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RESUMO

A Dengue, uma arbovirose de zonas tropicais e subtropicais, € um importante
problema de saude publica, com aproximadamente 40% da populagdo mundial em
risco da doenca. A principal estratégia atualmente para se obter uma medida
profilatica eficaz na prevencdo da doenca € o desenvolvimento de uma vacina
tetravalente contra dengue, cuja resposta contra 0s quatro sorotipos virais deve ser
balanceada, evitando a ocorréncia de dengue grave apos a infec¢cdo. No Brasil, ja
existe o0 registro da vacina heter6loga comercializada pela Sanofi-Pasteur
(Dengvaxia®). O controle da qualidade de vacinas € realizado pelo laboratério
produtor e deve obedecer a critérios padronizados, estabelecidos pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS). O Instituto Nacional de Controle da Qualidade em Saude
(INCQS) é o 6rgao responsavel por garantir a qualidade e a liberagdo de cada lote de
vacina consumido no pais, avaliando critérios de qualidade como poténcia, identidade
e termoestabilidade. A determinagdo da poténcia da Dengvaxia® pelo produtor
baseia-se em ensaio de dose infectante de 50% de cultura de células (CCIDso) em
células VERO. Contudo, conforme definido pela OMS, a poténcia de vacinas
tetravalentes contra a dengue pode ser determinada em células VERO ou outra
sensivel ao virus vacinal. Nesse contexto, as propostas do trabalho foram: avaliar a
sensibilidade de trés diferentes linhagens celulares humanas (HEK293T, THP-1 e
U937) a infeccao pelo virus vacinal no ensaio de poténcia da vacina tetravalente da
dengue, como alternativa metodologica as células VERO, e desenvolver uma
metodologia alternativa para avaliagcdo da poténcia. Para isso, as células THP-1 e
U937 diferenciadas em macrofagos, HEK293T e VERO (controle) foram infectadas
com o virus vacinal nos tempos de trés e sete dias utilizando as metodologias de
imunocolorimetria (padronizado pelo produtor) e citometria de fluxo. A linhagem
celular HEK293T mostrou-se permissiva a infecgdo com o virus vacinal, enquanto que
em células dTHP-1 e dU937 nao foi possivel detectar infec¢ao pelo virus vacinal, em
ensaios por imunocolorimetria. Além disso, foi possivel observar, nas células
HEK293T, uma diferenca significativa entre a poténcia dos sorotipos vacinais, com
uma dominancia do sorotipo 4, o que ndo fora observado em células VERO. Na
citometria de fluxo foi possivel avaliar a infec¢cao da vacina tetravalente da dengue nas
células estudadas, nos tempos de trés e sete dias. Ademais, a viabilidade do método

de citometria de fluxo foi confirmada pela presenca de particulas virais nas células



infectadas por ensaio de imunofluoréscencia por microscopia confocal. Em relacéo a
comparacao entre a metodologia de citometria de fluxo proposta e o ensaio padrao
definido pelo produtor na determinagao da poténcia da vacina tetravalente da dengue,
foi evidenciado que o método de citometria de fluxo € vidvel e mais sensivel na
avaliacdo da poténcia da vacina. Dessa forma, a linhagem celular humana HEK293T
€ uma candidata em potencial para utilizacdo na determinacdo da poténcia e
identidade de vacinas tetravalentes contra a dengue e a citometria de fluxo mostrou-

se uma metodologia alternativa ao ensaio imunocolorimétrico.

Palavras-chave: Dengue. Vacina tetravalente. Poténcia.



ABSTRACT

Dengue, an arbovirus found in tropical and subtropical areas, is an important problem
for the public health with approximately 40% of the world's population at risk of disease.
The main strategy currently to obtain an effective prophylactic measure in the
prevention of the disease is the development of a tetravalent dengue vaccine, whose
response against the four viral serotypes must be balanced, avoiding the occurrence
of severe dengue after infection. In Brazil, there is a heterologous vaccine already
registered and produced by Sanofi-Pasteur (Dengvaxia®). The quality control of
vaccines is carried out by the producer laboratory and must comply with standardized
criteria established by the World Health Organization (WHO). The National Institute for
Quality Control in Health (INCQS) is responsible for ensuring the quality and release
of each batch of vaccine deployed in the country, evaluating quality criterias such as
potency, identity and thermostability. The determination of the potency of Dengvaxia®
by the producer is based on a 50% cell culture infective dose assay (CCIDso) in VERO
cells. However, as defined by the WHO, the potency of tetravalent dengue vaccines
can be determined in VERO cells or other cells sensitive to the vaccine virus. In this
context, the work proposal was to evaluate the sensitivity of three different human cell
lines (HEK293T, THP-1 and U937) to vaccine virus infection in the tetravalent dengue
vaccine potency assay, as a methodological alternative to VERO cells, and develop
an alternative methodology for potency assessment. For this purpose, THP-1 and
U937 cells differentiated into macrophages, HEK293T and VERO (control) were
infected with the vaccine virus within three and seven days using immunocolorimetry
(standardized by the producer) and flow cytometry methodologies. The HEK293T cell
line was shown to be permissive to infection with the vaccine virus, while in dTHP-1
and dU937 cells it was not possible to detect infection by the vaccine virus in
immunocolorimetry assays. Furthermore, it was possible to observe, in HEK293T cells,
a significant difference between the potency of the vaccine serotypes, with a
dominance of serotype 4, which was not observed in VERO cells. In flow cytometry, it
was possible to evaluate the infection of the tetravalent dengue vaccine in the studied
cells, in the periods of three and seven days. Furthermore, the viability of the flow
cytometry method was confirmed by the presence of viral particles in the infected cells
by immunofluorescence assay using confocal microscopy. Regarding the comparison

between the proposed flow cytometry methodology and the standard assay defined by



the producer in determining the potency of the tetravalent dengue vaccine, it was
shown that the flow cytometry method is viable and more sensitive in the evaluation of
vaccine potency. Thus, the human cell line HEK293T is a potential candidate to be
used in determining the potency and identity of tetravalent dengue vaccines and flow

cytometry proved to be an alternative methodology to the immunocolorimetric assay.

Keywords: Dengue. Tetravalent vaccine. Potency.
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1 INTRODUCAO

A Dengue, uma arbovirose de zonas tropicais e subtropicais, € um importante
problema de saude publica, com aproximadamente 40% da populagdo mundial em
risco da doenca (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2021a). O quadro clinico da
doenca inclui infeccdo assintomatica, febre branda, febre hemorragica da dengue
(FHD) ou sindrome de choque por dengue (SCD) (SAN MARTIN et al.,, 2010;
SCHWARTZ et al., 2015). Os casos mais graves sdo FHD e SCD que podem resultar
em significativa morbidade e mortalidade (LAM, 2013). A dengue € endémica em mais
de 100 paises e aproximadamente 2,5 bilhdes de pessoas em todo mundo estdo em
risco de infec¢do (ZELLWEGER et al., 2013, VILLAR et al., 2015). Estima-se que 390
milhdes de casos de infeccdo pelo virus da dengue (DENV) ocorram anualmente, dos
guais 96 milhdes se manifestam clinicamente, 500.000 sdo graves e 20.000 sao fatais
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2021b; BHATT et al., 2013).

A crescente incidéncia e amplo alcance geografico da dengue fazem com que
o desenvolvimento de uma vacina eficaz contra o agente etiolégico dessa doenca seja
considerado como prioridade mundial (REITER, 2010). Atualmente, algumas vacinas
ja avancam no processo de liberacdo, sendo que no Brasil ja existe o registro da

vacina heterdloga comercializada pela Sanofi-Pasteur (VILLAR et al., 2015).

