10 (especialmente os protocolos 9 e 10), sem danos nas

monocamadas e boa marcacao de PFUs. A analise qualitativa das imagens também

indicou a diluigdo 1:3000 do novo conjugado e a diluigdo viral 10428,
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10408
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Figura 4.26:

protocolos de lavagem, diluicdes do virus e do anticorpo conjugado.
Diluicoes da cepa 17D-213/77 (de cima para baixo): 10-39; 10-498; 10-426, Protocolos de lavagem
para retirada do CMC (2,0%): 3, 7, 8, 9 e 10. Diluigdes avaliadas do 4G2-HRP: 1:2000, 1:2500,
1:3000. Fotos ScanLab.

Imagens representativas de 3 ensaios de PPRN-HRP testando diferentes

Mais 3 ensaios foram realizados utilizando diluigbes Unicas do virus (10426) e

do 4G2-HRP (1:3000), mas testando os 3 melhores protocolos de lavagem (3, 9 e 10)

(figura 4.27).
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A anadlise das imagens confirmou o melhor desempenho dos protocolos 9 e 10
na obtengdo de monocamadas e PFUs satisfatorios para a visualizagdo e contagem
automatizada da metodologia em placas de 96 pogos. Definiu-se também as diluigbes
ideais do virus e do anticorpo conjugado: 10426 e 1:3000, respectivamente,
resultando em quantidade razoavel (boa distribuicdo no pogo e facil individualizagao)

de, aproximadamente, 70 PFU/pogo.

PROTOCOLO 3 PROTOCOLO 9 ____ PROTOCOLO10

(00
0|0|0

Figura 4.27: Imagens representativas de 3 ensaios de YPRN-HRP testando
diferentes protocolos de lavagem.
Diluigdo Unica da cepa 17D-213/77: 10428, Protocolos de lavagem avaliados para
retirada do CMC (2,0%): 3, 9 e 10. Diluicdo unica do 4G2-HRP: 1:3000. CC =
controle de células. Fotos ScanlLab.

O processamento das imagens referentes aos protocolos 9 e 10 no Axiovision
e a analise visual cautelosa da contagem obtida de forma automatizada
demonstraram a eficiéncia do software no reconhecimento acurado e sistematizado
de PFUs de FA.

A finalizagdo da padronizacdo do PMPRN-HRP com a determinagdo das
variaveis do teste (quadro 4.14) significou a adaptacdo da metodologia para FA, a
qual havia sido inicialmente padronizada para a determinacdo de anticorpos

neutralizantes para os quatro sorotipos do virus da dengue.
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Quadro 4.14: Condic¢des testadas e escolhidas das variaveis do yPRN-HRP de

FA avaliadas na padronizagao.

formadas

A CONDIGOES CONDIGOES
HEARLER) TESTADAS ESCOLHIDAS
. ATCC
células Vero NIBSC ATCC
tempo preparo 24 horas
monocamadas pré- 24 horas
48 horas

densidade celular

1,0 x 10° células/mL
2,0 x 10° células/mL
3,0 x 10° células/mL
4,0 x 10° células/mL
5,0 x 10° células/mL
6,0 x 10° células/mL

2,0 x 10° células/mL

cepa viral

17D-213/77
17DD

17D-213/77

dilui¢cdo viral

10'a 107

10-4,26

tempo neutralizacéo

1 hora
1 hora e 30 minutos
2 horas

2 horas

concentragao do meio
semissolido

0,5%
1,0%
1,5%
2,0%
2,5%

2,0%

tempo (pos-infecgao)
para revelacao do teste

24 horas
36 horas
48 horas
72 horas
96 horas

48 horas

solucgéo fixadora

formaldeido
etanol:metanol

etanol:metanol

anticorpo monoclonal

2D12

conjugado (HRP) 4G2 ez
1:500
diluicdo do anticorpo 11 288 1:3000
monoclonal conjugado 112000 '
1:3000

A partir da definicdo do protocolo de execugdo do uPRN-HRP de FA (figura
4.28), foi possivel realizar os ensaios de calibragdo dos soros controles (se¢ao 4.3.2),

validacao (secao 4.3.3) e avaliagcdo comparativa com o teste referéncia (segéo 4.4).
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[ Dilui¢ées seriadas dos soros (fator 3):
Preparo das -em Meio 199, na placa (96 pogos)
monocamadas: -1:6 (150 pL de meio + 30 yL de soro) a

- células Vero ATCC 24 horag 1:1458 (120 pL de meio + 60 pL de soro)
- Meio 199 - volume final = 120 pL/pogo
- 2,0 x 10° células/mL e

- placas 96 pogos cOn — Preparoda suspensao viral:

oG, 5%
po@ree © i ;ZnDﬁfmz;iiqgg
" 2 -
Transferénciadas misturas para \~\eu"‘a‘“’"aq - ~70 PFU/poco
as monocamadas pré-formadas: p
£do

- 200 pL/poco de cada mistura Mistura virus + soro:

| -120 pL+ 120 L

Lavar e fixar as monocamadas:
- descartar todo o conteludo das placas o Substituir as misturas pelo CMC:

- lavagem das monocamadas com 48 horas (37°C, 5% CO2) - 100 pL/poco de meio semissolido
“chuveirinho” (CMC 2,0%)

- adicionar 200 pL/poco da solugao

) ' 7”°r
fixadora (etanol:metanol) ae3o

fLavagem pré-anticorpo:
- manualmente (1X)
- 200 pL/pogo de DPBS

Lavar as monocamadas:

- 350 JL/pogo com DPBS . .
- lavadora Aquamax 2000 (1X) Preparo daj solugcéo de 4G2-HRP:

as (35°Cs 5% CO7) - em solugéo bloqueadora (5% BSA a
True Blue: V 10%; 50% de bloqueador caseina a 1%;
- 100 pL/poco e aguad.s.p)
- 15 minutos (no escuro, r |_- 100 pL/poco da solugdo de 4G2-HRP
temperatura ambiente)

Lo

Lavagem final:
- 350 pL/pogo com agua
- lavadora Aquamax 2000 (2X)

Figura 4.28: Esquema do protocolo de execugao do yPRN-HRP de FA.
Etapas do yPRN-HRP de FA resultante do processo de padronizagdo da metodologia. Tempo
total do teste: 4 dias.

4.3.2 Calibragcao dos Soros Padrées

O processamento das 30 replicatas do soro padrao positivo P3 gerou, em
reciproca da diluicdo, o TMG de 595. Considerando a variagdo de 3 vezes, titulos
entre 198 e 1784 poderiam ser aceitos nos ensaios de JPRN-HRP. O valor nominal
obtido foi de 12.811 mUI/mL. Este valor foi utilizado para a transformacido, em
mUIl/mL, dos titulos obtidos pela metodologia do yPRN-HRP de soros processados
neste estudo.

O TMG, em reciproca da diluicdo, dos 30 resultados do soro P1/100 foi de 3,2,
podendo variar até 9,7.
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4.3.3 Validagao do Teste

Precisao (ou confiabilidade)

Para a avaliacdo da precisao, 16 soros com diferentes niveis de anticorpos
neutralizantes foram selecionados para serem processados, por dois operadores, em
3 ensaios independentes da metodologia do yPRN-HRP. Os TMGs obtidos e as
faixas de variacdo dos soros (+ 3 vezes o TMG ou + 0,48. Log1o 3 = 0,477) foram
determinados para a avaliagdo da precisao intraensaio (quadro 4.15).

