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RESUMO

A dengue ¢ uma doenga febril, aguda de etiologia viral causada por qualquer um dos quatro
sorotipos virais (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4), que podem ocasionar infec¢ao
assintomatica, febre branda, febre hemorragica da dengue ou sindrome de choque por dengue.
Segundo a Organizacdo Mundial da Satide (OMS), 2,2 milhdes de casos no mundo foram
notificados em 2010 e 3,2 milhdes de casos em 2015. Hoje, a dengue ¢ a mais importante
arbovirose (doenca transmitida por artropodes) que afeta o homem e constitui-se em sérios
problemas de satide publica no mundo, especialmente em paises tropicais, onde as condigdes
do meio ambiente favorecem o desenvolvimento e a proliferacdo do Aedes aegypti, principal
vetor. A principal estratégia atualmente para se obter uma medida profilatica eficaz na
prevengdo da doenca ¢ o desenvolvimento de uma vacina tetravalente contra dengue. Nesse
contexto, o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde da Fundagdo Oswaldo
Cruz (INCQS/Fiocruz) ¢ o orgdo responsavel pelo controle de qualidade das vacinas
utilizadas no Programa Nacional de Imunizagdes, realizando através de ensaios biologicos, a
avalia¢do da poténcia e da termoestabilidade de vacinas. Um dos parametros para a garantia
de qualidade para liberagdo de lotes ¢ a andlise de carta controle das vacinas de referéncia.
Estas cartas (ou graficos) controle sdo ferramentas utilizadas para monitorar e acompanhar o
desempenho de um processo de medicao, verificando por meio desses graficos, se o processo
estd dentro dos limites permissiveis. O objetivo do presente estudo ¢ elaborar uma carta
controle da vacina de referéncia para utilizagdo nos ensaios de poténcia da vacina da dengue.
O ensaio baseou-se em um teste in vitro através da avaliagdo do efeito citopatico celular,
quantificando a infectividade do virus da dengue por imunocolorimetria mediante aos quatro
sorotipos em culturas de células de rim de macaco (VERO). Os mesmos foram realizados por
dois analistas diferentes e mostraram resultados de poténcia satisfatorios para ambos, nao
observando desvios estatisticamente significativos. A construcao dos graficos foi elaborada
mediante ao nimero de resultados de ensaios realizados (16 para os sorotipos 1, 3, e 4; quatro
para o sorotipo 2), que mesmo embora ndo tenha alcancado os 20 resultados pré-estabelecidos
para a fixagdo dos limites de controle, isso ndo inviabilizou os ensaios realizados no INCQS,
J& que novos ensaios serdo realizados e incluidos para a constru¢do do grafico e fixacao dos

valores dos limites de controle.

Palavras-chave: Dengue. Vacina. Carta Controle. Ensaio de Poténcia.



ABSTRACT

Dengue is a febrile, acute viral disease caused by any of the four viral serotypes (DENV-1,
DENV-2, DENV-3, DENV-4) that can cause asymptomatic infection, mild fever, dengue
hemorrhagic fever or dengue shock syndrome. According to the World Health Organization
(WHO), 2.2 million cases worldwide were reported in 2010 and 3.2 million cases in 2015.
Nowadays, dengue is the most important arbovirose (arthropod-borne disease) that affects
man and constitutes serious public health problems in the world, especially in tropical
countries, where environmental conditions favor the development and proliferation of Aedes
aegypti, the main vector. The main strategy currently in place to obtain an effective
prophylactic measure in disease prevention is the development of a tetravalent vaccine against
dengue. In this context, the National Institute of Quality Control in Health of the Oswaldo
Cruz Foundation (INCQS / Fiocruz) is the main responsible for quality control of the vaccines
used in the National Immunization Program, conducting biological tests to evaluate the
potency and thermostability of vaccines. One of the parameters for quality assurance for batch
release is the control chart analysis of the reference vaccines. These charts (or graphics) are
tools used to monitor and keeping up with the performance of a measurement process,
verifying through these charts whether the process is within permissible limits. The aim of the
present study is to develop a control chart of the reference vaccine for use in the dengue
vaccine potency trials. The assay was based on an in vitro test by assessing cell cytopathic
effect, quantifying the infectivity of dengue virus by immunocolorimetry using the four
serotypes in monkey kidney cell cultures (VERO). They were performed by two different
analysts and showed satisfactory potency results for both, not observing statistically
significant deviations. The construction of the graphs was done by means of the number of
test results (16 for serotypes 1, 3 and 4, four for serotype 2), which even though it did not
reach the 20 pre-established results for setting the limits of control, this did not invalidate the
tests performed in the INCQS, since new tests will be performed and included for the

construction of the chart and setting of the values of the control limits.

Keywords: Dengue. Vaccine. Control Chart. Vaccine Potency.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos historicos e epidemioldégicos da dengue

A dengue ¢ uma doenca febril, aguda de etiologia viral causada por qualquer um dos
quatro sorotipos virais, que podem ocasionar infec¢do assintomadtica, febre branda, febre
hemorragica da dengue ou sindrome de choque por dengue (BRASIL, 2002). As primeiras
descrigdes do quadro clinico compativel com essa enfermidade foram registradas em uma
enciclopédia chinesa ha 610 d.C, e conseguinte a esse periodo, surtos epidémicos de febre
aguda da doenga surgiram no Oeste da india Francesa e no Panama se disseminando pelo
mundo, como mostra a linha do tempo apresentada na figura 1 (BARRETO; TEIXEIRA,
2008).

Figura 1 - Linha do tempo dos aspectos histéricos e epidemioldgicos de registros e evolugao

da Dengue pelo mundo.

ATE A DECADA DE 1970
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M& FILADELFIA CASOS NAS AMERICAS

ERRADICADD A.Aegypti
(febre amarela urbana)

Fonte: (BARRETO; TEIXEIRA, 2008).

A dengue ¢ a mais importante arbovirose (doenga transmitida por artropodes) que
afeta o homem e constitui-se em sérios problemas de satide publica no mundo, especialmente
em paises tropicais e subtropicais, onde as condi¢des do meio ambiente favorecem o
desenvolvimento e a proliferacdo do Aedes aegypti, principal mosquito vetor (BRASIL,
2002). Esta espécie de artropode é originria da Africa Subsahariana, onde se domesticou e se
adaptou ao ambiente criado pelo homem, tornando-se antropofilico, sendo suas larvas
encontradas em depositos artificiais (TEIXEIRA; BARRETO; GUERRA, 1999).

A doenca apresenta-se nos grandes centros urbanos de varias regidoes do mundo,
inclusive do Brasil, sob a forma de epidemias, e hiperendémica nos lugares onde um ou mais
sorotipos circularam anteriormente. Ao longo dos trés ultimos séculos, tem-se registrado a

ocorréncia da dengue em varias partes do mundo, com pandemias e epidemias isoladas,
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atingindo as Américas, a Africa, a Asia, a Europa e a Australia (TEIXEIRA; BARRETO;
GUERRA, 1999).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Satde (OMS), grande parte desses
acontecimentos sao resultados das mudangas climaticas que geram um aumento da exposi¢ao
acarretando uma ameaga grave as areas que nao sofrem com a dengue endémica até o
momento. Diante destes fatos, h& um monitoramento prévio de todas as areas vulneraveis a

dengue todo ano, apontando os locais criticos, € onde o virus pode se tornar perigoso como

ilustra a Figura 2 (OMS, 2009).

Figura 2 - Mapa da Organizagdo Mundial da Saude que apresenta as areas vulnerdveis a

dengue em todo o planeta.
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Fonte: (OMS, 2009).

Em 1998, 17 paises notificaram casos de dengue nas Américas, sendo os principais
paises com o maior numero de casos, o Brasil com 559.285, Colombia com 63.182 e,
Venezuela apresentando 37.586 casos notificados com propor¢do muito variavel de casos
hemorragicos (de 0,02% a 15,2%). Estas variagdes podem ser imputadas a multiplos fatores,
destacando-se o niimero de sorotipos € o tempo em que estdo circulando em cada espacgo; a
proporcao das epidemias de dengue classico anteriores e atuais que determinam o estado
imunologico das populacdes expostas a novas infecgdes; as diferengas genéticas entre as

cepas; aos atributos pessoais como idade e raca dos individuos; as diferengas nos critérios de
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classificagdo diagnoéstica das formas de dengue que confere maior ou menor sensibilidade ao
sistema de detec¢do de casos, bem como a qualidade e cobertura dos sistemas de saude de
cada pais (TEIXEIRA; BARRETO; GUERRA, 1999).

Segundo a OMS houve um aumento de casos notificados na década de 1996-2005 de
0,4 para 1,3 milhdo, atingindo 2,2 milhdes em 2010 e 3,2 milhdes de casos em 2015 como
mostra a Figura 3. Estima-se que ocorram anualmente no mundo cerca de 50 a 100 milhdes de
casos sintomaticos, 3,2 milhdes de casos graves e nove mil mortes, a maioria ocorrendo em

paises em desenvolvimento (BHATT, 2013; OMS, 2012).

Figura 3 - Numero médio de casos de dengue e dengue grave registrado anualmente 8 OMS

entre 1955-2007 e o numero de casos relatados nos ultimos anos, 2008-2010.
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Fonte: (OMS, 2012).