1.1 Aspectos Histoéricos

As primeiras descri¢cdes do quadro clinico compativel com a dengue ocorreram
na China do século Ill, durante a Dinastia Chin (265 a 420 d.C.) e foram registradas
em uma enciclopédia chinesa, nos anos 610 d.C e 992 d.C. durante a Dinastia Tang
e Dinastia Norte Sung respectivamente (SALLES et al., 2018). Os relatos descreviam
uma doenga chamada “veneno da agua”, devido a sua relagdo com insetos voadores
associados a agua. Apés uma longa auséncia no registro histérico, relatos de surtos
epidémicos de febre aguda da doenca, podendo ser associada a dengue, surgiram no
Oeste da india Francesa, em 1635, e no Panamé&, em 1699 (WEAVER; VASILAKIS,
2009).

No Brasil, o primeiro caso de dengue foi descrito na cidade de Recife em 1685
e apos sete anos, em Salvador, uma epidemia de dengue levou a 2000 Obitos
(SALLES et. al., 2018).
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Em 1779 e 1780 apareceram os primeiros relatos de uma epidemia do DENV
ou doenca semelhante nos continentes da Asia, Africa e América do Norte. Em 1780,
durante uma epidemia na Filadélfia, Dr. Benjamin Rush descreveu o quadro clinico da
dengue como “Febre quebra-ossos” (RUSH, 1789). Em 1906, Bancroft demonstrou
gque o0 mosquito Aedes aegypti foi responsavel pela disseminacdo da dengue
(BARNETT, 2017) e a transmissao foi confirmada por Siler, Hall e Hitchens em 1926
(SILER; HALL; HITCHENS, 1926).

Durante a Segunda Guerra Mundial os primeiros casos do isolamento do virus
da dengue ocorreram no Japao, Nova Guiné e Havai, a partir do soro de soldados
infectados com o virus (GIBBONS et al., 2012; SALLES et. al., 2018). O fim da Guerra
levou a uma urbanizacéo descontrolada, onde habita¢gbes inadequadas, sistemas de
distribuicdo de agua, esgoto e gestdo de residuos, permitiram que o vetor (Ae.
Aegypti) atingisse altas densidades, facilitando a disperséo dos sorotipos DENV entre
diversas regibes geograficas (WEAVER; VASILAKIS, 2009). A primeira epidemia
confirmada de FHD ocorreu em Manila, nas Filipinas, em 1953 e 1954, mas em 20
anos a doenca se espalhou por todo sudeste Asiatico (GUBLER, 1998).

No inicio do século XX, Oswaldo Cruz (Figura 1A) implementou um programa
de controle de mosquitos que durou muitos anos e o grande desafio na época foi a
epidemia de febre amarela (Figura 1B) (SALLES et al., 2018; DICK et al., 2012). Em
1947, a Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) aprovou o plano de
erradicacao do Ae. aegypti para combater as epidemias de febre amarela urbana, o
gue levou ao silenciamento da DENV nas Américas por 20 anos (SALLES et al., 2018;
GUBLER, 2002). No entanto, o abandono desse programa no inicio da década de
1970, permitiu a reinfestacéo gradual do mosquito Ae. aegypti sendo um processo que
continuou até os anos 90 (HALSTEAD, 2006).
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Figura 1 - Oswaldo Cruz e Brigada “mata-mosquito”
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Fonte: Base Arch, Casa de Oswaldo Cruz, Fiocruz. Referéncias: BR RJICOC 02-10-20-15-003-011 e

BR RJCOC 02-10-20-40-001-011. Oswaldo Cruz em 1903 (1A) e Brigada de combate a epidemia de
febre amarela eliminando focos do mosquito, em 1904 (1B).

Na década de 1990 e inicio do século XXI, ocorreu uma distribuicdo global de
todos os sorotipos do DENV, devido a expanséao das populac¢des urbanas, ao aumento
da densidade vetorial por programas de controle insustentaveis e ao aumento de
viagens aéreas comerciais facilitando a movimentacdo de pessoas infectadas
(WEAVER; VASILAKIS, 2009).

O Ae. aegypti foi erradicado no Brasil na década de 1950 e retornou no ano de
1980. Em 1981-82 foram isolados os sorotipos DENV-1 e DENV-4 durante uma
epidemia em Roraima (OSANAI et al.,1983), mas foi a partir de 1986 que a dengue se
tornou um problema de sadde publica nacional, com a introdu¢cdo do DENV-1 no
estado do Rio de Janeiro (RJ) (SCHATZMAYR; NOGUEIRA; TRAVASSOS DA ROSA,
1986). A introducéo do DENV-2 foi em 1990, também no estado do RJ, onde ocorreu
um aumento na gravidade da doenca e a notificacdo dos primeiros casos de febre
hemorragica da dengue (FHD) no pais (HERINGER et al., 2015). Em dezembro de
2000, um novo sorotipo, 0 DENV-3, foi detectado no municipio de Nova lguacu — RJ,
sendo responsavel pelo aumento acentuado nos casos de dengue classico (DC) e
FHD (NOGUEIRA et al., 2005). Em julho de 2010, o DENV- 4 foi isolado em Roraima,
28 anos apoés a primeira deteccdo no mesmo estado, e em 2011 no Rio de Janeiro
(HERINGER et al., 2015; TEMPORAO et al., 2011).
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1.2 Epidemiologia da dengue

A incidéncia da dengue tem crescido muito em todo o mundo nas ultimas
décadas. Antes de 1970, apenas nove paises tinham epidemias de dengue grave,
agora a doenca é endémica em mais de 100 paises nas regides da Africa, das
Américas, Mediterraneo Oriental, Sudeste Asiatico e no Pacifico Ocidental. As regibes
da América, Sudeste Asidtico e Pacifico Ocidental sdo as mais afetadas.
(ORGANIZAC;AO MUNDIAL DE SAUDE, 2021b).

Conforme a Figura 2, é possivel observar que as maiores incidéncias da
doenca se concentram nas regifes tropicais do globo. Segundo dados da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), ha uma defasagem nos numeros da doenca,
principalmente nos paises africanos e do Oriente Médio, relacionada a subnotificacao
dos casos, como apontado pelos modelos epidemiologicos (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2017a).

Figura 2 - Distribuicdo de dengue no mundo

Quintis
IR/ 100,00

Legenda: Representacdo mundial dos paises afetados pela dengue. Escala de tons em verde, variando
de 5 a 1, onde os tons fortes (5) indicam a maior incidéncia e tons mais claros, a menor incidéncia da
doenca (1). 5 )
Fonte: (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2017b).

Casos nas Américas, Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental excederam 1,2
milh&o em 2008 e mais de 3,34 milhdes em 2016. Recentemente, o nimero de casos

relatados continua alto. Em 2015, 2,35 milhdes de casos de dengue foram notificados
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nas Americas, dos quais 10.200 casos foram diagnosticados como dengue grave com
1.181 obitos (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2021b; SHARP; PEREZ-
PADILLA; WATERMAN, 2015).

O ano de 2016 caracterizou-se por grandes surtos de dengue em todo mundo,
onde a regido das Américas relatou mais de 2,38 milhdes de casos de dengue, a
regido do Pacifico Ocidental mais de 375.000 casos suspeitos de dengue e as llhas
Salomé&o declararam um surto com mais de 7.000 casos suspeitos (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2021b).