Os dados mostraram que os critérios preestabelecidos — 90% (5 de 6) dos
titulos das replicatas do soro ndo deveriam variar mais que 3 vezes o valor de seu
TMG e que, pelo menos, 80% (13) dos 16 soros avaliados deveriam ter atingido esse
critério — foram alcangados em 100% dos resultados.

A precisao interensaio do yPRN-HRP foi avaliada a partir das 12 replicatas dos
soros processados pelo mesmo operador em dois ensaios independentes (quadro
4.16), mas também a partir dos 18 resultados obtidos para cada um dos 16 soros
resultantes de 3 ensaios, variando o operador (quadro 4.17).

A precisao interensaio do PPRN-HRP também apresentou resultados
satisfatorios. Todos os 16 soros avaliados atingiram o critério preestabelecido em que,
no minimo, 90% dos resultados obtidos para um soro (11 de 12 ou 16 de 18)

deveriam estar dentro da faixa de variagéo (+ 0,48) do TMG.
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Quadro 4.15: Dados de avaliagao da precisao intraensaio do yPRN-HRP de FA.

ENSAIO 1 (OPERADOR 1) ENSAIO 2 (OPERADOR 2) ENSAIO 3 (OPERADOR 1)

SORO T™MG titulos fora Ccv T™MG titulos fora cv ™G titulos fora cv

(£0.48) | davariagdo | (%) | (048) | davariagdo | (%) | (+0.48)* | davariagdo | (%)
siH202 | 6%’;1; 64) 0 1 (2,6:25‘;1??,64) 0 0 (2,535’9’;03?,55) 0 ®
SIH228 (2,61’;1;60) 0 2 (2,6%';13?,64) 0 0 (2,4%9’;93?,45) ° °
SIH017 (2’6?;’;1;63) 0 1 (2,637';135,63) ° ! (2,6?1’3:;1?159) ° ?
siHz11 | 6%’;13 64) 0 0 (2,6?3';1364) ° 0 (2,6?;3’;1??,64) 0 °
SIH250 @ 63;’;03?, 57) 0 3 (2,422';9??,38) 0 2 (2,322,;83(‘),28) 0 °
SiHoos | 5?;’;03 53) 0 4 (2,4%';9:;,39) ° ° (2,4%’;8??,36) 0 °
SIH269 | 6?;’;0??’ 57) 0 4 (2,5%';9:?,46) ° ° (2,427’;9??,43) 0 ?
SIH071 (2,3%’;8;29) 0 4 (2,5%;0?149) 0 2 (2,3%),;73{3,26) 0 4
siH172 | 5%’;03?’ 51) 0 2 (2,6?1';13%,60) ° 2 (2,5%’;0?149) ° °
SIH068 (2’5%’;0;55) 0 3 (2,537';035,53) ° 3 (2,327’;8??,33) 0 °
SiH2s6 |, ,6i’;122,60) 0 e ,6%;126,64) ° * Lo ,5%’;0254) ° !
SIH129 (2’1%’;6;12) 0 9 (2,0%;537,05) ° 4 la ,821,;23,77) 0 °
sih232 [ 521’;9??’ 47) 0 5 (2,4%1';93%,40) 0 2 (2,2%’;7??,24) ° ¢
SIH139 (2,23{’;7;20) 0 6 (2,231’;7??,20) 0 ! (2,0%’;521,99) 0 3
SIH144 (Léiﬁigo) 0 6 U,§2ﬁ291) 0 6 (L;%ESGS) 0 !
SiH268 | 225’;7??’ 21) 0 2 | @ 1%3‘;637,15) 0 4 (2,3%’;7??,26) 0 >

* TMG (Log1o da reciproca da dilui¢ao) calculado a partir dos titulos obtidos das 6 replicatas do soro no mesmo ensaio. Log1o 3 = 0,48.

Quadro 4.16: Dados de avaliagdo da precisdo interensaio do

UPRN-HRP de FA: mesmo operador, ensaios diferentes.
ENSAIOS 1 e 3 (OPERADOR 1)
SORO ] L
TMG (0,48)* titulos fora da variagéo CV (%)

SIH202 3,12 (2,64; 3,60) 0 3
SIH228 3,04 (2,56; 3,52) 0 4
SIH017 3,13 (2,65; 3,61) 0 2
SIH271 3,13 (2,68; 3,64) 0 0
SIH250 2,94 (2,46; 3,42) 0 7
SIH008 2,96 (2,48; 3,44) 0 7
SIH269 3,02 (2,54; 3,50) 0 4
SIHO071 2,80 (2,32; 3,28) 0 4
SIH172 3,02 (2,54; 3,50) 0 2
SIH068 2,96 (2,48; 3,44) 0 6
SIH256 2,09 (1,61; 2,57) 0 7
SIH129 2,46 (1,98; 2,94) 0 10
SIH232 2,87 (2,39; 3,35) 0 6
SIH139 2,61 (2,13; 3,09) 0 6
SIH144 2,31(1,83;2,79) 0 8
SIH268 2,76 (2,28; 3,24) 0 4

* TMG (Logo da reciproca da diluigdo) calculado a partir dos 12 titulos obtidos do

soro em 2 ensaios independentes. Logio 3 = 0,48.
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Quadro 4.17: Dados de avaliagdo da precisdo interensaio do

UPRN-HRP de FA: operadores diferentes, ensaios diferentes.
ENSAIOS 1, 2 e 3 (OPERADORES 1 e 2)
SORO TMG (0,48)* titulos fora da variagéo | CV (%)
SIH202 3,13 (2,65; 3,61) 0 2
SIH228 3,08 (2,60; 3,56) 0 4
SIHO017 3,14 (2,66; 3,62) 0 2
SIH271 3,16 (2,68; 3,64) 0 0
SIH250 2,93 (2,45; 3,41) 0 6
SIH008 2,94 (2,46; 3,42) 0 6
SIH269 3,01 (2,53; 3,49) 0 4
SIH071 2,86 (2,38; 3,34) 0 5
SIH172 3,05 (2,57; 3,53) 0 3
SIH068 2,99 (2,51; 3,47) 0 5
SIH256 2,12 (1,64; 2,60) 0 6
SIH129 2,50 (2,02; 2,98) 0 9
SIH232 2,89 (2,41; 3,37) 0 5
SIH139 2,65 (2,17; 3,13) 0 7
SIH144 2,35 (1,87; 2,83) 0 8
SIH268 2,73 (2,25; 3,21) 0 4

* TMG (Logo da reciproca da diluigdo) calculado a partir dos 18 titulos obtidos do
soro em 3 ensaios independentes. Logio 3 = 0,48.

Exatidao (ou taxa de diluicdo)

Os dados de 14 amostras com niveis diferentes de anticorpos neutralizantes,
resultantes da diluicdo em soro negativo de 4 soros positivos para FA, foram
utilizados para a avaliagao de exatiddo do yPRN-HRP (quadro 4.18).

O critério preestabelecido foi atingido para evidenciar a exatiddo do teste.
Todas as diferengas absolutas determinadas para as apresentagdes diluidas dos 4

soros avaliados foram menores que 0,477.

Seletividade (ou especificidade)

Soros com titulos de anticorpos neutralizantes para FA misturados a soros com
anticorpos para dengue foram processados, em um unico ensaio, para a avaliagdo da
seletividade do yPRN-HRP. Tomando como diluicao referéncia a mistura dos soros
positivos para FA com o soro padrao negativo (P1/100), foi determinada a diferenca
absoluta entre os titulos obtidos (quadro 4.19).