Indicadores como caréncia de servicos e saneamentos basicos, tais como agua
canalizada, esgoto, remocdo de lixo e alta densidade populacional, condicionam a uma
propagacao massiva da doenga, suscitando a indices graves da dengue (GUBLER, 1998). Em
paralelo a isso, as terapias utilizadas para o manejo da doenga, até o presente momento, nao
estdo disponiveis, se limitando apenas ao controle de vetores através de medidas de protecao
pessoal como remog¢do da dgua estagnada, destrui¢ao de pneus velhos e latas que servem
como criadouros de mosquito. Ou podem ser utilizados métodos que limitam o contato
homem-vetor como mosquiteiros, telas nas janelas das casas ou roupas de protecdo. Também
sdo utilizados parasitas, patdogenos ou predadores naturais tais como Bacillus thuringiensis

istraelensis (BTI) ou peixes que comem as larvas do mosquito como Gambusia affinis, € uso
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de inseticidas para controlar as diferentes fases dos insetos, mas todas estas medidas com
poucos dados para apoiar seu impacto na doenga clinica. Assim, o desenvolvimento de uma
vacina contra dengue segura e eficaz foi um grande avango no controle da doenga (ACHEE et

al.,2015; VANNICE; ROEHRIG; HOMBACH, 2015).

1.2 Dengue: agente etiologico, vetores, transmissio, fisiopatologia e manifestacoes

clinicas da doenca.

O virus da dengue ¢ um arbovirus do género Flavivirus pertencente a familia
Flaviviridae. E caracterizado por apresentar um acido ribonucleico (RNA) de filamento tinico
e, seu genoma apresenta uma fita inica de RNA com um unico sitio de inicio de leitura
(ORF). O OREF ¢ traduzido em uma unica poliproteina, que ¢ clivada pelas proteases do virus
e da célula infectada em 10 proteinas: trés estruturais e sete ndo estruturais, conforme

ilustrado na Figura 4 (SILVA; RICHTMANN, 2006).

Figura 4 - Estrutura do virus da Dengue

10 genes:
W 3 estruturais C, E, M
U 7 ndo estruturais: NS-1, NS2A, NS2B, N33, NS4A, NS4B, NS5

Fonte: (https:/fernandobraganca.com.br/2016/08/01/vacina-contra-a-dengue-entre-9-e-45-anos/).

O virus da dengue ¢ composto por quatro diferentes sorotipos, DENV-1, DENV-2,
DENV-3 e DENV-4. Todos os quatro sorotipos ja foram sequenciados. Cada sorotipo
proporciona imunidade permanente especifica e imunidade cruzada em curto prazo, e todos os
sorotipos podem causar doengas graves e fatais. Existe variagdo genética dentro de cada

sorotipo, com pelo menos cinco genotipos descritos para o sorotipo DENV-1, cinco para o
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DENV-2, quatro para o DENV-3 e dois para o DENV-4, e s3o essas variantes genéticas que
caracterizam as diferencas de viruléncias e potencial epidémico apresentadas em cada
sorotipo (SILVA; RICHTMANN, 2006).

Os vetores sdao artropodes da espécie A. aegypti, responsavel pela transmissao da
dengue nas Américas, € A. albopictus, outra espécie considerado vetor secundario da dengue.
Nas ultimas décadas espalhou-se pela Asia, Africa, América e Europa. (OMS, 2017a;
BRASIL, 2002).

A transmissao se faz pela picada da fémea do 4. aegypti ou A. albopictus em um
individuo j4 infectado pelo virus da dengue. Ao picar uma pessoa sadia, o mosquito (fémea)
infectado transmite a doenca desencadeando assim um ciclo: homem (com viremia) -
aegypti — homem, como explicitado na Figura 5. No ciclo urbano, o homem ¢ o unico
hospedeiro com importancia epidemiologica e a transmissdo ocorre a partir de vetores

urbanos infectados (BRASIL, 2002).

Figura 5 - Ciclo epidemiologico da Dengue
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Fonte: (BRASIL, 2002).

Apo6s um repasto de sangue infectado, o mosquito fica apto a transmitir o virus, depois
de dois a 10 dias de incubagdo. A transmissdo mecanica também ¢é possivel, quando o repasto
¢ interrompido e o mosquito, imediatamente, se alimenta num hospedeiro suscetivel proximo.
Nao ha transmissao por contato direto de um doente ou de suas secrecoes com uma pessoa

sadia, nem de fontes de 4gua ou alimento (BRASIL, 2002).
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O periodo de incubacdo varia de trés a dias e, o periodo de transmissibilidade ocorre
enquanto houver presenga de virus no sangue do homem. Apoés a picada do mosquito, a
infeccdo pelo virus se da através da infeccao de monocitos e células dendriticas (células da
linhagem dos fagocitos mononucleados) com subsequente apresentacao dos antigenos virais
aos linfocitos T para o estabelecimento de resposta imunoldgica (MASSAD, 2003).

A infeccdo pelo virus da dengue causa uma doenca cujo espectro inclui desde
infec¢des inaparentes até quadros de hemorragia e choque, podendo evoluir para o éxito letal.
Estes dois aspectos clinicos, apresentados na Figura 6, sdo classificados em dengue com ou

sem sinais de alarme e dengue grave de acordo com a OMS (OMS, 2009).

Figura 6 - Classificacdo dos casos de dengue pela gravidade

DENGUE £ SINAIS DE ALARME DENGUE GRAVE

DENGUE COM OU SEM SINAIS DE ALARME DENGUE GRAVE

Provével dengue Sinais de alerta Extravasamento de plasma levando a:
Habitar ou ter viajado a +  Dor abdominal Choque )

area endémica. + Actimulo de fluidos com desconforto
Febre e dois dos +  Vbmitos persisentes respiratorio
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Nauseas e vomitos + Edema clinica
+  Exantema + Sangramento de mucosas } A
Grave envolvimento de érgaos
Dor e mal estar + Letargia, agitacao ) FIgadu:‘AST OU.ALT 21000
+  Alteragoes do sistema nervoso central
Prova do lago positiva * Aumento > 2cm no figado * Coragao & outros drgaos
+ Leucopenia +  Aumento do hematdcrito com

concomitante & rapido
decréscimo de plaguetas

Fonte: (OMS, 2009).

A sintomatologia dos individuos que adquiriram a doenca varia de acordo com os
aspectos clinicos apresentados na Figura 6. Desta forma, ¢ necessario averiguar de forma
incisiva e se atentar as manifestacdes clinicas para se obter um diagnostico e tratamento
adequado. O diagndstico pode ser feito através do isolamento do agente ou pelo emprego de
métodos soroldgicos - demonstracdo da presenga de anticorpos da classe imunoglobulina M
(IgM) em tnica amostra de soro ou aumento do titulo de anticorpos da classe imunoglobulina
G (IgG) em amostras pareadas (conversao sorologica). O isolamento ¢ o método mais

especifico para determinagdo do sorotipo responsavel pela infec¢do. A coleta de sangue deve
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ser realizada de preferéncia no terceiro ou quarto dia do inicio dos sintomas. Apos o término
dos sintomas ndo se deve coletar sangue para o isolamento viral. Os testes soroldgicos
complementam o isolamento do virus e a coleta de amostra de sangue devera ser feita apds o

sexto dia do inicio da doenga (BRASIL, 2002).

1.3 Programa Nacional de Imunizacdes (PNI)

O PNI, criado em 1973, tem por caracteristica coordenar as a¢des de imunizagdo no
pais, antes organizadas em programas de controle de doengas. O primeiro calendario nacional
de vacinagdo foi divulgado em 1977, através da Portaria n® 452/77, normatizando vacinas
como: triplice bacteriana (DTP), contra difteria, tétano e coqueluche; vacina Bacilo Calmette-
Guerin (BCQ), contra tuberculose; vacina monovalente contra sarampo; e vacina oral contra
poliomielite (VOP) (DOMINGUES; TEIXEIRA, 2013; BRASIL, 2013).

A implementagdo do PNI, possibilitou a multivacinagdo, contribuindo para reducao
das desigualdades regionais e sociais, bem como a garantia de uma autossuficiéncia na
producao nacional, favorecendo o fortalecimento do Complexo Industrial da saude, na qual os
principais insumos sdo produzidos por laboratérios publicos e, desenvolvidos pelo Sistema
Unico de Saude (SUS) (BRASIL, 2013; DOMINGUES; TEIXEIRA, 2013; CARVALHO,
2005). O PNI corrobora fundamentalmente para a erradicacdo de doencas como, poliomelite,
sarampo, rubéola, tétano neonatal, dentre outras (BRASIL, 2016; DOMINGUES; TEIXEIRA,
2013;).

O PNI para além de assegurar uniformidade no calenddrio vacinal, permite a
padronizagdo da técnica, adogdo de estratégias inovadoras, como a combina¢do da vacinagao
de rotina através das campanhas de vacinag¢do e introduz sustentavelmente a producgdo de
novas vacinas. Congruente a estes beneficios, o PNI também promove o desenvolvimento de
estudos que avaliam impacto das vacinas na morbimortalidade e realiza a vigilancia de
eventos adversos, complementando assim a extensa cadeia de garantia da qualidade dos
imunobiolégicos utilizados (SILVA JUNIOR, 2013).

O Brasil ¢ um dos paises que mais oferecem imunobioldgicos, de forma gratuita, a
populagdo-alvo. Atualmente no pais, sdo ofertados produtos como: vacinas, soros e
imunoglobulinas, de acordo com a relagdo de produtos disponibilizados pela Coordenagao-
Geral do PNI (DOMINGUES; TEIXEIRA, 2013; SILVA JUNIOR, 2013).

Além das vacinas que compdem o calenddrio, outras se encontram disponiveis nos

Centros de Referéncia de Imunobioldgicos Especiais para portadores de condi¢des clinicas
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especiais, tais como: gestantes, povos indigenas, pessoas em tratamento contra o cancer,

pacientes cronicos, entre outros (DOMINGUES; TEIXEIRA, 2013).

1.4 Vacina da dengue

Atualmente, o desenvolvimento de uma vacina tetravalente contra a dengue ¢ a
principal estratégia para se obter uma vacina eficaz na prevencao da doenga (GAILHARDOU
et al., 2016; BHAMARAPRAVATI; SUTEE, 2000).