Em 2017, foi relatada uma reducdo de 73% no numero de casos de dengue
nas Ameéricas - de 2.177.172 casos em 2016 para 584.263 casos em 2017 - e reducao
de 53% de casos graves de dengue. Os Unicos paises que registraram um aumento
de casos em 2017 foram Panama, Peru e Aruba. Na regido do Pacifico Ocidental
varios paises relataram surtos de dengue com a circulacdo dos sorotipos DENV-1 e
DENV-2 (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2021b).

No periodo pés-surto de zika (depois de 2016) foi registrado através de
noticacdes um declinio nos casos de dengue. A ocorréncia de epidemias ciclicas de
arboviroses por diferentes flavivirus, como dengue e zika, por exemplo, influenciam a
patogénese da doenca devido as reacdes cruzadas que podem ocorrer entre 0S
anticorpos e 0s virus, levando a neutralizacdo ou ao aprimoramento dependente de
anticorpos (OLIVEIRA et al., 2019). Entretanto, apenas isso ndo € capaz de justificar
a reducdo acentuada do numero de casos de dengue notificados nas Américas em
2017 e 2018 (LOPES et al., 2018). O controle de vetores também ndo pode ser
utilizado como justificativa, uma vez que o0 numero de casos notificados de
chikungunya aumentou em 2016 e 2017. Portanto, os fatores que levaram a essa
queda ainda sdo desconhecidos (LOPES et al., 2018; ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2021b).

Apss uma queda no namero de casos em 2017-18, um aumento acentuado de
casos foi observado em 2019. Na regidao do Pacifico Ocidental, foi relatado um
aumento de casos na Australia, Camboja, China, Malasia, Filipinas, Cingapura,
Vietnd, enquanto DENV-2 foi reportado na Nova Caled6nia e DENV-1 na Polinésia
Francesa (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2019).

Na regido das Ameéricas, em 2019, foram relatados 3.139.335 casos de dengue
(321,58 casos por 100.000 habitantes), incluindo 1538 obitos. Do total de casos,
1.367.353 (43,6%) foram confirmados em laboratério e 28.169 (0,9%) foram
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classificados como dengue grave. O numero de casos relatados nesse periodo foi 0
maior registrado nas Américas, superando em 30% o namero de casos notificados no
periodo epidémico de 2015-2016, conforme Figura 3 (ORGANIZACAO PAN-
AMERICANA DA SAUDE, 2020a).

Figura 3 - Distribuicdo dos casos notificados de dengue e proporcdes dos casos

graves, por ano. Regido das Américas, 1999 — 2020 (até junho)
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Legenda: As barras azuis indicam o niUmero de casos e a linha laranja mostra a proporcao de casos
graves de dengue, na Regido das Americas, ao longo dos anos de 1999 — 2020.
Fonte: (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2020c).

Numero de casos
saneib sosea ap ogdiodoy

Na regido das Américas, até dezembro de 2020, mesmo com a pandemia do
SARS-CoV-2, foram relatados 2.163.354 casos de dengue (uma incidéncia de 221,6
casos por 100.000 habitantes), incluindo 872 dbitos. Desse total, 963.787 (45%) casos
foram confirmados laboratorialmente e 5.197 (0,2%) foram classificados como dengue
severa (casos graves). A taxa de mortalidade ficou em 0,04%, a menor nos ultimos 10
anos, o que se acredita estar associado com a simultaneidade da pandemia da
COVID-19 (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2020b).

Além disso, embora o nimero de casos seja inferior aos dados do ano de 2019,
os resultados de 2020 séo superiores aos reportados entre 2016-2018 (Figura 3), com
0 maior crescimento no numero de casos, em duas sub-regides (Caribe nao latino e
Andes), desde o ano epidémico de 2015 (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA
SAUDE, 2020b). Esses dados, segundo a OPAS, sdo preocupantes, visto que a
manutencao de taxas elevadas em regides endémicas junto a chegada do verdo no
hemisfério sul, estacdo associada com um crescimento no numero de casos de

dengue, podem representar um importante desafio aos sistemas de saulde, ja
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fragilizados, dos paises que terdo que lidar de forma concomitante com os casos de
dengue e de COVID-19 (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2020b).

Mundialmente, estima-se que 500.000 pessoas com dengue grave necessitam
de hospitalizacao a cada ano, sendo uma grande parte criancas e cerca de 2,5% dos
enfermos vém a 6ébito (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2019).

O Brasil relatou mais de 1,5 milhdo de casos em 2015, cerca de trés vezes mais
do que em 2014 (BRASIL, 2016). Em 2016, foram registrados 1.483.623 casos de
dengue. Em 2017, conforme o boletim do Ministério da Saude foi registrado 252.054
casos provaveis de dengue no pais, sendo o Nordeste do pais a regido que registrou
0 maior numero de casos provaveis, seguida das regibes Centro-Oeste, Sudeste,
Norte e Sul do pais (BRASIL, 2018).

Em 2019, foram registrados 1.544.987 casos provaveis de dengue no Brasil,
um aumento de 599,5% em relacdo ao ano de 2018. Deste total, 1.419 foram
confirmados como dengue grave, 18.740 casos de dengue com sinais de alarmes e
782 6bitos (BRASIL, 2020; ORGANIZAQAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2019).

Em 2020, foram notificados 987.173 casos provaveis com uma taxa de
incidéncia de 469,8 casos por 100.000 habitantes. Como ilustrado pela Figura 4, a
curva de casos provaveis de dengue notificados em 2020 é superior a do ano de 2019,
no entanto, a partir da semana epidemiologica (SE) 12, quando se inicia, mais
efetivamente, a pandemia da COVID-19 no Brasil, hA uma queda no numero de
notificacdes quando comparado aos numeros de 2019. Acredita-se que essa queda
possa estar associada a mobilizacdo das equipes de saude e vigilancia
epidemioldgica para o enfrentamento da pandemia, o que pode ter gerado atrasos ou

subnotificagdes nos casos de arboviroses no Brasil (BRASIL, 2021b).
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Figura 4 - Curva epidémica dos casos provaveis de dengue no Brasil, por semana

epidemioldgica, dos anos 2019 e 2020
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Legenda: Os nimeros de casos provaveis de dengue estdo representados em barras cinza para o ano
de 2019 e linha vermelha para o ano 2020.
Fonte: (BRASIL, 2021b).

Em 2021, até a SE 20, foram registrados 330.078 casos provaveis de dengue
no Brasil, uma reducao de 58,5 % de casos registrados no mesmo periodo analisado
em comparacao ao ano de 2020 (BRASIL, 2021a).

Atualmente temos os quatro sorotipos do DENV circulando em todas as regides
do Brasil. A sucesséo de sorotipos predominantes determinou ciclos de transmissao
de dengue no pais, que atingiram seus picos em 1998 (DENV-1), 2002 (DENV-3),
2008 (DENV-2), 2010 (DENV-1), 2013 (DENV-1/4), 2015 (DENV-1) e 2019 (DENV-
1/2), conforme Figura 5. O gréafico mostra que a epidemia por cada sorotipo do DENV
acontece em anos distintos, sugerindo que uma imunidade, individual e coletiva,
especifica pode prevenir a recorréncia do mesmo sorotipo, sendo que, apos um ano,
essa imunidade tem seu efeito de protecdo cruzada minimizado, permitindo que outro

sorotipo do virus da dengue cause um surto (ENDY et al., 2002).
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Figura 5 - Situacdo epidemiolégica da dengue no Brasil, com casos provaveis,

hospitalizacGes e atividade viral, 1986 - 2021*
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Legenda: Sinan online, dados atualizados em 22/05/2021 (até a Semana Epidemiolégica 20). As barras
cinza indicam os casos provavéis de dengue, a linha vermelha o nimero de hospitaliza¢des ao longo
dos anos de 1986 - 2021 e as setas pretas as epidemias que aconteceram em determinados anos.
Fonte: (Adaptado de GUY et al., 2011).