A seletividade do yPRN-HRP de FA foi comprovada, pois todas as diferencas
absolutas observadas entre os TMGs das misturas referéncia (soros FA+/DEN- com
soro FA-) e os das misturas teste (soros FA+/DEN- com DEN+) foram menores que
0,477.
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Quadro 4.18: Dados de avaliagdo da exatiddo do yPRN-HRP de FA.

—— | TMG OBSERVADO™ | TMG ESPERADO™ | DIFERENGA
SORO DILUIGAO (Logo) (Logro) ABSOLUT/-(\;****
N&o diluido 3.037 NA NA
12 2,647 2,736 0,089
o3 1.4 2,334 2,435 0,101
18 2,020 2,134 0,114
116 1,663 1,833 0,170
1.32 1439 1,532 0,093
N&o diluido 3,156 NA NA
1.4 2,882 2,554 0,327
SIH020 18 2,414 2,253 0,160
116 2,162 1,952 0,210
N&o diluido 3,050 NA NA
1.4 2,331 2,448 0,118
SIH128 1.8 2,062 2,147 0,085
116 1787 1,846 0,059
NBo diluido 2,740 NA NA
14 2,198 2,138 0,060
SIH167 18 1,962 1,837 0,125
116 1597 1,536 0,061

* diluicéo prévia do soro integro (P3, SIH020, SIH128 e SIH167) no soro padrao interno negativo (P1/100).

** TMG (em reciproca da diluigao) calculado a partir de 5 replicatas de cada soro.

*** TMG (em reciproca da diluicdo) observado para o soro nao diluido subtraido pelo fator de diluigdo. Fatores de
diluigdo em Log+e: 2 =0,301; 4 = 0,602; 8 = 0,903; 16 = 1,204; 32 = 1,505.

**** Diferenga absoluta entre os TMGs observado e esperado.

NA = nao se aplica.

Quadro 4.19: Dados de avaliagdo da seletividade do yPRN-HRP de FA.

SORO AMOSTRA ossgxlino** DIFERENGA
(FA+/DEN-) DILUIDORA* (Log1o) ABSOLUTA***
P1/100 (FA-) 2,733 NA
SIH117 (DEN+) 2,639 0,094
SIH179 SIH183 (DEN+) 2,693 0,040
SIH208 (DEN+) 2,714 0,019
P1/100 (FA-) 2,367 NA
SIH117 (DEN+) 2,595 0,229
SIH261 SIH183 (DEN+) 2,575 0,209
SIH208 (DEN+) 2,632 0,265
P1/100 (FA-) 3,020 NA
SIH117 (DEN+) 3,102 0,082
SIH282 SIH183 (DEN+) 3,069 0,048
SIH208 (DEN+) 3,051 0,031
P1/100 (FA-) 2,531 NA
SIH117 (DEN+) 2,604 0,074
SIH285 SIH183 (DEN+) 2,674 0,143
SIH208 (DEN+) 2,614 0,083
P1/100 (FA-) 2,665 NA
SIH117 (DEN+) 2,748 0,083
SIH289
SIH183 (DEN+) 2,723 0,057
SIH208 (DEN+) 2,838 0,173

* soro padrao interno negativo para anticorpos de FA (FA-) ou soro amostral com anticorpos para
1 ou mais sorotipos do virus da dengue (DEN+) utilizado para diluir (proporgédo 1:1) soro positivo
para FA e negativo para dengue (FA+/DEN-).

** TMG (em reciproca da diluicao) calculado a partir de 3 replicatas de cada amostra

(mistura de soros).

*** Diferenga absoluta entre os TMGs obtidos para a mistura referéncia (soro FA+/DEN- com
P1/100) e a mistura teste (soro FA+/DEN- com soro DEN+).

NA = ndo se aplica.
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Robustez

Os titulos de anticorpos de 6 soros amostrais submetidos a pequenos e
comuns desvios de diferentes variaveis do protocolo de execugdo do uPRN-HRP
foram comparados aos titulos obtidos da condicdo padrao respectiva para a avaliagcao
da robustez do teste (quadro 4.20).

Na avaliacdo da variavel “densidade celular’, um soro (SIH146) submetido a
condigdo de 1,0 x 10° células/mL (desvio 2), apresentou titulo com diferenca absoluta
maior que 0,477 quando comparado ao titulo do mesmo soro submetido a condi¢cao
padrao (2,0 x 10° células/mL). Porém, o critério estabelecido para robustez foi
atingido, onde 5 dos 6 soros avaliados para uma determinada variavel deveriam
apresentar diferenca absoluta entre os titulos menor que 0,477.

Mas, na avaliagdo da variavel “tempo anticorpo conjugado”, observou-se que
dois (SIH199 e SIH146) dos seis soros submetidos a condi¢gao 2 (1 hora e 40 minutos
de incubagao) apresentaram titulos com diferenga absoluta para os titulos obtidos na
condigao padrao (2 horas) maiores que 0,477. Esse dado sugere a falha de robustez
do UPRN-HRP considerando essa variavel e a importancia de seguir o tempo
estabelecido de incubacgao do anticorpo conjugado na execucgao do teste.

Nao houve diferenga absoluta maior que 0,477 na comparagao entre os titulos

obtidos nas condi¢cdes padrao e desvios para as demais variaveis avaliadas.

4.4 Avaliagcao Comparativa

A concordancia dos titulos de anticorpos neutralizantes para FA de 200 soros
submetidos as metodologias dos testes indices e o teste referéncia foi avaliada a
partir do CCI para os resultados em reciproca da diluigdo (quadro 4.21) e em mUI/mL
(quadro 4.22).

O CCI para concordancia completa da comparacdo PRNT X micro PRNT
apresentou magnitude moderada (medida unica) a substancial (CCI da média)
considerando os titulos obtidos em reciproca da diluicdo e em mUI/mL, apesar destes

terem apresentado CCI mais baixo.
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Quadro 4.20: Dados de avaliagao da robustez do yPRN-HRP de FA.

] TITULO* (Logw) | TITULO* (Logto) | TITULO* (Logto) | DIFERENGA | DIFERENCA
VARIAVEL | SORO CONDIGAO CONDIGAO CONDICAO ABSOLUTA | ABSOLUTA
PADRAO DESVIO 1 DESVIO 2 DESVIO 1** | DESVIO 2**

SIH207 3,107 3,159 3,001 0,052 0,107

SIHO14 2,658 2,766 2,858 0,108 0,200
concentragdo | SIH145 2,398 2,300 2,207 0,098 0,191
viral SIH252 2,818 2,958 2,663 0,140 0,155
SIH199 2,182 2,503 2,415 0,321 0,233

SIH146 2,652 3,123 2,623 0,471 0,029

SIH207 3,076 3,145 3,067 0,070 0,009

SIHO14 2,701 2,929 2,670 0,228 0,030

tempo SIH145 2,289 2,374 2,152 0,086 0,137
neutralizagdo | SIH252 2,537 2,861 2,634 0,324 0,097
SIH199 2,431 2,437 2,228 0,006 0,203

SIH146 2,491 2,799 2,600 0,308 0,109

SIH207 3,164 3,061 2,687 0,103 0,477

SIHO14 2,994 2,675 3,164 0,319 0,170

densidade | SIH145 2,590 2,715 2,210 0,125 0,380
celular SIH252 2,926 2,946 2,465 0,020 0,461
SIH199 2,450 2,717 2,033 0,266 0,417

SIH146 3,054 2,733 2,552 0,321 0,502*

SIH207 3,164 3,171 3,164 0,007 0,000

SIH014 2,967 2,923 2,843 0,044 0,124

tempo SIH145 2,181 2,442 2,529 0,261 0,347
adsorcgao SIH252 2,784 2,763 2,595 0,021 0,188
SIH199 2,241 2,417 2,125 0,177 0,115

SIH146 2,762 2,700 2,709 0,063 0,054

SIH207 3,083 3,176 3,164 0,093 0,081

o SIHO14 2,778 2,933 3,045 0,156 0,267
a‘:]':;ggfgo SIH145 2,558 2,162 2,663 0,397 0,104
conjugado |- SIH252 2,711 2,880 2,868 0,170 0,158
SIH199 2,896 2,511 2,615 0,385 0,280

SIH146 2,640 3,113 2,634 0,473 0,006

SIH207 3,164 3,164 3,164 0,000 0,000

SIH014 2,687 3,027 2,994 0,341 0,307

a;?i?opr%o SIH145 2,511 2,453 2,494 0,058 0,016
conjugado | SIH252 3,055 2,788 2,624 0,267 0,430
SIH199 2,687 2,539 2,206 0,147 0,481*

SIH146 3,164 3,032 2,654 0,132 0,510*

* titulo de anticorpos neutralizantes para FA em reciproca da diluigao.