A primeira vacina da dengue licenciada no Brasil ocorreu em dezembro de 2015 pelo
laboratério Sanofi Pasteur (Dengvaxia®). Essa vacina também foi aprovada por outras
agéncias em 11 paises distribuidos pela Asia e América Latina (OMS, 2012).

A vacina caracteriza-se por apresentar os quatro virus vivos atenuados da Dengue,
recombinantes, quimérica, que utiliza como estrutura basica o virus vacinal da febre amarela
baseada no esqueleto YF17D (CYD-TDV), havendo substituicdo dos genes responsaveis pela
codificagdo das proteinas pré-membanares (prM) e do envelope (E), por cada um dos quatro
sorotipos do virus da dengue na matriz estabelecida. (SABECHAREON ef al., 2012).

Para além desta vacina, existem outras candidatas caracterizadas por serem de virus
vivo atenuado e inativado, proteina recombinante e vacina de acido desoxirribonucléico
(DNA). Todas estas vacinas sdo tetravalentes, apresentando os quatro sorotipos, ¢ foram

testadas através de ensaios clinicos conforme a Tabela 1 (SILVA; RICHTMAN, 2006).
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Tabela 1 - Vacinas em desenvolvimento e registradas.

VACINA TETRAVALENTE TIPO DA VACINA PRODUTOR

Dengvaxia - Genes prM e E dos quatro Virus vivo atenuado Sanofi-Pasteur®
sorotipos do virus da dengue inseridos em

uma por¢do nao-estrutural do virus vacinal

da febre amarela 17D.

TDV - Genes prM e E dos quatro sorotipos Virus vivo atenuado Takeda
do virus da dengue inseridos em uma

por¢do ndo-estrutural do virus DEN-2

(16681, PDK 53) atenuado.

TV 003/TV 005 - Genes prM ¢ E dos virus Virus vivo atenuado National Institute of Health
da dengue DEN-1, DEN-2 e DEN- 3 — NIH e Instituto Butantan
inseridos no virus DEN-4 atenuado por

delecdo de nucleotideos especificos

V180 — Proteinas de pré-membrana e de Proteina recombinante Merck
envelope produzidas através do sistema de
expressdo das células de Drosophila

TVDV — Proteinas da pré-membrana e do DNA Naval Medical Research
envelope do DENV-1,2.3.4 expressas sob Center (NMRC)
o controle do promotor-potencializador do
citomegalovirus humano do vetor de

plasmideo VR1012
TDENYV PIV — Vacina de virus inativado Virus Inativado GSK
purificado

Fonte: (SILVA; RICHTMAN, 2006; www.denguevaccine.org)

As andlises da vacina quanto a eficacia e seguranga de acordo com Gailhardou e
colaboradores (2016) se mostraram bastante eficazes na preven¢do da doenca, especialmente
em resposta aos ensaios clinicos de fase I, I, III, realizado em individuos entre dois a 60 anos
na Asia e na América Latina. Dados desse estudo apontam algumas reagdes locais na
aplicacdo da vacina, tal como dor, e reagdes adversas sist€émicas como dores de cabega e mal-
estar. Nenhuma reacdo anafilatica relacionada a vacina, eventos neurotropicos ou efeitos
viscerotropicos foram relatados.

Durante o terceiro ano de acompanhamento dos individuos deste estudo apresentado
por Gailhardou e colaboradores (2016), foi observado um risco maior de hospitaliza¢ao por
dengue no grupo de criangas menores de nove anos de idade que receberam a vacina
Dengvaxia®. Diante desta circunstancia, foi ressaltado um risco maior no grupo de criancas
nessa faixa etaria, o que sugeriu a hipotese de que a vacina para este caso induziria a uma
primo-infec¢do pelo virus da dengue, proporcionando uma prote¢ao de curto prazo apds a
admnistracdo da vacina a esse grupo, com perda de imunidade protetora ao longo do tempo

(GAILHARDOU et al., 2016).
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O laboratério Sanofi Pasteur apresentou dados comparativos que demonstraram
distingdo no que tange respeito a seguranca e eficacia da vacina Dengvaxia® de acordo com o
estado sorologico prévio a vacina¢do. A vacina apresentou uma eficacia global confirmada
contra qualquer sorotipo da dengue de 65,6% na populacdo acima de nove anos de idade. A
eficacia nessa populagdo foi de 58,4% contra o sorotipo 1, 47,1% contra o sorotipo 2, 73,6%
contra o sorotipo 3 e de 83,2% contra o sorotipo 4. Se considerarmos a forma da dengue que
leva a hospitalizagdo, a eficacia verificada da vacina foi de 80,8%. Ou seja, ha uma protegado
maior para casos de dengue considerados mais severos, que levam a internacao dos pacientes
(ANVISA, 2015).

Também foi observado no primeiro grupo (soronegativos) que a resposta a primeira
infeccdo apds a vacinagdo (na fase de perda de imunidade protetora), atuara como uma
segunda infec¢do pelo virus, gerando assim um risco maior de formas mais graves da doenca
e hospitalizacdo. J& para o segundo grupo (soropositivos), apds a primeira infeccgdo pos-
vacinagdo, a resposta observada foi similar a infecgdes pos-secundarias sem risco de formas
mais graves da doenga (DANS et al,, 2018; ANVISA, 2015; SANOFI PASTEUR, [S.d.]).

O estudo apontou que individuos que receberam a vacina e nunca tiveram contato
anterior com o virus apresentaram um risco 0,5% maior de hospitalizagao e 0,2% para dengue
grave, em comparagdo as pessoas vacinadas previamente infectadas (ANVISA, 2015). Esta
avaliagdo delineia o beneficio e a seguranca da vacina¢do de individuos previamente expostos
(soropositivo), reduzindo-se assim o numero de hospitalizagdo e casos graves da doenca nesse
grupo de individuos (ANVISA, 2015).

A vacina (uma dose — 0,5 mL) ¢ composta por um po liofilizado injetavel e diluente
para suspensdo, contendo apoOs sua reconstitui¢do, o valor de poténcia de 4,5 — 6,0 log
DICC50/dose (50% cell culture infectious dose — em inglés, ou dose infectante de 50% da
cultura celular) para os quatro sorotipos. A mesma ¢ produzida em células VERO sem soro
onde cada um dos quatro sorotipos do virus da dengue contidos na vacina foi obtido
separadamente por tecnologia de DNA recombinante, combinando o virus atenuado da vacina
febre amarela (17D204) e os quatro sorotipos dos virus selvagens da dengue. Seu esquema
terapéutico ¢ de trés doses, com intervalo de seis meses entre cada uma, sendo indicada para
individuos com idade entre 9 — 45 anos que residem em areas endémicas, e contraindicadas
para gestante, e pessoas com sistema imunologico comprometido (SANOFI PASTEUR,

[S.d.]).
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1.4.1 Recomendagdes prévias para a utilizagdo da vacina da dengue

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em conjunto com a Sociedade
Brasileira de Imunizagdo (SBIm), Pediatria (SBP), Infectologia (SBI) e Medicina Tropical
(SBMT), e a Federagdo Brasileira das Associagdes de Ginecologia e Obstetricia
(FEBRASGO), alinharam recomendac¢des fundamentais com o intuito de orientar a
comunidade médica em geral sobre a seguranga e eficidcia da Vacina Dengvaxia® (OMS,
2017b):

e A Anvisa recomenda a aplicagdo da vacina Dengvaxia® em adultos, adolescentes e
criancas dos nove aos 45 anos de idade que moram em areas endémicas; e a nao utilizagao da
vacina em individuos soronegativos, ou seja, a vacina Dengvaxia® ndo deve ser administrada
em individuos que ndo tenham sido previamente infectados pelo virus da dengue;

e Deve-se haver uma avaliagdo individualizada para os individuos que iniciaram e ainda nao
completaram o esquema vacinal e desconhecem seu status sorologico prévio a vacinacao;

e Deve-se avaliar o risco e beneficio da vacina nos casos da utilizagdo das mesmas em
programas publicos, uma vez que em regides de alta endemicidade o beneficio da imunizacao
superara o risco atribuivel a vacinacdo dos soronegativos, ja que as infec¢des primarias
deverao correr independentemente da vacinagao;

e Aprimoramento do sistema de vigilancia e monitoramento da eficicia e seguranga da
vacina em programas publicos;

e Individuos soronegativos para dengue e/ou sem conhecimento prévio do seu status

sorologico que foram vacinados devem ser monitorados com maior atengao.

1.5 Controle de qualidade das vacinas

De acordo com a Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) n. ° 73/2008 da Anvisa,
que dispde sobre o Regulamento Técnico para procedimento de liberacao de lotes de vacinas
para consumo no Brasil, ¢ delegada ao Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
da Fundagdo Oswaldo Cruz (INCQS/Fiocruz) a responsabilidade pela liberacdo de todos os
lotes de vacinas utilizadas no pais. Desta forma, o INCQS/Fiocruz desempenha um
importante papel dentro e fora do PNI, tanto por analisar os lotes de vacinas adquiridas pelo
programa, quanto pelo seu carater consultivo ao Ministério da Satde na identificacdo de

prioridades, formulacdo de diretrizes nacionais nas areas de pesquisa, producdo, aquisicao,
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distribuicdo e utilizagdo de imunobiologicos, fundamentado em avaliagdes sistematicas e em
dados técnico-cientificos atualizados (BRASIL, 2008).

O controle de qualidade oficial dos imunobioldgicos utilizados no Brasil iniciou-se em
1973, por determinag¢dao do Ministério da Saude, com a institucionalizagao do PNI (BRASIL,
2013).