Na literatura algumas hipoteses foram levantadas para as razées do aumento
de hospitalizacdes em determinadas epidemias que sao: (i) infeccdes secundarias ou
terciarias, que levam ao modo de multiplicacdo do virus dependente de anticorpos
(ADE), (ii) circulacao de multiplos sorotipos, que leva a coinfec¢des, (iii) mudanca de
sorotipo / genétipo em uma determinada regido geografica, (iv) mudanca no material
genético através da aquisicdo de mutacdes de nucleotideos / aminoacidos (VADDADI
et al., 2017; HOLMES; BURCH, 2000 ).

Portanto, a cocirculacdo de diferentes sorotipos, ocorréncia de coinfecgdes e
presenca de cepas de alta viruléncia contribuem para o aumento da ocorréncia de
dengue grave (VADDADI et al., 2017).
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1.3 Vetor e agente etioldgico da dengue

O virus da dengue é transmitido através da picada de fémeas hematofagas
infectadas, sendo o mosquito Aedes aegypti o principal vetor da dengue. O mosquito
se infecta apoés ingerir sangue de um individuo durante a fase de viremia (3 - 4 dias)
e pode transmitir o virus para outro individuo depois de um periodo de incubacéao
extrinseca de 10 - 12 dias (Figura 6) (RIGAU-PEREZ et al.,1998). O mosquito
infectado € capaz de transmitir o virus pelo resto de sua vida (6- 8 semanas)
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2019). O Ae. aegypti vive em ambientes

urbanos e ovipde em agua limpa, preferencialmente em recipientes artificiais.

Figura 6 - Ciclo de transmisséo do virus da dengue
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Legenda: Representagéo de ciclo silvestre de transmissdo da dengue entre primatas ndo humanos e

mosquitos Aedes e o ciclo epidémico de transmissdo entre Humanos e mosquitos.
Fonte: (Adaptado de WHITEHEAD et al., 2007).

O Aedes albopictus é considerado vetor secundario do DENV, principalmente
de ambiente silvestre que se tornou adaptado as regifes tropicais. Nas ultimas
décadas, espalhou-se da Asia para a Africa, as Américas e a Europa, em grande parte
devido ao comércio internacional de pneus usados, onde 0s ovos sdo depositados
quando contém agua da chuva (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2017c; LIMA-
CAMARA et al., 2014).
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Os mosquitos Ae. aegypti e Ae. albopictus séo considerados diurnos com maior
atividade no inicio da manha e no final do dia antes de anoitecer. No entanto, estudos
demonstram que os mosquitos Aedes quando infectados com DENV tem seu ciclo
circadiano alterado, principalmente pelos efeitos de luz e temperatura o que torna mais
ativo durante a noite (RIVAS et al., 2018).

Em casos raros, a transmissao do virus pode ocorrer a partir de 6rgaos
transplantados ou transfus@o de sangue de doadores infectados e h& evidéncias de
transmissao vertical (gestante — bebé) (BRASIL, 2017; CENTER FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 2014a).

1.4 Virus dadengue

O virus da dengue (DENV) pertence ao género Flavivirus, da familia
Flaviviridae de pequenos virus envelopados e possui quatro sorotipos distintos
(DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) (ROTHMAN, 2004). Os Flavivirus sao
esféricos, possuem genoma RNA de fita simples e polaridade positiva com
aproximadamente 50 nm de diametro (CRUZ-OLIVEIRA et al., 2015, HALSTEAD,
1988). O RNA viral possui aproximadamente 11.000 nucleotideos, com uma pequena
regido 5 capeada e nao codificadora (NCR), uma janela aberta de leitura (open
reading frame, ORF) e uma regido nao codificadora terminal 3’, que ndo contém uma
cauda poliadenilada (Poli A) (ALVAREZ et al., 2005). O ORF codifica uma longa
poliproteina que é processada por proteases virais e da célula hospedeira para
produzir 10 proteinas virais, sendo trés proteinas estruturais: capsideo (C), pré-
membrana (prM precursora da M) e do envelope (E); e sete proteinas ndo estruturais
(NS) NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5 (Figura 7) (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2009; QI; ZHANG; CHI, 2008; ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2007).
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Figura 7 - Esquema de organizacdo do genoma do DENV
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Legenda: O genoma é constituido de RNA fita simples de polaridade positiva e possui uma Unica fase
aberta de leitura que codifica trés proteinas estruturais e sete proteinas ndo estruturais.
Fonte: (Adaptada de ASSENBERG et al., 2009).

As proteinas estruturais sdo responsaveis pela formacéo da estrutura interna
da particula viral. A proteina C, de aproximadamente 11 kDa, extremamente basica,
€ um componente estrutural do nucleocapsideo. A distribuicdo assimétrica de cargas
positivas na superficie sugere que a montagem do virus ocorre através da interacao
da proteina C com a membrana lipidica, através da regido central hidrofébica
permitindo sua interacdo com RNA viral (CRUZ-OLIVEIRA et al., 2015; MA et al.,
2004).

A glicoproteina prM, de aproximadamente 26 kDa, esta presente na particula
DENV imaturos. A prM funciona como uma chaperona estabilizando o dominio Il da
proteina E, impedindo que ocorra mudancas conformacionais no transporte da
particula viral pelo complexo de Golgi. A prM é proteoliticamente clivada pela protease
celular furina para formar a proteina de membrana M (8 kDa) em virions maduros
(MURRELL; WU; BUTLER, 2011; CHAMBERS et al., 1990).

A proteina E, de aproximadamente 53 kDa, é a maior proteina estrutural dos
virions, desempenhando um papel em numerosas atividades biolégicas do virus. A
proteina é formada por um dimero e cada monémero possui trés dominios. O dominio
| que € a estrutura central; o dominio Il que contém a regido de dimerizagdo e o
peptideo de fusdo; o dominio Il consiste em uma dobra semelhante a imunoglobulina,
sendo responsavel pela ligacdo ao receptor (Figura 8) (CRUZ-OLIVEIRA et al., 2015;
MURPHY; WHITEHEAD, 2011; HALSTEAD et al., 2005). Além disso, a proteina E

possui importante funcéo indutora de resposta imune.
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Figura 8 - Monémero da glicoproteina E e seus dominios

Glicoproteina E
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Legenda: Estrutura do DENV maduro. A proteina E se organiza em trés dimeros paralelos de proteina,
seus diferentes dominios estédo representados por diferentes cores (dominios I, Il e lll estdo coloridos
em vermelho, amarelo e azul, respectivamente) e o peptideo de fuséo aparece em verde.
Fonte:(Adaptada de MURPHY; WHITEHEAD, 2011).