** Diferenca absoluta entre os titulos de anticorpos obtidos na condi¢gdo padréo e na condigao desvio (1 ou 2) de variavel do protocolo de

execugdo do yPRN-HRP.
*resultados com diferencga absoluta > 0,477 (log1o 3).

A avaliacdo comparativa PRNT X yPRN-HRP dos titulos de anticorpos em

reciproca da diluigdo resultou em concordancia fraca (medida unica) a moderada

(média de duas medidas). Em contrapartida, quando a comparacgédo foi realizada

considerando os titulos transformados em mUI/mL, os estimadores de concordancia

apresentaram magnitude substancial a quase completa, superiores aos demais CCI

obtidos.
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Quadro 4.21: CCI determinado a partir dos titulos de anticorpos neutralizantes (logio reciproca da
diluicdo) de 200 soros para a analise de concordancia entre o PRNT, micro PRNT e yPRN-HRP de FA.

ICgs5% = Intervalo de confianga de 95%. SPSS V.17.0.

Teste Refgréncia X
Teste Indice

CCI (ICo5%)

CCI da Média (ICo5%)

Significancia (p-valor)

PRNT X micro PRNT

0,59 (0,49-0,68)

0,74 (0,66-0,81)

0,000

PRNT X yPRN-HRP

0,29 (0,16-0,41)

0,45 (0,27-0,58)

0,000

Quadro 4.22: CCI determinado a partir dos titulos de anticorpos neutralizantes (logio mUl/mL) de 200
soros para a analise de concordancia entre o PRNT, micro PRNT e yPRN-HRP de FA. ICgs% = Intervalo

de confianga de 95%. SPSS V.17.0.

Teste Refgréncia X
Teste Indice

CCI (ICo5%)

CCI da Média (ICo5%)

Significancia (p-valor)

PRNT X micro PRNT

0,48 (0,37-0,58)

0,65 (0,54-0,74)

0,000

PRNT X yPRN-HRP

0,69 (0,61-0,76)

0,82 (0,76-0,87)

0,000

A comparacao entre os titulos de anticorpos em mUI/mL obtidos nos trés testes
foi possivel a partir da determinacéo dos valores nominais do soro padrao positivo nos
testes indices (apresentados nas segdes 4.2.2 e 4.3.2) e no teste referéncia. As 30
replicatas do P3 processadas no PRNT resultou no TMG de 18.180 mUI/mL.

Coeficientes de correlagdo linear também foram determinados para as
comparagées PRNT X micro PRNT e PRNT X uPRN-HRP (quadros 4.23 e 4.24),
assim como graficos de dispersao para os titulos em reciproca da diluigado (figura
4.29) e em mUI/mL (figura 4.30) dos 200 soros.

Os dados obtidos foram muito préximos e apresentaram correlagao satisfatoria
(r > 0,70) entre os testes indices e o teste referéncia. A andlise dos graficos de
dispersao indicou concordancia levemente superior do micro PRNT comparado ao
MPRN-HRP, pois apresentou linhas de tendéncia com perfis de inclinagdo mais
préximos de 45°.

Quadro 4.23: Coeficientes de correlagdo de Pearson (r) dos resultados obtidos (logio reciproca da
diluigdo) dos 200 soros submetidos ao PRNT, micro PRNT e yPRN-HRP de FA. SPSS V.17.0.

Variavel Preditora Variavel Dependente r Significancia (p-valor)
micro PRNT 0,80 0,000
PRNT UPRN-HRP 0,79 0,000

Quadro 4.24: Coeficientes de correlagado de Pearson (r) dos resultados obtidos (log1o mUI/mL) dos 200
soros submetidos ao PRNT, micro PRNT e yPRN-HRP de FA. SPSS V.17.0.

Variavel Preditora Variavel Dependente r Significancia (p-valor)
micro PRNT 0,79 0,000
PRNT UPRN-HRP 0,74 0,000
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Figura 4.29: Graficos de dispersao dos titulos de anticorpos neutralizantes para FA em reciproca
da diluigao.
Eixo X: titulos determinados pelo teste referénia (PRNT). Eixo Y: titulos determinados pelos testes

indices (micro PRNT a esquerda; yPRN-HRP a direita). Linha tendéncia em vermelho. n = 200. SPSS
V.17.0.
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Figura 4.30: Graficos de dispersao dos titulos de anticorpos neutralizantes para FA em mUI/mL.
Eixo X: titulos determinados pelo teste referénia (PRNT). Eixo Y: titulos determinados pelos testes

indices (micro PRNT a esquerda; yPRN-HRP a direita). Linha tendéncia em vermelho. n = 200. SPSS
V.17.0.

Complementando a analise da concordancia, diagramas de Bland-Altman
foram projetados a partir dos titulos em reciproca da diluicdo (figura 4.31) e em

mUI/mL (figura 4.32) dos 200 soros processados pelos trés testes de neutralizagao.
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A analise dos diagramas obtidos mostrou que titulos em reciproca da diluicéo e
em mUI/mL gerados pelo PRNT foram sistematicamente superiores ao micro PRNT.
As diferengas nao mostraram correlagdo com as médias dos titulos.

Diferentemente, titulos em reciproca da diluicido gerados pelo yPRN-HRP
foram maiores do que os do PRNT, mas as diferencas nas reciprocas dos titulos
também nado pareceram correlacionadas com as meédias dos titulos. As diferencas dos
titulos em mUI/mL medidos pelo yPRN-HRP e pelo PRNT foram mais sutis e ndo se

correlacionaram com as médias dos titulos segundo os dois métodos.
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Figura 4.31: Diagramas de Bland-Altman dos titulos de anticorpos neutralizantes para FA em
reciproca da diluigao.

Eixo X: média dos titulos determinados pelo teste referéncia (PRNT) e indices (micro PRNT a
esquerda; JPRN-HRP a direita). Eixo Y: diferengas entre os titulos determinados pelo teste referéncia
(PRNT) e indices (micro PRNT a esquerda; yPRN-HRP a direita). Linha vermelha: média das

diferengas das medidas. Linhas pretas: intervalo (95%) das distribuicbes das diferengas das medidas. n
=200. SPSS V.17.0.

A estatistica descritiva dos dados (quadro 4.25) permitiu avaliar os perfis de
tendéncia e dispersao dos titulos obtidos para os diferentes testes de neutralizacao.

Essas analises também foram representadas graficamente (figura 4.33).
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Figura 4.32: Diagramas de Bland-Altman dos titulos de anticorpos neutralizantes para FA em
mUI/mL.