Nesse contexto, em 1983, o INCQS/Fiocruz como 6rgao publico federal que atende ao
Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria, assumiu a responsabilidade pelo controle oficial da
qualidade de todos os lotes de imunobioldgicos a serem utilizados pelo PNI (TEMPORAO;
NASCIMENTO; MAIA, 2005; PONTE, 2003;).

A utilizacdo de imunobioldgicos carreou consigo a necessidade severa da
implementa¢do do controle de qualidade dos produtos, a fim de garantir a qualidade,
seguranca, eficacia e credibilidade dos mesmos junto ao mercado consumidor (NETTO,
2010).

As vacinas privadas, ou seja, aquelas que ndo sdo contempladas ao PNI, sdo
submetidas apenas a analise documental, através de uma avalia¢dao critica do protocolo de
producao e controle das diversas etapas do processo de fabricacdo, desde a aquisicao da
matéria prima até o produto final. Deve-se cumprir para além destas, as determinacgdes
impostas pela Anvisa, definidas pela RDC n° 17, de 16 de abril de 2010, que dispde sobre as
Boas Praticas de Fabricacdo de Medicamentos de uso humano, ¢ da Farmacopeia especifica
do produto (CARVALHO, 2014; BRASIL, 2010; NETTO, 2010;).

O controle de qualidade de vacinas € realizado pelo laboratério de origem e
posteriormente submetido a analise do INCQS/Fiocruz, que através de ensaios biologicos,
utilizando ou ndo cultura celular, ¢ avaliada a eficacia do produto (ensaios de identidade,
estabilidade e poténcia) e seguranga (testes de esterilidade, toxicidade e pirogénio ou

endotoxina bacteriana) (CARVALHO, 2014; NETTO, 2010).

1.5.1 Ensaios de Poténcia

Os ensaios de poténcia da vacina consistem na avaliacdo do seu potencial de indugdo
de imunidade protetora pds-administracdo. A eficacia das vacinas atenuadas estd relacionada
ao numero de particulas vivas, que pode ser determinado por contagem ou titulacdo, sendo um
método essencialmente in vitro (METZ et al., 2002).

No caso da vacina da dengue, tais ensaios adotam as recomendagdes técnicas da OMS

e sdo fundamentados na infectividade das culturas de células frente aos quatros sorotipos de
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virus presentes na vacina (OMS, 2006). O ensaio ¢ avaliado através da presenca ou auséncia
do efeito citopatico nas culturas celulares, apresentando alteragdes imunocolorimétricas
ocasionadas pela presenca do virus especifico para cada sorotipo, sendo o titulo viral expresso

em log;o DICCs por dose.

1.5.2  Uso de culturas de células em ensaios biologicos

A técnica de cultura celular ¢ caracterizada pela manutengdo de células vivas em
laboratério, organizadas e acopladas em recipientes estéreis, permitindo assim a extensao da
técnica de cultura em tecido. A cultura de células em laboratorios tem como um dos objetivos
possibilitar a realizacdo de ensaios de poténcia e termoestabilidade de vacinas (MIGITA,
2012).

Esta pratica tornou-se primorosa ¢ eficiente no ambito de pesquisas biomédicas e
biotecnoldgicas, uma vez que sdo modelos biologicos mais simples quando comparados a
animais de experimentagdo (MIGITA, 2012).

A cultura celular traz diversas vantagens para o desenvolvimento de trabalhos
cientificos, mas assim como qualquer outra técnica, uma vez que contaminagdes cruzadas sao
comumente apresentaveis. Outro ponto marcante sdo os meios ricos em nutrientes utilizados
para o crescimento celular, que também propiciam o crescimento de diversos organismos.
Desta forma, ¢ necessaria uma condi¢@o estéril para que o crescimento aconteca de forma
adequada e controlada (ALVES; GUIMARAES, 2018).

Existem diversas aplicagdes para as quais a cultura celular pode ser empregada para
obtengdo viral, fins diagndstico de doencgas para analise de alvos farmacolédgicos e producdo
de produtos bioldgicos, como por exemplo: imunobioldgicos e anticorpos monoclonais
(FRESHNEY, 2006; MIGITA, 2012).

O emprego de culturas celulares em ensaios bioldgicos requer conhecimento prévio
das linhagens criopreservadas. As células devem se encontrar em perfeitas condi¢des de
armazenamento e controle didrio. Cada célula ¢ especifica para um determinado ensaio a que
se propde realizar. Desta forma, devem ser adequadas e cultivadas conforme a necessidade e
especificidade de cada ensaio (ALVES; GUIMARAES, 2018).

O banco de células do INCQS/Fiocruz tem seu arcabougo baseado na aquisi¢do de
linhagens celulares oriundas de diferentes bancos celulares centrais, tais como a ATCC
(American Type Culture Collection), Cole¢do Europeia de Culturas de Células Autenticadas

do inglés European Collection of Authenticated Cell Cultures — ECACC, e BCRJ (Banco de



27

Células do Rio de Janeiro). Os tubos de linhagens celulares certificadas e autenticadas
adquiridas desses polos sdo denominados por células sementes, que sdo criopreservadas de
acordo com as especificagdes estabelecidas pelo POP (Procedimento Operacional Padrao) do
Setor de Cultura de Células do INCQS/Fiocruz. Deve-se realizar um monitoramento periddico
das culturas em uso, uma vez que o risco de contaminacdo cruzada ¢ comum e as condigdes
de cultivo devem ser controladas. Cada célula exige um meio de cultura especifico, contendo
o substrato adequado de modo a fornecer os nutrientes necessarios as células para que as
mesmas possam se desenvolver, além da manutencao de um ambiente fisico-quimico ideal

(temperatura, pH e umidade adequados) (ALVES; GUIMARAES, 2018; MIGITA, 2012).
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2 JUSTIFICATIVA

O controle de qualidade aplicado a imunobiologicos ¢ uma das ferramentas mais
importantes no processo de fabricacao/producdo de vacinas, auxiliando no processo de
implantacdo de um sistema de qualidade e aperfeicoamento de produtos (ROCHA;
GALENDE 2018; PONTE, 2003).

Nesse contexto, o INCQS/Fiocruz ¢ o Instituto responsavel pelo controle de qualidade
das vacinas utilizadas no Brasil. O Instituto ¢ composto por diversos departamentos, dentre os
quais, estd o departamento de Imunologia (DI) composto pelo laboratério de Vacinas Virais,
Biofarmacos e Cultura de Células que ¢ um dos quais realizam o controle de qualidade das
vacinas.

A avaliagdo da poténcia, termoestabilidade, eleicao e analise de carta controle das
vacinas de referéncia se ddo através de ensaios bioldgicos (ALMEIDA, 2014; SANTOS,
2010).

Cartas (ou graficos) de controle sdo utilizadas para monitorar e acompanhar o
desempenho de um processo de medi¢do. Estes graficos determinam estatisticamente uma
faixa denominada limites de controle composto pela linha superior (limite superior de
controle), uma linha inferior (limite inferior de controle), € uma linha média. O objetivo desta
ferramenta ¢ verificar, por meio do grafico, se o processo esta dentro dos limites permissiveis,
apontando causas especiais de variacdo para que medidas corretivas sejam aplicadas (DE
OLIVEIRA, 2013).

Assim, a relevancia deste trabalho fundamenta-se no fato de que a elaboracao de uma
carta controle da vacina de referéncia da dengue, produzida pelo laboratorio Sanofi Pasteur, ¢
necessaria para garantia da qualidade dos resultados, uma vez que a vacina de referéncia ¢
analisada em paralelo com a amostra teste, e a obten¢do de resultados dentro de limites pré-
estabelecidos ¢ obrigatorio para a validade dos resultados dos testes de poténcia e

termoestabilidade.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Elaborar uma carta controle da vacina de referéncia para utilizagdo nos ensaios de

poténcia da vacina da dengue.

3.2 Objetivos especificos

e Estimar o titulo da vacina da dengue através de ensaios de poténcia;

e Realizar o controle sistematico dos resultados da poténcia da vacina de referéncia

utilizando o grafico controle.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras de vacinas

As amostras das vacinas tetravalentes da dengue fabricadas pelo produtor Sanofi
Pasteur, foram armazenadas e mantidas a uma temperatura de 2 a 8°C, e foi utilizado apenas
um lote para a realizacao dos ensaios. Toda a metodologia foi realizada de acordo com POP

descrito pelo laboratorio fabricante Sanofi Pasteur.

4.2 Cultura de células

Foram utilizadas culturas de células de linhagens VERO (células aderentes epiteliais
de rim de macaco verde africano), cuja manutengdo e preparo seguem o PU.3430.057
(INCQS, 2018) do Setor de Cultura de C¢lulas, do DI, INCQS. Este procedimento de uso visa
padronizar a manutencdo e o fornecimento da linhagem VERO, oriunda da Sanofi Pasteur
utilizada no DI em ensaios de determinacao de poténcia e termoestabilidade da vacina contra
Dengue do fabricante Sanofi Pasteur.

As marcas e especificagdes dos insumos utilizados se encontram descritos nos

Apéndices A e B.

4.2.1 Manutenc¢ao da linhagem celular VERO

A manutenc¢do da linhagem celular se deu a partir de lotes de células-mestre (LM), que
foram usados para a produ¢do de lotes de células de trabalho (LT). Os LT constituem o
estoque de células utilizado na rotina de ensaios realizados no INCQS/Fiocruz entre as
passagens 142 e 150 apds o descongelamento das ampolas do LT, sendo esta uma
obrigatoriedade para o controle de qualidade dos ensaios.

Para a manutencdo celular foram seguidas as recomendagdes conforme o POP
65.3430.031 que disserta sobre a manutengdo de linhagens celulares animais com
peculiaridades que serdo descritas ao longo desta metodologia (INCQS, 2017).