As proteinas ndo estruturais sao essenciais para replicacdo viral. A NS1 é uma
glicoproteina com peso molecular entre 46 e 55 kDa dependendo do seu estado de
glicosilacdo. Esta proteina pode ser encontrada em varias formas oligoméricas e
diferentes localizacdes celulares: associada a membrana celular (MNS1) em
compartimentos vesiculares dentro da célula ou na superficie celular e secretada para
meio extracelular na forma de hexamero (sNS1), sendo detectada no soro de
individuos na fase aguda da infeccdo (MULLER; YOUNG, 2013). Estudos sugerem
gue a proteina NS1 desempenha um papel essencial como cofator na replicacéo do
virus (MACKENZIE; JONES; YOUNG, 1996).

A NS2A, NS2B, NS4A e NS4B sao pequenas proteinas hidrofébicas e pouco é
descrito sobre suas funcfes. As regides hidrofébicas dessas proteinas sugerem que
estdo associadas a membrana. A proteina NS2A de aproximadamente 22 kDa esta
envolvida na coordenacao da mudanca entre o empacotamento e a replicacdo do RNA
(WEAVER; VASILAKIS, 2009). A NS2B (14 kDa) funciona como um cofator da
protease viral, formando um complexo NS3-NS2B responsavel pela clivagem da
poliproteina viral (ZEIDLER et al. 2017, CHAMBERS et al., 1990). As proteinas NS4A
e NS4B podem estar envolvidas no bloqueio da resposta de Interferon tipo | (IFN I). A
NS4A funciona como uma ancora da replicase viral a membrana celular (PERERA;
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KUHN, 2008). Estudos sugerem que a NS4B modula a replicacdo do virus da dengue
através de sua interacdo com NS3 (UMAREDDY et al., 2006).

A proteina NS3 (69 KDa) € altamente conservada e possui aproximadamente
618 aminoé&cidos(aa), sendo uma proteina multifuncional. Essa proteina tem um
dominio de protease na regido N-terminal, com 180 aa, que associados a proteina
NS2B (co-fator) apresentam atividade serino-protease. A regido C- terminal possui
atividades de helicase, nucleosideo trifosfatase (NTPase) e RNA 5’ trifosfatase
(RTPase) que participam da replicacao do material genético viral (LUO; VASUDEVAN;
LESCAR, 2015).

A proteina NS5 (103 kDa) € a maior das proteinas ndo estruturais, altamente
conservada entre todos os Flavivirus, com atividades metiltransferase (MTase) e RNA
polimerase dependente de RNA (RpRd). Na regido N-terminal é encontrada MTase
dependente de S-adenosilmetionina, responsavel pela adicdo cap e metilacdo da
extremidade 5 cap do RNA viral. Na regido C-terminal é encontrada RpRd
responsavel pela replicacéo e transcricdo do genoma viral (POTISOPON et al., 2014;
NOMAGUCHI et al., 2003). A NS5 também esta envolvida no bloqueio da sinalizacédo
de IFN tipo | (LAURENT-ROLLE et al., 2014).

1.5 Ciclo replicativo

O DENV entra nas células hospedeiras através de endocitose mediada pela
proteina citoplasmatica clatrina, via interacdo entre glicoproteina da superficie viral e
receptores especificos de superficie celular (VAN DER SCHAAR et al., 2007). Vérios
supostos receptores tém sido identificados em células humanas incluindo o heparan
sulfato, proteinas do choque térmico (Hsp70 e Hsp90), chaperonina GRP78/Bip, 0
receptor de lipopolissacarideo CD14, receptor de laminina, DC-SING (do inglés: DC
(dendritic cell) — specific intercelular adhesion molecule 3 — grabbing nonintegring),
entre outros (GUZMAN; HARRIS, 2015; CRUZ-OLIVEIRA et al., 2015). Entretanto o
receptor DC-SING serve como um fator de fixagdo do virus da dengue em células
dendriticas imaturas, responsavel por mediar a entrada do virus (GUZMAN; HARRIS,
2015; LOZACH et al., 2005).

Estudos demonstram que durante as infecgbes naturais, fagocitos
mononucleares, tais como mondécitos, macrofagos e células dendriticas sé&o

consideradas alvos principais da infec¢cao por DENV (WU et al., 2000). Assim como
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0s hepatocitos, linfécitos, células endoteliais, neuronais e de Langerhans, também
como alvos para a replicacéo viral (PAES et al., 2009).

ApOGs a internalizacdo do DENV por endocitose, o pH é&cido desencadeia
mudancas conformacionais na glicoproteina E, que permitem a fusdo das membranas
do endossomo e do envelope viral, liberando o RNA viral no citoplasma (GREEN et
al., 2014). O RNA é traduzido e replicado no reticulo endoplasmatico (RE), ocorrendo
a montagem de novas particulas virais. Estas particulas imaturas sao transportadas
atraves da via secretéria do Complexo de Golgi, onde ocorre a clivagem da prM pela
furina resultando na formacao virions maduros. Posteriormente, as particulas maduras
sao liberadas por exocitose para meio extracelular, podendo infectar novas células
(Figura 9) (PERERA; KHALIQ; KUHN, 2008).
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Figura 9 - Ciclo replicativo do virus da dengue
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Legenda: Esquema representativo do ciclo de replicagdo do DENV em uma célula susceptivel. A)
Interagdo do virion com a superficie celular por meio de receptores, seguido de endocitose. B) A
acidificacdo do endossoma promove a mudan¢a conformacional da proteina E que ocasiona na
exposicdo do peptideo de fusdo levando a fusdo das membranas do endossoma e do envelope viral,
liberando o RNA viral no citoplasma. C) O RNA viral é traduzido em uma poliproteina processada por
proteases celulares e virais. D) As proteinas virais ndo estruturais replicam o RNA genémico. E)
Montagem de particulas virais imaturas, que adquirem o envelope por brotamento nas membranas do
RE. F) Transporte da particula viral imatura pelas membranas do Golgi e clivagem de prM pela protease
furina nas cisternas do Trans-Golgi (TGN). G) Liberacdo da particula madura por exocitose para o meio
extracelular. Os nimeros mostrados nas caixas coloridas indicam o pH dos compartimentos celulares.
Fonte: (Adaptada de PERERA; KHALIQ; KUHN, 2008).

1.6 Sintomatologia da dengue

A dengue apresenta um amplo espectro de manifesta¢des clinicas que pode
variar de acordo com a gravidade e a idade dos pacientes infectados. A infec¢do pode
ser causada por qualquer um dos quatro sorotipos virais que pode ser assintomatica
ou febre da dengue (FD) ou as formas mais graves da doenca, febre hemorragica da
dengue (FHD) e sindrome de choque por dengue (SCD) (HADINEGORO, 2012). Os
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guadros de dengue se iniciam logo apos o periodo de incubacdo, em média, quatro a
oito dias apods a picada do mosquito infectado (GUZMAN; HARRIS, 2015).

A FD é caraterizada por febre alta, dores de cabeca frontal, retro orbital,
muscular e articular, nauseas, vémitos e erupg¢des cutaneas. O periodo febril da FD
tem duracdo de aproximadamente cinco a sete dias e pode deixar o paciente com
fadiga severa por varios outros dias (RIGAU-PEREZ, 1998).

Na FHD os primeiros sintomas se assemelham aos da FD, até que ocorra a
defervescéncia da febre, entre 0 3° e 0 7° dia, com 0 aparecimento de manifestagdes
hemorragicas, aumento da permeabilidade vascular resultando no extravasamento do
plasma, hemoconcentragdo (aumento de =220% do hematdcrito) e trombocitopenia
(contagem de plaquetas inferior a 100.000 células/mma3). O periodo critico dura de 24
a 48 horas que pode levar ao choque (SCD) e risco de 6bito do paciente
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2019; HADINEGORO, 2012; CENTER FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2014b).