Eixo X: média dos titulos determinados pelo teste referéncia (PRNT) e indices (micro PRNT a
esquerda; yPRN-HRP a direita). Eixo Y: diferengas entre os titulos determinados pelo teste referéncia
(PRNT) e indices (micro PRNT a esquerda; pPRN-HRP a direita). Linha vermelha: média das
diferencas das medidas. Linhas pretas: intervalo (95%) das distribuicbes das diferengas das medidas. n
=200. SPSS V.17.0.

Os valores obtidos para a média e mediana foram compativeis com a
tendéncia evidenciada nos diagramas de dispersdo e de Bland-Altman. Titulos
expressos em reciproca da diluicado gerados pelo yPRN-HRP sdo mais altos quando
comparados ao teste referéncia. No entanto, a transformacgao dos titulos em mUI/mL

resultou em tendéncia similar a dos titulos obtidos para o PRNT e o micro PRNT.

Quadro 4.25: Estatistica descritiva dos 200 soros submetidos ao PRNT, micro PRNT e yPRN-HRP de
FA. SPSS V.17.0.

Medidas PRNT Micro PRNT UPRN-HRP
Log1o 1:X Logto mUI/mL Log1o 1:X Logto mUI/mL Logio 1:X Logio mUI/mL
média 2,34 4,00 2,05 3,62 2,79 3,87
mediana 2,35 4,00 2,07 3,63 2,89 3,95
desvio padréo 0,38 0,38 0,45 0,45 0,35 0,35
variancia 0,14 0,14 0,20 0,20 0,12 0,13
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Figura 4.33: Mediana, percentis 25 e 75 dos titulos de anticorpos neutralizantes dos 200 soros
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Eixo X: testes de neutralizagdo — PRNT (6 pogos), micro PRNT e yPRN-HRP. Eixo Y: titulos de
anticorpos neutralizantes em (A) reciproca da diluicao e (B) em mUI/mL. SPSS V.17.0.
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5 DISCUSSAO

A metodologia classica do PRNT (ou suas variagbes) é profusamente utilizada
em estudos de avaliagho da imunogenicidade das vacinas para
FA212,215260,261,284,294,295 = considerada referéncia para esta finalidade e para a
diferenciagao sorologica de infec¢des por Flavivirus. No entanto, observa-se uma falta
de uniformizacdo da metodologia utilizada entre os diferentes laboratérios de
pesquisa e de desenvolvimento de vacinas??’.

Diferencas metodolégicas, como linhagens celulares, fator de dilui¢ao,
composicao do meio semissolido, técnicas de visualizagao e leitura das placas de lise,
porcentagem de reducgao viral (“end-point”), calculo dos titulos, entre outras, impactam
diretamente na sensibilidade do teste (refletida pelo TMG obtido). Consequentemente,
as diferengas metodologicas sdo obstaculos na comparagao de titulos de anticorpos
entre laboratorios ou estudos clinicos, mas também para definir um valor como o
verdadeiro correlato soroldgico de protegao??’.

Embora a metodologia classica do PRNT n&o tenha sido validada pela maioria
dos laboratérios, o teste estd em uso ha muito tempo e € amplamente aceito como
padrdo referéncia®®*. Por isso, a importdncia em determinar como os resultados
obtidos dos dois testes indices abordados nesse estudo concordavam com os
gerados por PRNT.

A otimizagdo, a padronizagdo/desenvolvimento e a validagdo bem-sucedidos
de um teste de neutralizacdo sio fatores-chave para o fornecimento de dados
acurados e confiaveis, cruciais em estudos epidemiolégicos e com vacinas e para
garantir a reprodutibilidade do teste durante longos periodos?68-2%3,

A producdo de um novo banco de trabalho da cepa vacinal 17D-213/77,
previamente submetido a passagem em células Vero e coletado no momento
apropriado da fase exponencial de crescimento, resultou em preparacao viral com
titulo alto e perfil de PFU satisfatorio (com tamanho e morfologia esperados).

Bancos de virus de RNA costumam apresentar misturas divergentes de
particulas infecciosas e defectivas. Estas contém um genoma defeituoso (incompleto),
especialmente em relagdo aos genes de replicacdo. Além disso, as particulas
defectivas dependem da cepa selvagem para serem produzidas, reduzindo as fontes

requeridas para a produgéo de virions infecciosos2%:297,
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Estudos ja demonstraram o efeito da presenga dessas particulas em
preparagdes virais. A quantidade relativa de particulas defectivas foi, pelo menos, 5
vezes maior no banco com o titulo mais baixo comparado ao banco com o maior titulo
viral; e virus submetidos a processo de purificacdo aumentaram seus titulos em 10 a
1000 vezes?96:297,

A relagao entre os dois tipos de particulas pode variar expressivamente e a
extensdo dessa variacdo depende basicamente do numero de passagens e da
MOI298.2%° A importancia da detecgcdo e remocao dessas particulas incompletas em
um banco de virus destinado aos ensaios de neutralizagao ¢é justificada pelo fato das
superficies de particulas infecciosas e defectivas compartiharem a mesma
imunorreatividade, competindo pela reacdo com os anticorpos e, portanto, podendo
subestimar os resultados em titulos de anticorpos neutralizantes.

Handke e colaboradores?®” demonstraram que bancos virais com niveis mais
baixos de particulas defectivas resultaram em titulos de anticorpos mais altos em
comparagao com a analise realizada de estoques virais contendo niveis mais altos de
particulas defectivas.

O banco de trabalho da cepa 17D-213/77 obtido de acordo com a analise da
sua curva de crescimento e apresentando alto titulo sugerem a auséncia ou a baixa
quantidade de particulas defectivas. Estudos para determinar a presenca dessas
particulas nessa preparacao viral poderao contribuir para a melhora do desempenho
dos testes de neutralizacdo na determinagao dos anticorpos neutralizantes.

O melhor perfil de PFU da cepa 17D-213/77 comparado a cepa 17DD,
observado durante a padronizacdo do YPRN-HRP, também foi constatado para a
metodologia do micro PRNT (dados n&o mostrados).

Apesar da vacina administrada no Brasil ser produzida com a cepa 17DD e,
portanto, os estudos clinicos incluirem participantes vacinados com esta cepa, nao
afeta substancialmente os dados obtidos a partir de testes de neutralizagdo com a
cepa vacinal 17D-213/77. Ha estreita relagcdo antigénica entre estas cepas, onde
ambas estimulam protegéo contra todos os gendtipos do virus da FA'87,

A quantidade de virus desafio e 0 numero de replicatas (do soro ou do virus)
sao fundamentais para a obtencdo de medidas acuradas. A quantidade de virus
aplicada ao teste deve ser modificada de acordo com a area superficial da
monocamada celular para a obtencido de placas de lise discerniveis, minimizando o

excesso e a sobreposigdo (aglomeragdo) delas??’.
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A andlise qualitativa (visual) das diferentes diluigdes virais foi a base para a
determinacdo das quantidades de placas de lise obtidas por pogo para os testes
aplicados em microplacas.

Para o micro PRNT, a obtencao de 30 placas de lise por pog¢o ja havia sido
definida como a ideal para o controle de virus, de acordo com a experiéncia do
laboratério. Mas os diversos ensaios realizados no presente estudo, em que o teste
foi desafiado com diferentes quantidades de virus, apontaram a dificuldade da
contagem superior a 60 placas de lise em um pogo com menos de 1 cm? de area.