As culturas foram mantidas com o Meio Essencial Minimo (MEM) com 5% Soro
Fetal Bovino (SFB), na qual sua preparagdo e suplementacdo foram realizadas de acordo com
as especificacdes na tabela que se encontra no Apéndice A, em estufa umidificada a 37 °C +

1°C, 5% CO, £ 1 % CO,.
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Para a realizacdo do subcultivo (passagem) da linhagem celular foi retirado o meio de
cultura e lavada a monocamada duas vezes com solu¢do de Phosphate Buffered Saline (PBS)
[1x] sem Ca™ e sem Mg™. O PBS foi diluido previamente antes de ser utilizado conforme
especificagdes da tabela no Apéndice A.

Apos a lavagem inicial com PBS foi adicionada solucdo de Tripsina Versane EDTA
preparada anteriormente de acordo com as concentragdes apresentadas na tabela no Apéndice
A. A quantidade de tripsina utilizada varia de modo a preencher superficialmente toda a
monocamada da garrafa. Incubou-se por dois minutos a uma temperatura de 37°C + 1°C para
que a monocamada se desprendesse com mais facilidade.

Apo6s o desprendimento da monocamada, foi adicionada uma aliquota do meio MEM
5% SFB, previamente preparado e mantido refrigerado para auxiliar na inibicdo da acdo da
tripsina.

As células foram dissociadas energeticamente por aspiracdes e liberagcdes sucessivas
da suspensdo celular usando uma pipeta de volume adequado, ¢ um pool das solugdes
contidas nas garrafas foi realizado.

A contagem das células foi realizada conforme PU 3430.057 (INCQS, 2018) e
calculou-se o volume necessario a ser utilizado no subcultivo.

A preparagdo de novas garrafas seguiu as recomendagdes de acordo com o descrito na

tabela no Apéndice A.

4.2.2 Preparo e fornecimento da suspensao celular VERO

Para a realiza¢do do ensaio de determinagdo de poténcia e termoestabilidade da vacina
contra a Dengue, a linhagem celular fornecida deve estar entre as passagens nimero 142 e
150.

A cultura celular foi preparada e mantida em observagao, e somente tripsinizada para o
fornecimento os cultivos celulares que possuiam de quatro a cinco dias de crescimento
conforme preconizado nas especificagoes.

O volume da suspencdo foi transferido para um tubo de centrifuga de 50 mL e
centrifugado (IEC — Centra MP 4R, USA) a 830 rotacdes por minuto (rpm) (160 x g)/ 10 min/
5 °C / aceleragao Srpm/s/ desaceleracdo Srpm/s. Apds centrifugado, o sobrenadante foi
desprezado e adicionados 10 mL de MEM 10% SFB conforme Apéndice A. Homogeneizou-
se as células energeticamente por aspiracdes e liberacdes sucessivas da suspensdo celular

usando uma pipeta de volume adequado ou com uso de agitador de tubos.
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A contagem celular foi realizada em duas diluigdes preparadas independente
totalizando oito quadrantes. A suspensdo celular foi fornecida em erlenmeyer de acordo com
o volume necessario e concentracio final de 3,0 x 10° £ 20% células/ mL para a realizagao do
ensaio. O meio foi preparado com formulagdao de 100 mL de MEM (10x) + 33 mL de solugao
de bicarbonato de sodio 5,6% (p/v) previamente filtrado para ajuste do pH. Foi adicionado
100 mL de SFB, 10 mL de 200 mM L-glutamina, 2 mL de Penicilina-Dihidrostreptomicina e

avolumado para 1000 mL com agua destilada estéril.

4.2.3 Preparo do meio de dilui¢do da vacina

Para o preparo do meio empregado na dilui¢do da vacina, foram utilizados 100 mL do
meio MEM (10x) + Earle’s-L-glutamina — NaHCO; previamente filtrado com 33 mL de
solugdo de bicarbonato de sédio 5,6% (p/v) para ajuste do pH, suplementou-se também, 100
mL de SFB, 10 mL de 200 mM L-glutamina, 2 mL de Penicilina-Dihidrostreptomicina e
avolumado para 1000 mL com agua destilada estéril, acrescentando 20 mL de tampao 2 % de
hydroxyethyl piperazineethanesulfonic acid (HEPES).

O meio depois de preparado ficou armazenado a uma temperatura de 2-8 °C.

4.3 Preparacio da microplaca de 96 pocos

Para a preparacdo da microplaca foi realizada a identificagdo das mesmas com a data
do ensaio, nome do operador, tipo da amostra e sorotipo a ser titulado. Para cada sorotipo foi
designado uma coloragdo diferente para melhor assimilacdo: para o sorotipo 1 — preto,
sorotipo 2 — azul, sorotipo 3 — vermelho e para o sorotipo 4 — verde.

Apos a identificacdo das placas, foram distribuidos 100 pL da suspencdo celular
previamente preparada na concentragdo de 3x10° cels/mL em 10% de SFB nas microplacas
(Falcon, USA) de 96 pogos da coluna 1 a 12, mantendo a coluna 11 da placa vazia. Posterior a
essa acdo, distribuiu-se 100 pL de meio de cultura previamente preparado nos pogos da
coluna 12, destinados ao controle negativo das células VERO. Incubaram-se as placas na
estufa a uma temperatura de 36 °C = 1 °C, 5 % CO; £ 1 % CO,, até a distribuicdo das
diluicdes virais.

As vacinas liofilizadas foram reconstituidas com solu¢do de NaCl e homogeneizadas,

utilizando-as para o controle de validagao.
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As amostras ndo sofreram oscilagdes drasticas de temperatura antes do teste e apos a

reconstituicdo da vacina foi realizada a 1* diluicao.
4.4 Preparacio da diluicdo seriada em megaplaca

Para a preparacdo da diluicdo seriada, utilizou-se o meio MEM 10% SFB com 2% de
HEPES, o mesmo utilizado anteriormente para a distribui¢do do controle celular na
microplaca. Foram realizadas duas pré-dilui¢des utilizando uma micropipeta multicanal
automatica (Sartorius - Picus 1200, Brasil): A primeira de 10" na qual foram adicionados 100
uL da vacina reconstituida em 900 pL de meio de diluicdo, e a segunda de 10 onde foram
adicionados 100 pL da diluigdo de 10" em 900 pL de meio de diluigdo. Consecutivo a isso,
foi realizada uma dilui¢do serial de 4, onde foi adicionado 400 pL da dilui¢do anterior (de 10

%) em 1200 pL de meio de dilui¢do, conforme apresentado na figura 7.

Figura 7 - Preparacdo da megaplaca de dilui¢do para o ensaio de poténcia da vacina da
dengue.

Pré-Diluicdo (10=)
-1 900 pl de meio + 100ul da amostra
-2 900 pl de meio + 100pl da diluigdo 101

Sauu 112

.
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Diluicao

1/2/3 4 5/6/7/8/9/10 11 12|

.26 1200 pL de meio + 400 pL da diluigao 10+

3.2 1200 pL de meio + 400 pL da diluigio 10-2.6
3.8 1200 pL de meio + 400 pL da diluigao 1032
-4 1200 pL de meio + 400 pL da diluigao 1028
5.0 1200 pL de meio + 400 pL da diluigao 1044
5.6 1200 pL de meio + 400 pL da diluigio 1050
€2 1200 pL de meio + 400 pL da dilvigao 1035
€8 1200 pL de meio + 400 pL da diluigao 1052

- controle de validagdo sorotipo 1
- controle de validagdo sorotipe 2
- controle de validacdo sorotipo 3
4 - controle de validagdo sorotipo 4

Fonte: (SANOFI PASTEUR, 2018).

Depois de realizada esta primeira parte da pré-diluicdo, foi homogeneizado 800 pL

cinco vezes e transferido 400 pL da ultima dilui¢do obtida na diluicio de 102, Em seguida,
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homogeneizou 400 pL da diluicdo dez vezes e transferiu-se de modo seriado para cada pogo

da megaplaca.
4.5 Distribuicao das dilui¢oes virais para titulacdo em microplacas

Na etapa da diluicdo seriada preparada na megaplaca, ¢ com o auxilio de uma
micropipeta multicanal automatica de volume (50 — 1200 pL) foi recolhido todo o volume da
dilui¢do da megaplaca da coluna 1 (sorotipo 1 — CV1) e distribuido 100 pL nas colunas de 1 a
10 da microplaca de 96 pogos conforme a figura 8. Cada coluna da megaplaca preencheu uma
microplaca correspondente ao sorotipo especifico, com excegdo da coluna 11 e do controle

negativo da microplaca que ndo receberam a dilui¢do preparada na megaplaca.

Figura 8 - Esquema de inoculacdo vertical das diluigdes da vacina na microplaca.

1011

" 1/4 diluigdo

epceleet

T ommonion

™
@& |
|- N
W,

A

N\

Microplaca de 96 pogos

= mmg

Fonte: (SANOFI PASTEUR, 2018).

Em outra microplaca foi distribuido o volume dos pogos da coluna 2 da megaplaca
(sorotipo 1 — CV2), e assim sucessivamente. A cada diluicdo as ponteiras foram trocadas e

descartadas.
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Apo6s a inoculagdo das diluigdes, totalizando oito microplacas, cada uma delas foi
coberta com filme adesivo (Corning, USA) e incubada em estufa a 36 °C = 1 °C, 5 % CO, £

1% CO;, por sete dias.

4.6 Fixacao das células vero com acetona

Apos sete dias de incubacao das microplacas, as mesmas foram examinadas ao
microscopio e descartado o meio por inversao em um recipiente para residuos. Os pocos
foram fixados com aproximadamente 250 a 300 pL de 85% de acetona fria a < -20°C e
preparada previamente a solu¢do contendo 1700 mL de acetona e avolumado para 2000 mL
com agua destilada, em uma cabine de seguranga quimica.