Em 1997, a OMS categorizou FHD em quatro graus de acordo com a gravidade,
sendo os graus Il e IV classificados como SCD. A presencga de trombocitopenia com
hemoconcetracéo diferencia os graus | e Il FHD da FD (ORGANIZACAO MUNDIAL
DE SAUDE, 1997; BALMASEDA et al., 2005).

Com o objetivo de melhorar a triagem e realizar o tratamento adequado na
classificacao clinica da dengue, com diagnéstico precoce do paciente, a OMS sugeriu
uma nova classificacdo para os casos de dengue (TSAI et al., 2013). Em 2009, os
critérios da OMS classificavam a dengue de acordo com o0s niveis de gravidade:
dengue com e sem sinais de alertas e dengue severa (Figura 10) (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2009; HADINEGORO, 2012). Varios resultados de estudos
demonstraram maior sensibilidade para identificagdo de casos graves com a
classificacdo revisada (GUZMAN; HARRIS, 2015).
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Figura 10 - Classificacéo clinica dos casos de dengue de acordo com OMS, 2009
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Legenda: A classificacdo de 2009 para casos de dengue, com ou sem sinais de alarme (circulo roxo),
e dengue grave (circulo laranja). Manifestac@es clinicas (retangulos) observadas em cada grupo.
Fonte: (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2009).

1.7 Respostaimunoldgica inata

O DENV se propaga entre humanos através de mosquitos infectados. Uma
grande variedade de ceélulas mostraram-se sensiveis a infeccdo por DENV em
experimentos in vitro, dentre elas, células epiteliais, células endoteliais, hepatécitos,
células musculares, células dendriticas (DCs — dendritic cells), mondcitos e
mastécitos. Contudo, em modelos in vivo células do sistema imune mostraram-se 0s
principais alvos de infecgdo por DENV (AREVALO et al., 2009; BROWN et al., 2011,
PAES et al., 2009).

Assim, durante uma infec¢do natural pelo virus da dengue, humanos séo
picados por um mosquito infectado que libera o virus na pele do hospedeiro. Dessa
forma, o DENV ira infectar e se replicar nas células de linhagem mononuclear
presentes na pele, como mondécitos, DCs, macréfagos e células de Langerhans
(JESSIE et al., 2004; WU et al., 2000). Essas células, quando expostas ao DENV
produzirdo citocinas antivirais e pro-inflamatérias, como os interferons (IFN) do tipo |,
e quimiocinas, como o fator inibidor da migracdo de macrofagos (MIF — migration



39

inhibition factor), proteina quimiotatica de mondcitos (MCP — monocyte chemotactic
factor) e interleucina (IL- interleukin) 8 (LIBRATY et al., 2001; MAROVICH et al., 2001,
CHUANG et al., 2011). Essa resposta inicial e focal ndo é responsavel pelos sintomas
clinicos, contudo, desempenha um papel importante em regular a replicacdo e
disseminacéao viral, ao recrutar células susceptiveis para o local de inoculacdo do
virus. Ainda, a infeccdo de DCs pelo DENV induz a producdo de metaloproteinases,
como MMP-2 (matrix metalloproteinase-2) e MMP-9 (matrix metallopeptidase-9), que
modulam a matriz extracelular e facilitam a migracdo dessas DCs para linfonodos
locais, onde o virus ira se replicar e, subsequentemente, entrar na circulacédo
sanguinea, alcancando outros érgdos, como figado, pulmdes e baco, gerando uma
infecgao sistémica (LUPLERTLOP et al., 2006).

A infeccdo desencadeia uma variedade de respostas da imunidade inata do
hospedeiro. As células da imunidade inata sdo as primeiras a responder a infeccao,
utilizando os receptores de reconhecimento de padrées (PRR — pattern recognition
receptor) para identificar os padrbes moleculares associados a patégenos (PAMPs —
pathogen-associated molecular patterns) e montando uma resposta efetora (LOO;
GALE, 2011; AKIRA; TAKEDA, 2004). Dentre essas células estdo as DCs, o0s
macrofagos e os mondcitos.

Alguns dos PRRs associados a infeccéo pelo DENV sédo gene | indutor de &cido
retindico (RIG-1) e o gene 5 associado a diferenciacdo de melanoma (MDAJS) que se
encontram no compartimento citoplasmatico e os receptores TLR3 (Toll-like receptor
3) e TLR7 (Toll-like receptor 7) que encontram-se no compartimento endossomal
(NASIRUDEEN et al., 2011; WANG et al., 2006). A ativacdo desses receptores pelo
reconhecimento do DENV leva a uma resposta mediada por IFN do tipo I.

Os receptores RIG-I e MDAS séo receptores da familia RIG-I-like receptors
(RLRs), localizados no citoplasma de uma variedade de células, incluindo células
mieldides, epiteliais, e células do sistema nervoso central. Esses receptores sao
capazes de detectar fitas de RNA contendo um grupamento fosfato e longos dsRNA
(RNAs de dupla fita) presentes no citoplasma (LOO; GALE, 2011). Assim, eles sao
essenciais na resposta imunologica das células da imunidade inata contra infec¢des
virais, identificando a replicacdo do virus no citoplasma dessas células. Apds sua
ativacdo, esses receptores podem levar a ativacdo dos fatores reguladores de IFN,
IRF3 (Interferon regulatory factor 3) e IRF7 (Interferon regulatory factor 7), que
induzem a producéo de IFNs do tipo | (SETH et al., 2005). O receptor TLR3 é o
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principal receptor da familia TLR na resposta ao DENV, sendo capaz de reconhecer
dsRNA nos compartimentos endossomais (BAUM; GARCIA-SASTRE, 2010). Sua
ativacao induz a ativacado dos genes estimulados por interferons (ISGs do inglés:
interferon stimulated genes) e producgdo de quimiocinas (AKIRA; TAKEDA, 2004). Ja
TLR7 reconhece ssRNA (RNA de fita simples) no compartimento endossomal de DCs
(SETH et al., 2005). O reconhecimento desses RNAs, que podem incluir fragmentos
do genoma do DENV, induz a producdo de citocinas pro-inflamatorias através da
ativacado da via do fator nuclear kappa B (NF-kB — nuclear factor-kB) (WANG et al.,
2006).

A producéo de IFNs do tipo | inibe a infeccdo de outros mondcitos pelo DENV.
Essas citocinas ligam-se aos receptores IFNa/B (IFNARs), presentes na superficie
dessas células, levando a ativacdo da via molecular JAK/STAT (Janus kinase
(JAK)/signal transducer and activator of transcription (STAT)) promovendo a ativacao
dos ISGs, o que resulta na promocdo de um estado celular antiviral (MORRISON;
GARCIA-SASTRE, 2014). Assim, a ativacdo dos PRRs e a intensa producéo de IFN
do tipo | resultam na liberag&o de citocinas pré-inflamatorias, como o fator de necroses
tumoral alfa (TNF-a - tumor necrosis factor-a), IL-6, IL-8, e IL-12, além da manutencé&o
da resposta antiviral (AKIRA, 2006; CHEN; NG; CHU, 2015).