Em relacédo ao yPRN-HRP, a experiéncia do grupo da GSK na padronizagao
da metodologia para os sorotipos do virus da dengue indicava a quantidade média
ideal em torno de 75 PFU/pogo no controle viral. Esta quantidade também foi
adequada para PFU de FA e serviu de base para os ensaios de padronizacdo do
teste e a determinacao da diluicao viral ideal.

Os dados obtidos de todos os ensaios realizados apresentaram variacao de 40
a 120 PFU/pogo. Mais ensaios serdo necessarios para determinar a faixa de
aceitacao para a quantidade de PFU/pocgo no controle viral do yPRN-HRP, incluindo o
processamento de soros com diferentes niveis de anticorpos neutralizantes (assim
como foi realizado na otimizagdo do micro PRNT).

No entanto, os ensaios de validagdo do yPRN-HRP sugeriram o éxito da faixa
de 40-120 PFU/pogo, pois todos os critérios predefinidos para a validagdo foram
alcancados a partir de ensaios que apresentaram essa faixa de PFU/pogo nos
controles de virus.

A qualidade da monocamada celular é critica para o desenvolvimento das
placas de lise e, portanto, para gerar resultados acurados??’. A produg&o de um novo
banco de células Vero foi fundamental para o sucesso da padronizacdo do uPRN-
HRP. A melhora consideravel da monocamada de células foi evidenciada pela
visualizagao do perfil mais homogéneo e a diminuigdo dos grumos.

Mas a importancia da qualidade da célula também pode explicar a menor
quantidade de placas de lise observada para o ensaio 1 comparado aos 3 outros
ensaios, na avaliagdo das variaveis em diferentes tempos de neutralizagdo no
processo de otimizagdo do micro PRNT.

A acuracia e a precisdao do micro PRNT, metodologia utilizada na rotina do
Latev, ja haviam sido avaliadas com a determinagédo dos parametros de sensibilidade,

especificidade e reprodutibilidade, apresentando resultados bastante satisfatérios?226.
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A otimizagcdo do micro PRNT no presente estudo objetivou a definigdo de uma
faixa de aceitacédo para a quantidade de placas de lise por po¢o da cepa 17D-213/77,
significando a determinagdo de um critério de aceitagdo/excluséo do teste. A definigao
dessa faixa tem um impacto direto na precisdo dos resultados. As quantidades
minima e maxima de placas de lise por poco foram determinadas de acordo com o
tempo de neutralizagcao e a diluicdo do virus ideais; isto €, aqueles que resultavam em
menores variagcbes observadas no controle viral, mas também nos titulos de
anticorpos neutralizantes.

Ademais, a calibracdo dos soros padroes internos, em que se estabeleceu os
seus respectivos titulos minimo e maximo em reciproca da diluigdo, além do valor
nominal (em mUIl/mL) para o padrao positivo, foi em conformidade com a faixa viral
proposta.

Deste modo, ensaios de micro PRNT que nao alcancem os critérios de
aceitagao estabelecidos para os controles de virus e soros padrdes internos (positivo
e negativo) passam a ndo ser aceitos, gerando resultados mais confiaveis.

A padronizacdo do yPRN-HRP de FA veio ao encontro da demanda crescente
de estudos clinicos de avaliagdo da resposta imune vacinal, apresentando como
vantagens a celeridade na determinacdo dos anticorpos neutralizantes e com maior
capacidade de processamento de amostras.

A padronizacdo do uPRN-HRP foi realizada com éxito, com a obtencido de
metodologia exequivel e adaptada a automagédo da contagem de PFU de FA pelo
software Axiovision.

No entanto, a padronizagao, com as definicdes do protocolo de execugao e os
parametros adequados para a contagem de PFU de FA pelo software, teve como
grande desafio a utilizagdo de lote do substrato TB com menos de 14 meses de
fabricagéo, apesar do fabricante indicar 30 meses de validade; um complicador para o
processo de compra e entrega do reagente, condicionado ao burocratico processo
licitatério. Como esse reagente é fundamental na coloragdo (intensidade de
marcacgao) de PFU, as diluigdes ideais do anticorpo monoclonal e do virus, e,
consequentemente, o sucesso do teste sdo dependentes do seu funcionamento
otimo.

Assim como observado na metodologia para FA, o grupo colaborativo da GSK
comprovou que o TB apresenta bom desempenho (marcagao 6tima) para o yPRN-

HRP de dengue quando utilizado até os primeiros 14 meses de fabricagdo. Os dados
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obtidos promoveram a inclusdo dessa informagdo no certificado de analise do
reagente pelo fabricante.

A partir da definicdo do protocolo de execucdo foi possivel conhecer o
desempenho da nova abordagem metodolégica proposta nesse estudo por meio dos
ensaios de validacao e avaliagao comparativa com o teste referéncia.

O planejamento dos ensaios de validacdo foi, inicialmente, guiado pelas
normas estabelecidas pela Resolugdo vigente da ANVISA?70. Esta dispde sobre os
requisitos minimos para a validacdo de métodos bioanaliticos, sendo o documento
seguido pelo setor de Bio-Manguinhos responsavel pela validagdo da metodologia
utilizada nos ensaios clinicos de avaliagcado da resposta vacinal (micro PRNT).

Os critérios de analise estabelecidos na Resolugdo s&o, em geral,
inconsistentes com as caracteristicas do PRNT e as suas variagbes metodoldgicas.
Talvez, o distanciamento dessas normas para a avaliacdo especifica dos testes de
quantificacdo de anticorpos neutralizantes possa ser explicado pelas préprias
definigbes empregadas na Resolugcdo. Métodos bioanaliticos sdo definidos como
“‘métodos analiticos utilizados na determinacao quantitativa de analitos em matrizes
bioldgicas”, em que matriz bioldgica € o “meio de origem biolégica no qual os analitos
em estudo serdo quantificados” e analito seria o “composto quimico especifico a ser
mensurado em uma matriz"270,

Além disso, a Resolugao exige ensaios de validagdo em que i) as respostas
obtidas ndo correspondem as obtidas pelos testes de neutralizagdo (como as analises
de curva de calibragao, efeito residual e efeito matriz), ou ii) as definicdes do ensaio e
seu respectivo critério de analise precisam ser alterados para que as respostas
exigidas se aproximem das obtidas por testes de neutralizagdo (como exatidao e
seletividade); e ainda quando iii) o critério de analise a ser alcangado ndo considera a
variabilidade intrinseca ao teste.

Finalmente, a prépria Resolugao dispde sobre a preferéncia para a analise das
moléculas por métodos cromatograficos?’?, o que pode justificar aqueles ensaios e os
critérios de analises exigidos.

Objetivando a realizagdo de uma validacéo cientifica e regulatoria, o plano de
validagao proposto nesse estudo foi tracado a partir de adaptagcdes da Resolugao
vigente, tomando como base trabalhos de outros grupos que também propuseram a
padronizagao, otimizagao e validagao de novas metodologias para a quantificagcao de

anticorpos neutralizantes em ensaios clinicos de avaliacdo da resposta
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vacinal?64268.293 ' A maijor parte destes trabalhos foi realizada em consonancia com as
recomendagdes da Agéncia reguladora dos Estados Unidos ("Food and Drug
Administration" - FDA) para a validagdo de métodos bioanaliticos3.

Todos os critérios de analise predefinidos para os ensaios de validagao foram
alcangados pelas metodologias indices avaliadas (micro PRNT e uPRN-HRP), a
excecao do CV de até 15% na analise de precisdo do micro PRNT. Das 80
determinacdes obtidas para o teste, somente 3 foram superiores aos 15%, mas nao
excederam os 20%.