As placas foram inoculadas a temperatura de < -20°C por 15 minutos e, ao final deste
tempo, toda a acetona foi removida dos pogos por inversdo em um recipiente para descarte de
residuos e retirado o excesso da solugdo através de leves batidas em papel adsorvente.

Apos toda a acetona ser removida, as placas foram mantidas para secar em cabine de
seguranga bioldgica por 30 minutos, até que todos os pogos estivessem devidamente secos
para evitar o desprendimento das monocamadas de célula. Caso necessario, as placas foram

mantidas por mais tempo nessa condigao.

4.7 Coloracao

No procedimento de coloragdo, duas solu¢des foram preparadas: a primeira foi a
solucdo do Tampdo de Lavagem contendo, 100 mL de PBS (10X) sem Ca™ ¢ Mg™; 0,5 mL
de Tween 20 e avolumou-se para 1000 mL com agua destilada. Em seguida foi preparada a
solug¢do do tampao de saturacdo, contendo 2,5g de Skimmilk; 0,5 mL de Triton X-100 MW
647; ¢ 100 mL de Tampao de Lavagem, e mantida sob agitacdo magnética para se obter uma
solucao homogénea antes do uso. Foram distribuidos 100 pL do tampao de saturagdo em cada
poco da placa utilizando uma micropipeta automatica, e ao final deste procedimento, incubou-
se por 30 minutos a 36 °C = 1 °C.

Enquanto as microplacas encontravam-se incubadas, o anticorpo primdrio monoclonal
especifico para cada sorotipo do virus da dengue foi diluido na solucdo de tampao de
saturagdo (1:5000). Apds o término dos 30 minutos a solucdo foi removida, e distribui-se 50
uL da dilui¢do do anticorpo primario, conforme apresentado no Apéndice B, em cada pogo e

incubado por mais 45 minutos a 36 °C £ 1 °C.
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Apoés essa segunda incubagdo, foi preparada a solucdo do anticorpo secundario, na
qual o mesmo foi diluido na solugdo de tampao de saturacdo ja4 previamente preparada
(1:1000), e mantida sob agitacdo magnética para homogeneizagao.

A solucdo do anticorpo primario foi removida dos pogos por inversdo, ¢ as placas
foram lavadas duas vezes em um recipiente contendo a solu¢do de lavagem e retirado o
excesso através de papel absorvente. Apds esse processo, foi distribuida a solucdo de
anticorpo secundario em cada pogo e incubado por 45 minutos a 36 °C = 1 °C.

Concomitante a essa incubagdo, foi preparado substrato da fosfatase alcalina, ao
abrigo de luz, 30 minutos antes e sob agitagdo magnética conforme apresentado no Apéndice
B.

Removeu-se a dilui¢ao dos anticorpos secundarios dos pogos por inversao e as placas
foram lavadas duas vezes em um recipiente contendo a solucdo de lavagem e retirado o
excesso em papel absorvente. Foram distribuidos 50 uL do substrato em cada pogo e incubou-
se em temperatura ambiente ao abrigo de luz por 60 a 90 minutos.

Assim que foram observadas manchas escuras e claramente visiveis nos pogos, a
reacdo foi parada, removeu-se o substrato dos pogos por inversao e as placas foram lavadas
duas vezes em um recipiente contendo agua destilada, sendo retirado todo o excesso em papel

absorvente, e mantidas a temperatura ambiente por no minimo 30 minutos para secagem.

4.8 Leitura da placa e calculo do titulo infeccioso

Apo6s o periodo de secagem, as culturas de células inoculadas foram observadas a olho
nu e/ ou ao microscopio invertido quanto a presenca ou auséncia de efeito citopatico em cada
um dos pocos. A determinagdo da DICCs, foi feita em cada microplaca, na qual foram
contados os numeros de pocos positivos, através da presenca do virus, identificados pela
coloragdo para cada uma das oito diluigdes. Os pocos que exibiram efeito citopatico foram
considerados positivos, € entdo preenchidos na planilha e, os que ndo apresentaram coloragao,
auséncia de efeito citopatico, foram considerados como negativos. Os pocos foram
observados ao microscopio caso houvesse alguma davida quanto ao efeito citopatico.

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

método Spearman & Karber e expressos em DICCsy por dose humana.
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4.9 Critérios do ensaio

O ensaio foi embasado através dos seguintes critérios:

e Observacao de pelo menos 80% das diluicdes negativas do virus (pogos negativos) com
monocamada intacta, para todas as placas por amostra e sorotipo;

e Controle de células sem coloracao especifica;

e Em todas as placas observar pelo menos 80% do controle de células com monocamada

bem definida;

4.10 Construcao do grafico controle pelo software SPC Explorer RT (Statistical

Process Control)

A construcdo dos graficos de controle foi realizada utilizando o programa SPC
Explorer RT, versdo 5.21 (Quality América Inc.). O acompanhamento do processo de controle
de qualidade da vacina da dengue foi realizado a partir da andlise de quatro graficos (um para
cada sorotipo) a partir dos valores de poténcia obtidos nos ensaios realizados no
INCQS/Fiocruz.

Os valores finais encontrados por ambos os analistas para cada um dos sorotipos no
CombiStats® v5.0, apresentados nas tabelas do item 5.1 foram entdo inseridos no SPC, que
por fim determinou a faixa dos limites permissiveis, que serdo utilizados nos ensaios
posteriores para o cdlculo de poténcia da vacina da dengue. Estas faixas foram estabelecidas
com base na leitura realizada em cada placa, sendo duas placas para cada sorotipo

Os eixos dos graficos foram formados pelo numero dos ensaios (abscissa) e pelo
resultado do teste de poténcia (ordenada). As linhas horizontais do grafico consistiram da
média e dos limites de alerta e de controle superiores e inferiores, calculados a partir da média

adicionada de trés desvios-padrao (DP).
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5.1 Ensaio de poténcia
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De acordo com a leitura das microplacas, obtivemos os seguintes resultados para cada

uma das diluigdes apresentadas nas tabelas abaixo:

Tabela 2 - Leitura de pogos infectados por placa em diferentes diluigdes — Analista 1.

Sorotipo 1 — Analista 1

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4
Dil. 1 2 1 2 1 2 1 2
-2,6 10 10 10 10 10 10 10 10
-3,2 10 10 10 10 10 10 10 10
-3,8 10 10 10 10 10 10 10 10
-4,4 5 4 10 6 6 6 8 10
-5,0 2 1 2 2 2 5 4 5
-5,6 0 1 3 0 3 2 2 0
-6,2 1 0 0 0 1 0 0 0
-6,8 0 0 0 0 0 1 1 0

Fonte: (Do autor, 2018).

Tabela 3 - Leitura de pogos infectados por placa em diferentes diluigdes — Analista 2.

Sorotipo 1 — Analista 2

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4
Dil. 1 2 1 2 1 2 1 2
-2,6 10 10 10 10 10 10 10 10
-3,2 10 10 10 10 10 10 10 10
-3.,8 9 10 10 10 9 10 10 10
-4.4 3 4 8 8 8 5 10 9
-5,0 2 0 3 2 3 3 3 6
-5,6 2 0 0 0 0 1 2 1
-6,2 0 0 0 0 0 0 0 0
-6,8 0 0 1 0 0 0 0 0

Fonte: (Do autor, 2018).

Tabela 4 - Leitura de pocos infectados por placa em diferentes dilui¢des — Analista 1.

Sorotipo 2 — Analista 1

Dil.
2,6
32
3,8
4.4
5,0
5,6
6,2
6,8
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Fonte: (Do autor, 2018).



Tabela 5 - Leitura de pogos infectados por placa em diferentes diluigdes — Analista 2.
Sorotipo 2 — Analista 2
Ensaio 1

Dil.
-2,6
-3,2
-3,8
-4,4
-5,0
-5,6
-6,2
-6,8
Fonte: (Do autor, 2018).
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Tabela 6 - Leitura de pocos infectados por placa em diferentes diluigdes — Analista 1.
Sorotipo 3 — Analista 1

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4
Dil. 1 2 1 2 1 2 1 2
-2,6 10 10 10 10 10 10 10 10
-3,2 9 10 8 10 9 8 10 10
-3.,8 4 10 7 6 5 4 3 4
-4.4 1 1 3 2 2 3 2 1
-5,0 2 2 1 1 0 1 0 0
-5,6 0 0 0 0 0 0 0 0
-6,2 0 0 0 0 0 0 0 0
-6,8 0 0 0 0 0 0 0 0

Fonte: (Do autor, 2018).

Tabela 7 - Leitura de pogos infectados por placa em diferentes diluigdes — Analista 2.
Sorotipo 3 — Analista 2

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4
Dil. 1 2 1 2 1 2 1 2
-2,6 10 10 10 10 10 10 10 10
-3,2 10 10 9 10 10 10 10 10
-3,8 6 6 3 8 6 8 7 7
-4.4 3 2 2 1 1 2 1 1
-5,0 1 2 0 1 0 1 1 0
-5,6 0 0 0 0 0 1 0 0
-6,2 0 0 0 0 0 0 0 0
-6,8 0 0 0 0 0 0 0 0

Fonte: (Do autor, 2018).