A fase febril da dengue é caracterizada por altos niveis de DENV ou de proteina
NS1 soluvel no sangue, além de niveis elevados de IFN do tipo | (LIBRATY et al.,
2002). Células dendriticas plasmocitéides (PDCs), uma populacéo especifica de DCs,
e grandes produtoras de IFN do tipo |, encontram-se ativadas e circulantes durante a
infeccdo pelo DENV, sendo encontradas em niveis menores em pacientes com FHD
(PICHYANGKUL et al., 2003).

Contudo, algumas respostas imunolégicas parecem estar associadas com
guadros clinicos mais severos. O reconhecimento de NS1 por receptores TLR4 leva
a producdo de citocinas pro-inflamatérias que contribuem para o dano vascular
observado em manifestacdes mais graves (MODHIRAN et al, 2015). A proteina NS1
também promove uma exacerbacdo da doenca ao ligar-se em alguns tipos celulares
iniciando o processo de extravasamento vascular (AVIRUTNAN et al., 2006). Além
disso, uma ativacdo da via alternativa do sistema complemento pode estar associada
com quadros mais graves da doenca (NASCIMENTO et al., 2009).

O endotélio vascular desempenha um papel central na fisiopatologia da

dengue. A expressao de IL-6, IL-8 e TNFa esta envolvida com a ativagao de células



41

endoteliais (VERVAEKE; VERMEIRE; LIEKENS, 2015; HUANG et al., 2000). Essa
ativacdo ndo sO parece estar envolvida no sangramento identificado em pacientes
com FD e FHD, mas também aos danos observados no figado de pacientes que
progrediram para hepatite em decorréncia da infeccao (THANACHARTWET et al.,
2015; SAMANTA; SHARMA, 2015). A IL-8 encontra-se expressa em hepatocitos
durante a infeccdo por dengue, com correlacdo entre os niveis de expressao dessa
citocina e a elevacgéao dos niveis das enzimas transaminases (MEDIN; FITZGERALD;
ROTHMAN, 2005; RAGHUPATHY et al.,, 1998). A expressao de TNFa parece
preceder a apoptose de células hepéticas durante a infec¢do, sendo reportado uma
correlacdo entre gravidade da doenca e niveis de IL-6 e TNFa (NAGILA et al., 2013;
SEHRAWAT et al., 2018).

Foi observado, que NS1 pode estimular modificagbes patogénicas importantes
em células endoteliais. A internalizacdo de NS1 por células endoteliais € capaz de
induzir a ativacdo de mais de 200 genes, muitos ligados as funcdes endoteliais e essa
ativacdo pode promover uma reducdo na integridade da barreira endotelial
(BARBACHANO-GUERRERO; ENDY; KING , 2020). Por fim, a proteina NS1 pode
direcionar a resposta do sistema complemento contra células endoteliais, levando a
apoptose dessas células e interromper a cascata de coagulacdo (AMORIM et al.,
2014; LIN et al., 2012). Os receptores TLR2 e TLR6 sao ativados, resultando na
producédo de citocinas pré-inflamatérias, exacerbando o processo de extravasamento
plasmatico (CHEN; NG; CHU, 2015).

O sistema complemento constitui um importante componente nas respostas
imunologicas desempenhadas pelo sistema imune inato contra virus. As lectinas
ligantes de manose (MBL - mannose binding lectin), da via das lectinas do
complemento, é capaz de induzir protecdo contra o DENV. O MBL consegue ligar-se
as superficies contendo glicanos de manose, como a superficie do DENV,
reconhecendo o virion (AVIRUTNAN et al., 2011). Esse reconhecimento pelo
complexo MBL ira induzir a clivagem dos componentes C4 e C2 da via, levando a
formacao e depdsito dos fragmentos C4b e C2a na superficie do virion, formando a
C3 convertase (THIEL et al., 1997). A partir disso, a cascata de ativagao segue igual
a da via classica do complemento, que inclui a formag¢ao do complexo C5 convertase,
consequentemente, do complexo de ataque a membrana (MAC), composto pelos
fragmentos de C5b-9, que induz a lise do virion ou de células infectadas, o
recrutamento de fagécitos e inflamagéo (FUJITA; MATSUSHITA; ENDO, 2004).
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Como visto, as células dendriticas (DCs) aparecem dentre as primeiras células
imunologicas a encontrarem o virus apos o inicio da infec¢cdo. ApOs esse encontro, as
DCs produzem e liberam uma série de sinais, dentre esses, sinais mediados por IFN
tipo | e TNF-a, capazes de recrutar células NK (natural killers) para o local de infecgéo,
resultando numa atividade antiviral citotoxica mediada por perforinas/ granzimas, Fas/
FasL e producéo de interferon gama (IFNy) (COSTA et al., 2017).

Células NK desempenham papel importante na resposta contra virus,
produzindo citocinas antivirais, secretando granulos citotoxicos e desencadeando a
via de FAS/TRAIL, que levam a inducdo de apoptose de células infectadas e
conseguem controlar a replicacdo viral (JOST; ALTFELD, 2013). As células NK
apresentam grande capacidade de lisar células infectadas pelo DENV (KURANE et
al., 1984).

Células NKT invariantes, ou iNKT, uma populacdo especifica de células T,
similares a células NK, também s&o ativadas durante a infec¢do pelo virus da dengue
e sua atividade pode estar relacionada com a gravidade da doenca
(MATANGKASOMBUT et al., 2014). Essas células sdo potentes produtoras de
citocinas, como IFNy e IL-4 e o recrutamento dessas células pode estar associado
com a ativacdo de mastdécitos locais, demonstrando ser importante no controle local
do virus (JUNO; KEYNAN; FOWKE, 2012; St JOHN et al., 2011).

A atividade citotoxica mediada por células NK proporciona importante efeito
antiviral, contudo, ao mesmo tempo, € capaz de mediar danos aos tecidos adjacentes.
Assim, ainda ndo esta claro se um aumento na resposta das células NK pode
contribuir para um aumento na gravidade da doenca. A inibicdo dessas células pela
proteina NS1 parece estar associado com o desenvolvimento de FHD (TOWNSLEY
et al., 2015). Além disso, amostras de criancas que desenvolveram infec¢cdes mais
severas mostraram frequéncias maiores de células NK ativadas quando comparadas
com criangas que tiveram infeccbes leves, sugerindo que as células NK estédo
envolvidas ativamente na defesa do hospedeiro contra o virus (GREEN et al., 1999;
MATHEW, 2018).

1.8 Mecanismos Imunolégicos na FHD

A infecgéo primaria com DENV leva a indugdo de anticorpos neutralizantes de

longa duracao, sendo interpretado como imunidade duradoura contra a doenca apoés
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nova infeccdo com 0o mesmo  sorotipo  (imunidade homotipica)
(LAOPRASOPWATTANA et al., 2007). A infeccdo secundaria ocorre quando um
individuo é infectado por um sorotipo heter6logo ao da infec¢éo priméria, podendo
levar ao desenvolvimento de quadros graves da doenga. H& pelo menos quatro Teoria
gue tentam explicar as alterac6es que desencadeiam o fendbmeno da FHD.

Uma das teorias propostas para explicar o aumento do risco de doenca grave
em casos secundarios € infec¢do sequencial ou facilitacdo dependente de anticorpo
(do inglés: ADE - antibody-dependent enhancement) (WAHALA; SILVA, 2011,
HALSTEAD et al.,, 2010). ADE ocorre quando o anticorpo heterotipico né&o
neutralizante presente no hospedeiro devido a uma infeccdo anterior DENV, liga-se
ao virus durante a infeccdo heteriotipica subsequente, sem neutraliza-lo, formando
um complexo imune, virus-anticorpo. Esse complexo se liga ao receptor Fcy (FcyR)
presente na superficie de células como mondcitos, macréfagos e células dendriticas,
facilitando a infeccdo e replicacdo viral (Figura 11) (MURPHY; WHITEHEAD, 2011;
HALSTEAD, 1988).