Estes dados exemplificam a questdo do critério de analise estabelecido pela
Resolugédo ndo considerar a variabilidade intrinseca ao teste. CV superior aos 20%
sdo comumente aceitos para ensaios de neutralizaggo?%*.

Um relatério de validagado dos dados obtidos nesse estudo para o micro PRNT
foi escrito e aprovado pelo setor de validagdo de Bio-Manguinhos. O mesmo
procedimento devera ser realizado para o JPRN-HRP para o seu uso em estudos de
avaliagcdo da imunogenicidade da vacina para FA.

O plano de validagao e os dados obtidos nesse estudo podem servir de base
para a elaboragcao de uma RDC apropriada para testes de neutralizacao.

Uma nova geragdo de testes mais rapidos e com algum grau de automagao
estdo sendo desenvolvidos para a quantificacdo de anticorpos neutralizantes para FA
e outros Flavivirus?3+264301-306 Porém, o PRNT permanece como referéncia, contra o
qual esses novos testes deverdo ser validados??’.

A avaliagdo comparativa entre os diferentes testes de neutralizagdo, tomando o
PRNT como referéncia, evidenciou o impacto das diferengas metodologicas.

O YPRN-HRP apresentou CCI muito baixo quando os titulos foram comparados
em reciproca da diluicdo. No entanto, esta baixa concordancia com o teste referéncia
foi superada para uma concordancia quase completa quando a comparacao foi
realizada com os resultados em mUI/mL. A fraca concordéncia entre essas
metodologias pode ser explicada pelo uso da imunomarcagdo, mas também a
utilizacao de fatores de diluicao diferentes (fator 3 para o yPRN-HRP e fator 2 para o
PRNT).

A avaliagdo comparativa do micro PRNT com o PRNT resultou em correlagéo
satisfatéria, mesmo para os titulos em reciproca da diluigdo, justificada pelas

semelhangas metodolégicas, como a utilizagdo do mesmo fator de diluicdo dos soros.
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A selecdo dos 200 soros para a realizagdo desse trabalho foi realizada de
forma cega e aleatoria, desconsiderando os titulos de anticorpos para FA
determinados na ocasido do estudo de origem dos soros. Apesar do estudo ter
alcangado somente uma populagéo ja vacinada para FA, esperava-se a obtengao de
ampla variagcao nos niveis de anticorpos neutralizantes para a sub-amostra de soros
utilizada no presente trabalho.

Apods o processamento dos 200 soros pelos trés testes de neutralizagado, a
consulta ao estudo original dos dados gerados pelo micro PRNT (metodologia anterior
ao presente estudo, nado otimizada) evidenciou o amplo espectro de titulos de
anticorpos esperado para a sub-amostra. A mediana obtida foi de 1:195 (ou 2,29
Logto da reciproca da diluigdo). Dos 200 soros, 27 (13,5%) resultaram em titulos
<1:50; 56 (28%) com titulos entre 1:50 e 1:149; 74 (37%) com titulos entre 1:150 e
1:449; e 43 (21,5%) com titulos entre 1:450 e 1:640.

Esta distribuicdo percentual dos diferentes niveis de anticorpos neutralizantes,
assim como a mediana foram muito semelhantes as observadas na populagao do
estudo original (total de 434 amostras) e nos testes referéncia (PRNT) e micro PRNT
otimizado no presente estudo.

Por outro lado, o yPRN-HRP apresentou titulos de anticorpos em reciproca da
diluicdo consideravelmente mais altos. Mais de 60% dos 200 soros apresentaram
titulos >1:450; e a mediana observada foi 3,5 e 6,7 vezes maior que as medianas
obtidas para o teste referéncia e o micro PRNT, respectivamente. Mas a
transformacao dos titulos em mUI/mL resultou em uma mediana similar as medianas
obtidas para as demais metodologias abordadas nesse trabalho, com diferengas
menores do que 3 vezes.

Esses dados evidenciaram a importancia de se transformar os titulos em
reciproca da diluicdo — considerando o “end-point” determinado para o teste e o fator
de diluicdo empregado para cada metodologia — em unidades internacionais, a partir
da calibracdo do soro padrdo interno frente ao soro de referéncia internacional
(NIBSC "YF"). Este, com valor nominal de 143.000 mUI/mL, foi utilizado para os
ensaios de calibragdo dos soros controles internos positivo e negativo (P3 e P1/100,
respectivamente), em que se determinou o valor nominal do padrao positivo para
cada metodologia.

O processamento de soros sabidamente negativos e com titulos de anticorpos

neutralizantes <1:20 (primeira diluigdo) obtidos por PRNT teria permitido a
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determinagcado dos melhores pontos de corte ("cut-off point") para o micro PRNT e o
MPRN-HRP; isto €, aquele que fornece, ao mesmo tempo, a melhor sensibilidade e a
melhor especificidade a partir da comparacao dos titulos obtidos pelo teste referéncia
e os testes indices.

Portanto, a sele¢do de uma nova sub-amostra de soros com amplo espectro de
resposta imune, incluindo os ausentes de anticorpos para FA, sera fundamental para
a definicdo dos pontos de corte e a classificagdo de "soropositivos" e "soronegativos"
a partir dos dados gerados pelas metodologias em placas de 96 pogos abordadas
nesse trabalho.

Os dados observados nesse estudo sugerem a necessidade de se estabelecer
um ponto de corte mais restritivo (diluigdo/titulo mais alto correspondente a redugéao
de 50% do virus) para o yJPRN-HRP, cedendo na sensibilidade para alcangar maior
especificidade.

Apesar de n&o haver consenso sobre a melhor porcentagem para a reducéao de
placas de lise entre os laboratérios, o "end-point" de 50% é preferido para a avaliagao
de soros apd6s a vacinacdo porque proporciona resultados mais acurados,
apresentando sensibilidade e especificidade aceitaveis. Maior redu¢gao na contagem
de placas de lise (= 80%) é util para estudos epidemiolégicos ou com propdsito de
diagndstico por evitar ou reduzir a reagdo cruzada entre Flavivirus em areas
endémicas??7.268,

As metodologias utilizadas no presente estudo para determinar anticorpos
neutralizantes de FA foram estabelecidas com o "end-point" de 50%. O LATEV, como
referéncia para realizagao de testes de neutralizagdo, colabora em estudos clinicos e
pré-clinicos de avaliagao da resposta imunoldgica induzida pelas vacinas 17D e por
outras vacinas que estdo sendo desenvolvidas na Fiocruz para outros Flavivirus.
Portanto, a importancia de se ter um teste validado e capaz de atender de forma
eficiente a demanda de estudos clinicos e pré-clinicos. No entanto, ndo exclui a
utilizagcdo destas metodologias no diagnéstico diferencial de infecgdes por outros
Flavivirus, considerando que os testes de neutralizacdo sdo os mais sensiveis e
especificos para FA.