Tabela 8 - Leitura de pocos infectados por placa em diferentes dilui¢des — Analista 1.
Sorotipo 4 — Analista 1

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4
Dil. 1 2 1 2 1 2 1 2
-2,6 10 9 10 10 10 10 10 10
-3,2 8 9 10 10 9 10 9 10
-3,8 8 6 7 2 5 6 6 5
-4.4 4 3 2 2 1 3 1 1
-5,0 1 0 0 1 1 1 0 0
-5,6 0 1 0 0 0 0 0 0
-6,2 0 0 0 0 0 0 0 1
-6,8 0 0 0 0 0 0 0 0

Fonte: (Do autor, 2018).
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Tabela 9 - Leitura de pocos infectados por placa em diferentes diluigdes — Analista 2.
Sorotipo 4 — Analista 2

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4
Dil. 1 2 1 2 1 2 1 2
-2,6 10 10 10 10 10 10 10 10
-3,2 9 10 10 10 10 10 10 8
-3,8 7 5 7 4 5 4 5 5
-4.4 1 1 1 1 1 1 2 0
-5,0 1 2 0 1 0 0 1 0
-5,6 1 0 0 0 0 0 0 0
-6,2 0 1 0 0 0 0 0 0
-6,8 0 0 0 0 0 0 0 0

Fonte: (Do autor, 2018).

Pelas leituras obtidas, pode-se observar que o efeito citopatico foi decrescente frente
as diluigdes crescentes para todos os tipos de virus titulados, tanto para o Analista 1 quanto
para o Analista 2. Além disso, todas as monocamadas de células do controle negativo
mantiveram-se bem definidas e inalteradas apds o periodo de incubacao das microplacas
(dados ndo mostrados).

Os resultados encontrados para cada uma das dilui¢des mostradas nas tabelas acima
correspondem ao nimero de pogos positivos para o efeito citopatico celular, que varia de zero
(nenhum efeito observado) a dez (efeito observado em todos os pogos). Podemos observar o

efeito citopatico celular conforme a ilustracao na Figura 9.

Figura 9 - Comparagdo entre células ndo infectadas com células infectadas pelo virus da

dengue por microscopia Optica com aumento de 40x.

Célula ndo infectada Ceélula ndo infectada com apenas um Célula infectada

ponto de tingimento

Fonte: (Do autor, 2018).

5.2 Calculo das poténcias

O CombiStats® v5.0 ¢ um software estatistico comumente utilizado para a analise

estatistica de dados de ensaios de diluigcdo bioldgica ou ensaios de poténcia.
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Com base nas leituras realizadas, obtivemos os seguintes valores calculados pelo

CombiStats® v5.0 apresentados nas tabelas a seguir:

Tabela 10 - Calculo final no CombiStats por analista e sorotipo.

Dald Tipo Analista Valor (logso)
13/03/2018 1 Analistal Ei;
03/04/2018 1 Analista 2 3(1)2
27/08/2018 1 Analista 1 5,71

5,27

5,52

27/08/2018 1 Analista 2 2 20
i 5,52

28/08/2018 1 Analista 1 gt
5,40

28/08/2018 1 Analista 2 iy
5,71

05/09/2018 1 Analista 1 5:71
5,71

05/09/2018 1 Analista 2 277

Fonte: (Do autor, 2018).

Tabela 11 - Calculo final no CombiStats por analista e sorotipo.

Data Tipo Analista Valor (logyo)
1 5,09
2 Analistal ’
13/03/2018 nalista 5 515
1 4,96
2 Analista 2 ’
03/04/2018 naiista 5 4,84

Fonte: (Do autor, 2018).

Tabela 12 - Calculo final no CombiStats por analista e sorotipo.

Data Tipo Analista Valor (logyg)
. 4,52
14/03/2018 3 Analistal 4,96
. 4,77
04/04/2018 3 Analista 2 477
4,70

10/09/2018 3 Analista 1 !

4,70
10/09/2018 3 Analista 2 4,39
4,77
2

11/09/2018 3 Analista 1 4>
4,52
4,58

11/09/2018 3 Analista 2 ’

4,90
13/09/2018 3 Analista 1 4,45
4,45
1

13/09/2018 3 Analista 2 47
4,64

Fonte: (Do autor, 2018).



Tabela 13 - Calculo final no CombiStats por analista e sorotipo.

Data Tipo Analista Valor (logy)
4,84

14/03/2018 4 Analistal
4,65
. 4,71

04/04/2018 4 Analista 2
4,71
4,71

10/09/2018 4 Analista 1
4,45
4,64

10/09/2018 4 Analista 2
4,52
4,52

11/09/2018 4 Analista 1
4,77
4,52

11/09/2018 4 Analista 2
4,45
. 4,52

13/09/2018 4 Analista 1
4,58
. 4,65

13/09/2018 4 Analista 2
4,32

Fonte: (Do autor, 2018).

5.3 Controle sistematico do lote através do grafico controle
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Os resultados foram plotados no grafico controle para realizar o controle sistematico

do lote, na qual as médias, os DP e os limites foram calculados em cima dos 16 primeiros

titulos mensurados para os sorotipos 1, 3 e 4 nas figuras 10, 12 e 13, e para os quatro

primeiros titulos referentes ao sorotipo 2 na figura 11.

Figura 10 - Grafico Controle dos ensaios do sorotipo 1.
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Fonte: (Gerado pelo software SPC).
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Figura 11 - Grafico Controle dos ensaios do sorotipo 2.
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Fonte: (Gerado pelo software SPC).

Figura 12 - Grafico Controle dos ensaios do sorotipo 3.
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Fonte: (Gerado pelo software SPC).

Figura 13 - Grafico Controle dos ensaios do sorotipo 4.
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OBSERVATIONS
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Fonte: (Gerado pelo software SPC).
--- LSA (UWL): Limite Superior de Alerta; --- LIA (LWL): Limite Inferior de Alerta; ~ LSC (UCL): Limite
Superior de Controle; ~ LIC (LCL): Limite Inferior de Controle; média (PCL).
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5.4 Controle sistematico do lote através do grafico controle

Apo6s os célculos de poténcia realizados pelo CombiStats® v5.0 de cada um dos
analistas, foram delineadas no SPC as faixas limites especificas para cada um dos sorotipos

conforme a Tabela 14.

Tabela 14 - Limites estabelecidos pelo SPC Explorer RT.

Sorotipos PCL (média) LCL - UCL LWL - UWL
1 5,457 4,975 -5,939 5,135 5,778
2 5,010 4,682 — 5,338 4,791 — 5,229
3 4,647 4,163 - 5,131 4,324 — 4,969
4 4,597 4,232 — 4,963 4,354 — 4,841

Fonte: (Do autor, 2018).
*LSA (UWL): Limite Superior de Alerta; LIA (LWL): Limite Inferior de Alerta; LSC (UCL): Limite Superior
de Controle; LIC (LCL): Limite Inferior de Controle; média (PCL).
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6 DISCUSSAO

O uso de graficos de controle visa acompanhar, avaliar, controlar e aperfeicoar o
desempenho de processos ao longo de um periodo estipulado. Esta ferramenta ¢ comumente
utilizada para determinar uma faixa de limites estabilizados (base para a interpretacdo do
controle estatistico), especificando os limites superior, inferior ¢ de alarme, na qual os
graficos construidos de acordo com a poténcia calculada, ndo poderdo ultrapassar, além de
estabelecer critérios para a distingdo entre as causas comuns e especiais de variabilidade
(INCQS, 2016).

Os graficos, que sdo amplamente utilizados para monitorar a média e a variabilidade
de varidveis, foram preparados pelo software SPC a partir dos dados coletados
(MONTGOMERY, 2004).

O presente estudo possui a finalidade de elaborar uma carta controle da vacina de
referéncia para utilizagdo nos ensaios futuros de poténcia da vacina da dengue.

As vacinas de uso humano sao medicamentos profildticos com a capacidade de induzir
a imunidade especifica no individuo vacinado frente a um agente infeccioso. Com a
institucionalizacdo do PNI, estes imunobioldgicos passaram a sofrer um rigido controle de
qualidade no Brasil por determinagdo do Ministério da Saiide com objetivo principal de
estimular e expandir a utilizagdo de agentes imunizantes, tanto de origem nacional quanto
internacional, buscando a integridade e a uniformidade das agdes relativas as imunizagdes
realizadas no pais (NETTO, 2010).

A vacina da dengue fabricada pelo laboratério Sanofi Pasteur (Dengvaxia®) ¢ uma
vacina que ja estd sendo comercializada pelo mercado privado, porém ainda estd em analise
para a sua entrada no PNI. Contudo, o INCQS em parceria com o laboratorio francés, através
de uma transferéncia de metodologia, analisou a poténcia da vacina frente aos quatro
sorotipos, elaborando em conjunto uma carta controle.

A metodologia do ensaio de poténcia para a construgdo da carta controle, se deu
através da avaliacdo da atividade bioldgica da vacina produzida pelo laboratorio fabricante,
em que a titulacdo dos quatro sorotipos virais foram realizadas através do uso de culturas de
células da linhagem VERO, em um ensaio in vitro. As células utilizadas para a infecg¢do,
titulacao e obtengao da poténcia possuem maior susceptibilidade especificas para os antigenos
virais dos sorotipos 1, 2, 3 e 4, uma vez que as mesmas ja haviam sido testadas anteriormente

pelo laboratério fabricante.
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De acordo com as andlises realizadas, a principal caracteristica que evidenciou a
presenca do virus nas células foi a formacdo do efeito citopatico e alteragdo morfologica
celular. Tais resultados sdo condizentes com o resultado esperado descrito na metodologia
preconizada para o ensaio, na qual o maior niimero de pogos infectados (positivos) estariam
localizados nas menores dilui¢cdes (mais concentradas).

Conforme os valores calculados e a apresentagdo dos graficos, os testes de
desempenho verificaram a existéncia de um valor além dos limites de alarme no gréfico
referente ao sorotipo 1 e 4 (Figura 10 e 13). Estes valores nao influenciaram diretamente a
sensibilidade e robustez do ensaio para estes sorotipos, uma vez que ndao houve valores
ascendentes ou descendentes ao limite de controle.

Para os sorotipos 2 ¢ 3 ndao foram observados nenhum valor excedente aos limites de
controle permitidos, configurando em conjunto aos outros sorotipos um desempenho
satisfatorio aos ensaios.

O numero de ensaios realizados para os quatro sorotipos influencia diretamente no
calculo dos limites do grafico controle, uma vez que fora estipulado um valor de 20 resultados
para que o calculo da faixa limite se tornasse constante, ou seja, apds o célculo apresentado
com os 20 primeiros valores, o limite calculado se tornara fixo independente dos valores dos
ensaios que irdo surgir subsequentemente. Embora o valor minimo de 20 ensaios tenha sido
estipulado conforme a metodologia aplicada, isso ndo inviabiliza os ensaios realizados no
INCQS/Fiocruz com apenas 16 ensaios para os sorotipos 1, 3 e 4, e apenas quatro ensaios
para o sorotipo 2, visto que os intervalos, ou seja, as faixas dos limites serdo criadas conforme
novos valores de novos ensaios forem sendo realizados.

No ensaio para o sorotipo 2 pode-se observar que foram realizados apenas quatro
ensaios (Tabela 8), o que ndo inviabilizou a aprovagdo do teste, ja que foi possivel efetuar as
leituras, e que a amostra se mostrou positiva apresentando efeitos citopaticos decrescente
frente as diluicdes crescentes. Devido ao pequeno numero de anticorpos cedidos pelo
laboratorio fabricante, os ensaios para este sorotipo foram reduzidos quando comparados aos
demais sorotipos, apresentando entdo um nimero de resultados inferior aos outros. Contudo,
novos ensaios serdo realizados e novos resultados serdo incluidos, garantindo mais robustez e
sensibilidade a construcao do grafico controle.

Os ensaios realizados com os quatro sorotipos ndo apresentaram nenhum valor acima

ou abaixo dos limites permissiveis, o que demonstrou satisfatorios os resultados calculados.
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Neste contexto, novos ensaios serdo realizados de forma a complementar esse estudo
contribuindo para o desfecho da andlise do grafico controle da vacina de referéncia da dengue

(Dengvaxia®).
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7 CONCLUSAO

A analise dos resultados obtidos no presente estudo permite concluir que:

o O ensaio de poténcia utilizando a linhagem VERO revelou-se satisfatorio quanto aos
efeitos citopaticos apresentados, mostrando-se decrescentes frente as dilui¢des crescentes para

todos os sorotipos titulados.

o De acordo com os ensaios realizados por ambos analistas, a vacina de referéncia
apresentou valores de poténcia satisfatorios e em conformidade com as especificacdes de

acordo com o fabricante.

« Os ensaios realizados com os quatro sorotipos ndo apresentaram nenhum valor acima ou

abaixo dos limites permissiveis.

o Todos os ensaios foram considerados validos e satisfatorios, pois cumpriram com os

critérios de validag¢ao do ensaio e se mantiveram dentro dos limites estabelecidos.
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8 PERSPECTIVAS

O ensaio demonstrou ser reprodutivel pela abordagem pratica adotada, no entanto,
ensaios complementares devem ser realizados para atingir o n = 20 e dar continuidade a este

trabalho.
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APENDICE A - MEIOS DE CULTURA E SOLUCOES (continua)

Formulacio do MEM 5% SFB utilizado para manutencio da linhagem celular VERO

Suplementos Fabricante Funcao Quantidade
MEM (10X) Life Technologies Meio de Cultura 100mL
Especifico para a célula
Suplementar o meio de
SFB Hyclgne Flsher cultura enrlqgecendo—o 50mL
Scientific com nutrientes
essenciais
Bicarbonato de sodio 5,6% Eurobio Ajuste dePH da 33mL
solugdo
L-Glutamina 200mM Life Technologies Aminoacido essencial 10mL
Penicilina 105U/M1 + Eurobio Antibioticos 2mL
Dihidrostreptomicina 2,5% p/v
Agua purificada estéril Otec i q-s-p 1000mL

Formulag¢do do MEM 10% SFB utilizado para manutenc¢fo da linhagem celular VERO
Suplementos Fabricante Funcio Quantidade
MEM (10X) Life Technologies Meio de Cultura 100mL
Especifico para a célula
Suplementar o meio de
SFB Hyclc?ne Flsher cultura enrlqgecendo—o 100mL
Scientific com nutrientes
essenciais
Bicarbonato de sodio 5,6% Eurobio Ajuste de~p H da 33mL
solugdo
L-Glutamina 200mM Life Technologies Aminoécido essencial 10mL
Penicilina 105U/MI + . o
Dihidrostreptomicina 2,5% p/v Eurobio Antibidticos 2mL
Agua purificada estéril Otec - g.s.p 1000mL
Formula¢ido do MEM 10% SFB utilizado para fornecimento da linhagem celular VERO
Suplementos Fabricante Fungdo Quantidade
MEM (10X) Life Technologies Meio de Cultura 100mL
Especifico para a célula
Suplementar o meio de
Soro Fetal Bovino (SFB) Hycl(?ne Flsher cultura enrlql.lecendo—o 100mL
Scientific com nutrientes
essenciais
Bicarbonato de sodio 5,6% Eurobio Ajuste de~pH da 33mL
solucdo
L-Glutamina 200mM Life Technologies Aminoacido essencial 10mL
Penicilina 105U/M1 +
Dihidrostreptomicina 2,5% Eurobio Antibidticos 2mL
p/v
HEPES Life Technologies Agente tamponante 20mL
Agua purificada estéril Otec - g.s.p 1000mL
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Formulagio da Soluciio de PBS (1X) sem Ca’* e sem Mg**

Suplementos Fabricante Funcéo Quantidade

Solugdo tampao, que
tem como finalidade
manter um valor de pH
praticamente constante,
quando adicionados a
diferentes meios. O
PBS ¢ uma solugao
PBS (10X) estéril Eurobio isotonica (tem a mesma 100mL

pressdo osmotica) e ndo
¢ toxico em relagdo as
células. Ele pode
também ser utilizado
para diluir diferentes
substancias, ou como
uma solucdo para
limpeza celular

- g.s.p 1000mL

Agua purificada estéril Otec

Formulac¢io da Soluciio de Tripsina Versene EDTA

Suplementos Fabricante Fungdo Quantidade

Solugdo tampdo, que
tem como finalidade
manter um valor de pH
praticamente constante,
quando adicionados a
diferentes meios. O
PBS ¢ uma solugdo
PBS (10X) estéril Eurobio isotonica (tem a mesma 100mL

pressdo osmotica) e ndo
¢é toxico em relagdo as
células. Ele pode
também ser utilizado
para diluir diferentes
substancias, ou como
uma solugdo para
limpeza celular.

Enzima proteolitica que
hidrolisa as cadeias
polipeptidicas
formando terminagdes
de clivagens. Essa

. reacdo desestrutura a
Thermo Fisher matriz, 100mL

Tripsina Versene EDTA Scientific

impossibilitando a
ligagdo dos receptores
de superficie celular,
obrigando as células a
rearranjarem seu
citoesqueleto.

- g.s.p 1000mL

Agua purificada estéril Otec
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APENDICE B — PREPARO DAS SOLUCOES (continua)

Fixa¢do com acetona 85%
Suplementos Fabricante Fungdo Quantidade
Acetona Carlo Erba Fixacdo da .camada 1700mL
celular na microplaca
Agua Destilada Otec - g.s.p 2000mL
Tampéo de Lavagem (armazenado por 1 més a temperatura ambiente)
Suplementos Fabricante Func@o Quantidade
Solu¢do tampdo, que
tem como finalidade
manter um valor de pH
praticamente constante,
quando adicionados a
diferentes meios. O
PBS ¢ uma solugao
PBS (10x) sem Ca’e Mg+2 Eurobio 1sotor~11ca (ter’n.a mesrr~1a 100mL
pressdo osmotica) e ndo
¢é toxico em relagdo as
células. Ele pode
também ser utilizado
para diluir diferentes
substancias, ou como
uma solugéo para
limpeza celular
Tensoativo Hidrofilico,
Tween 20 Merck solubilizador e agente 0,5mL
de limpeza
Agua Destilada Otec - g.s.p 1000mL
Tampio de Saturacio (preparado imediatamente antes do uso)
Suplementos Fabricante Fungdo Quantidade
Skimmilk Difco - 2,5g
Triton X-100 MW 647 Sigma Surfactante ndo idnico 0,5mL
Tampao de Lavagem - - 100mL
Diluicio do Anticorpo Primério
Suplementos Fabricante Func@o Quantidade
Se ligar aos epitopos
Anticorpo Sanofi Pasteur d(?s antigenos De acordo com o ensaio
especificos para cada

tipo de virus da Dengue

De acordo com o ensaio

Tampao de Saturagdo

Diluicio do Anticorpo Secundario
Suplementos Fabricante Fungdo Quantidade
. Se ligar ao anticorpo .
Anticorpo Sanofi Pasteur gar ao anticorp De acordo com o ensaio
primario
- De acordo com o ensaio

Tampao de Saturagdo




APENDICE B — PREPARO DAS SOLUCOES (conclusio)

Solugiio de Levamisol (armazenado por 2 meses a 2-8°C)
Suplementos Fabricante Funcao Quantidade
Antifingico que
Tetramisol hlfirocloreto Sigma permite a manutengao 0,96g
(levamisol) das placas a longo
prazo
Agua destilada Otec - 10mL
Substrato Fosfatase Alcalina
Suplementos Fabricante Funcao Quantidade
BCIP/NBT Sigma - Itablete
Agua destilada Otec - 10mL
Solugdo de Levamisol -

0,ImL