A validacao e a avaliagado comparativa dos testes de neutralizacdo aplicados
em placas de 96 pogos, propostos neste trabalho, evidenciaram a geragao de
resultados confiaveis, mostrando-se uteis em estudos clinicos e pré-clinicos de

avaliacdo das vacinas existentes ou em desenvolvimento para FA. O yPRN-HRP
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ainda apresenta vantagem em relacdo ao micro PRNT, e até mesmo ao teste
referéncia, por ser mais rapido, semiautomatizado e com maior capacidade de

processamento de amostras.
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6 CONCLUSOES

e O micro PRNT foi otimizado com a determinacgao de critérios de aceitacdo para
o teste: controle viral com faixa aceita de 19-59 PFU/poco; e soros controles
padroes com titulos aceitos, em reciproca da diluicao, entre 64 e 572 para o P3
e até 7,5 para o P1/100;

e A padronizagdo do PPRN-HRP para a quantificacdo de anticorpos
neutralizantes para FA foi realizada com éxito, com a definicido do protocolo de
execucao, finalizado em 4 dias;

e Os soros padrdes foram calibrados frente ao soro de referéncia internacional e
os valores nominais para o padrao positivo P3 foram determinados para cada
teste: 10.264 mUI/mL para o micro PRNT, 12.811 mUI/mL para o yJPRN-HRP e
18.180 mUI/mL para o PRNT;

e O micro PRNT e o yPRN-HRP foram validados em relagdo aos ensaios de
precisdo, exatidao, seletividade e robustez, atendendo aos critérios de analise
predefinidos;

e A avaliagdo comparativa do micro PRNT com o PRNT demonstrou
concordancia (CCIl) satisfatoria entre os testes, tanto para os titulos em
reciproca da diluicado quanto para os titulos em mUIl/mL,;

e A avaliacdo comparativa do yJPRN-HRP com o PRNT a partir da determinagao
de CCI evidenciou concordancia de fraca a moderada para os titulos em
reciproca da diluicdo, mas concordancia de magnitude substancial a quase
completa quando os respectivos titulos comparados foram transformados em
muUl/mL;

e Os coeficientes de correlagao linear obtidos para os testes indices foram muito
similares e sugeriram uma correlagdo moderada com o teste referéncia para os

titulos apresentados em reciproca da diluicdo e em mUl/mL;
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Namero do Parecer: 1.423.280

Apresentagao do Projeto:

A febre amarela & uma doenga infecciosa aguda, febril, causada pele virus protofipo do género Flavivinus,
Esta doenga permenece comao um grande problema de sadde piblica, principalmente em regides endémicas
da Africa & da América do Sul. A vacinagéo & 8 maneira mais eficaz de prevengdio & controle da febre
amarela, sendo fundamentsl para impedir uma epidemia. As vacinas disponiveis produzidas com as
subcapas 170-204 & 1700 sdo seguras e imuncgénicas, induzinde a formagdc de anficorpos neutralizantes,
o3 guais representam o melhor corelato de protecdo. Apesar de sar considerado o teste sorologico de
referéncia para @ andlise da resposta imune protetora apds a vacinagdo, o Teste de Meutralizagéo por
Redugso de Placas de Lise (PRNT, do inglés "Flague Reduction Neutralization Tast") & um teste trabalhoso,
de dificil execupdo, requer equipamentos e insumaos especificos, além de um tempo longo pera a sua
finalizagéo, mesme na verséo micre PRNT (em places de 86 pogos). Esta adaptagdo do métedo & mais
operacional do que o PRNT (em placas de 8 pogos). mas apresents limitagdes, principalmente de
reprodutibilidade. A

busca por um teste eficiente, mais rapido & com um bom desempenho pere & quantificacdo da anticorpos
neutralizantes para febre amarela vem ao encontro das necessidades de aumento da capacidade e melhoria
de analises das amostras de estudos clinicos e pré-clinicos de avaliagBo da resposta imune vacinal.

Partanto, este estudo objetiva desenveolver (padrenizar) duas novas
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metodelegias mais ripidas & sermisutomatizadas para a quaniificagiio de anticorpes neutralizantes para a
fabre amarels, dencminadas pPRM-HRF (do inglés "micro Plaque Reduction Neutralizetion -Horseradish
Peroxidase’) & RRNT (do inglis “Raeplication Reduction Neutralizetion Test™), slém de qualificer (validar) os
quatre testes de neutralizagic (WPRM-HRPF, RRNT, micre PRNT & PRNT) & avaliar comparativamante o
desampenho dos dois novos festes & do micro PRNT cldssico (j§ estabelecida no Laboratdrio de Tecnologia
Virclégiea) cem o PRNT, considernde o teste referincia. O processo de padronizagiic das duss novas
metodologias asté avangands conforme esperade, com & daterminagio das vardvels nes diferentes etapas
de cada teste. Finds & padronizagdo, iniclam-se os processos de qualificagis & avallagio comparative do
desempenho dos lestes de neulralizagis

Objetive da Pesgulsa:

Objative Primdnio

O presente estudo visa padronizar, qualificar @ avaliar o desempenho de duas novas abordagens mals
ripidas & semisutomatizadas pars & quantificagic de anticorpes neutralizantes para o virus da FA,
objetivanda a cbiengiic de um testa com desempenho tio bom quanto eu superior ao teste raferéncia,
Objetive Secunddrio:

+ Padronizar uma nova metodologla de quantificagiic de anticorpos neutralizantes pars FA em que os virus
nilo neutralizades sie marcades com um enticerpe cenjugade & perexidase, parmitindo & sus visualizegio &
contagem - WPRN-HRF: - Padronizer uma nova matedelogis pars determinapic de snticorpos
neutrslizantas para FA basesds na quantificagiio de RNA viral dos virus niie neutralizades pela téenica
quantitativa de PCR em tampe real = RRNT, - Qualificar o8 quatre testas de neutralizaglic — os cléssicos
PRNT & micre FRMT, além dos padronizados neste estudo; yPRM-HRF & RENT,

« Avaliar o desempanho dos trds testes indioes (micro FRNT, yPRM-HRF & RENT) comparados ao teste
refaréncin (FRNT);

« Distarminar o malhor ponio de corle para o8 tris testes indioes

Avaliagio dos Riscos ¢ Beneficios:

Risces: Niie se aplica. Nio haverd intervengilo direts, spenas utiizagdo de amostras blelégicas |4 colatades
oriundas de cutros projetos de pesguisa,

Benaficios: Obtenpio com um teste de neutralizagio com malhor desempanhe qua o3 atuals pare roting de
avallagio resposta Imunalégica vacinal,
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Comentarios & Consideragbes sobre a Pesquisa:

Qo ™™

Trats-se de soros de doadores do “Frotocolo para Obtengéo e Produgio de Soros in house pars Testes de
Meutralizagdo por Redugdo de Placas de Lise (PRMT) (submetido ac Comité de Efica em Pesguisa do
Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas-IFEC/Fiocruz. Protocolo CAAE 15120813.4,0000.6262) e do
“Estuda Duragdo da Imunidade Apds Duas ou Mais Doses de Vacina Conira Febre Amarela em Adulios”

(submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Escols Macional de Sadde Plblica Sergio Arouca —
Ensp/Fiocruz. Protocolo CAAE 15752013.1.0000.5240) serfo selecionados para os enssios de quslificacio

e anélise comperativa do desempenho dos testes de neutralizagéo, respectivamente.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigataria:

Adequados.

Recomendagtes:

Méo ha,

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

Méo hé pendéncias,

Consideragdes Fina

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

is a critéric do CEP:

Tipe Documento Arguivo Fostagem Autor Situacdo
Informagdes Basicas|PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_F | 25/01/2016 Aceito
do Projeta ROJETO 854554 pdf 14:00:38
Qutros COMPROMISSC _RESPOMSABILIDAD | 25/01/2018 |Mariscl Simdes Acsito

E_PESQUISADOR. pdf 14:00:08

Outros DISFEMSA_TCLE. pdf 25/01/2018 |Mariscl Simdes Aceito
14:08:35

Projeto Detalhede / |PROJETO_MARISOL_SIMOES Versao| 25/01/2018 |Mariscl Simdes Aceito

Brochura _1.pdf 14:08:08

nyvestioader

Folha de Rosto FOLHA_DE_ROSTO.pdf 25/01/2018 | Marisol Simdes Aceito
14:07:54

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

T
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