Figura 11 - Figura esquematica do mecanismo de aumento dependente de anticorpo
(ADE)
DENY v . Anticorpo heterotipico reconhece

o . . F 4 s o >
Anticorpo heterotipico de Y —_—— w 0 virus mas nao o neutraliza
uma infeccao anterior

Complexo antigeno-anticorpo se liga ao FcyR

j—
T

Y
Y o ¢
FoR W ¥ X Ve
' aelse
Mondcito —_— — —ae?
° e
h lll ||| O maior acesso as células

(FcyR) leva ao aumento da
carga viral e doenca

Legenda: Interacdo do DENV com anticorpos ndo neutralizantes e posterior facilitacdo da entrada do
virus em células com receptores Fc (ADE).
Fonte: (Adaptada de MURPHY; WHITEHEAD, 2011).

Em 1977, a teoria de Rosen relacionou a ocorréncia de FHD com a viruléncia
da cepa infectante, de modo que as formas mais graves da doenca sejam resultantes

das diversidades genéticas e antigénicas das diferentes cepas do virus
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(ROSEN,1977). A evolucéo genética do virus dentro de cada sorotipo pode dar origem
a cepas epidémicas ou mais virulentas (GUBLER, 1998; RICO-HESSE, 1990).

Outra hipotese visando explicar FHD, foi denominada como a teoria do Pecado
Antigénico Original. Esta baseia-se no fato de quando uma infeccdo secundaria por
sorotipo distinto do DENV ocorre, ha ativacédo de linfocitos T de memdria, gerados
apos uma infeccdo primaria heteréloga, porém estas células apresentariam uma baixa
avidez para o sorotipo secundario resultando em resposta funcional fraca (MATHEW,
ROTHMAN, 2008). Como consequéncia, essas células T de memoria de reatividade
cruzada produziriam concentracdes elevadas de citocinas inflamatorias e pode assim
contribuir para o aumento da permeabilidade vascular (RIVINO, 2016).

Uma teoria que foi sugerida em 1987, por pesquisadores cubanos, foi a Teoria
Integral de Multicausalidade. Esta baseia-se nos dados da epidemia de FHD que
ocorreu em Cuba (1981), onde observaram que a interacéo de varios fatores de riscos
- individual (idade, sexo, raca, estado nutricional, presenca de anticorpos),
epidemiologico e viral - estariam relacionados ao desenvolvimento de FHD (Figura 12)
(KOURI; GUZMAN; BRAVO, 1987; GUZMAN; KOURI, 2002).

Figura 12 - Teoria Integral de Multicausalidade

« Idade * Tamanho da Populagio
Suscetivel
« Sexo
« Raga 4 « Alta Densidade do Vetor
/ . "
+ Condigdo nutricional [ Fatores Ampla C:wla;:o :e Virus
* Hi ich
* Infecg3o Secundiria Individuais perendemicidade

* Resposta Individual

* Viruléncia dacepa
* Sorotipo

Legenda: Os conjuntos representam os diferentes fatores apontados na teoria integral de
multicausalidade. O circulo rosa contempla os fatores individuais inerentes aos individuos. No circulo
azul estdo contemplados os fatores epidemiologicos. J&, no circulo verde os fatores virais. A
intercesséao dos trés conjuntos esta ligada ao desenvolvimento de FHD ou SCD.

Fonte: (Adaptada de GUZMAN; KOURI, 2002).
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Um mecanismo complementar para aumento da viremia também pode estar
relacionado a supressdo de determinados componentes da resposta imune antiviral,
como IFN do tipo 1 e os efetores antivirais induzidos por esta citocina (GUZMAN,;
VAZQUEZ, 2010). Alguns estudos in vitro mostram que a infec¢do de células THP1
(linhagem celular monocitica) pelo virus da Dengue, leva a supressao da transcricao
e producédo de IL-12, IFNy, fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e 6xido nitrico (NO),
que sao conhecidos mediadores pro-inflamatérios, mas aumentam a producdo de
citocinas IL-6 e IL-10, que por sua vez sao consideradas citocinas com efeito anti-
inflamatoério.  Isto  sugere um  mecanismo de escape do  virus
(CHAREONSIRISUTHIGUL; KALAYANAROOQOJ; UBOL, 2007; GUZMAN; VAZQUEZ,
2010).

Frente a possibilidade de uma infec¢cdo secundaria levar o individuo a um
guadro de FHD ou SCD, percebeu-se a necessidade de um desenvolvimento de uma
vacina tetravalente que estimule uma resposta imune equilibrada contra os quatro
sorotipos do DENV e com isso possa evitar os fendmenos citados acima (GUZMAN;
HARRIS, 2015).

1.9 Vacinas

A historia da humanidade é marcada por epidemias, pandemias e tentativas do
homem em desenvolver um método para se tornar mais resistente as doencas
infecciosas. Visando este objetivo, desde o século XVII, ja eram relatados
procedimentos de inoculagéo de crostas em pé ou o liquido das pustulas de pacientes
com variola em arranhdes superficiais de individuos saudaveis, a fim de torna-los mais
resistentes a uma posterior infeccdo pelo virus. Este procedimento, que ficou
conhecido como “variolacdo”, se popularizou em muitos paises na Asia, Oriente
Médio, Africa e Europa, chegando a ser regulamentado em algumas regifes (HAN,
2015).

Nos séculos seguintes, houve grandes avancos no desenvolvimento de
vacinas, culminando com a erradicagdo da variola e o controle de muitas doencas
infecciosas, como a poliomielite e o sarampo. A partir do século XX, as vacinas
deixaram de ser desenvolvidas empiricamente e passaram a ser desenvolvidas

partindo de uma hipotese imunologica sobre a protecdo (PLOTKIN; PLOTKIN, 2011).
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O século XXI € marcado pelo acumulo de conhecimento multidisciplinar e
grandes investimentos aplicados ao desenvolvimento de vacinas. Isto associado as
melhorias cientificas e a nossa experiéncia histérica tornam a era moderna a mais
bem-sucedida e produtiva da histéria (HAN, 2015).

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

O processo de desenvolvimento de vacinas continua sendo aprimorado,
visando a obtencdo de vacinas cada vez mais seguras e eficazes. Para isso,
atualmente, todo o processo leva em torno de 10 a 15 anos e requer um or¢gamento
de cerca de um bilhdo de délares, compreendendo, basicamente, cinco fases,

conforme apresentado na Figura 13 (HAN, 2015).

Figura 13 - Fluxograma com as fases desenvolvimento da vacina

Identificacdo do
antigeno e
producdo

Ensaios Ensaios clinicos Vigilancia pds-

(Fases I, II, Ill) Licenciamento

pré-clinicos comercializagdo

Tempo consumido

2-5 anos 1-2 anos 4-8 anos 1-2 anos 2-5+ anos

Despesa orcamentaria (dolares)
10-20M 50-100M 500M-18B 20M+

Produgéo
comercial

8-17 anos+ 560M-1,12B ddlares

Legenda: Esquema com o custo e tempo médio da execucdo de cada fase necessaria do
desenvolvimento a comercializacdo de vacinas.
Fonte: (Adaptado de HAN, 2015).
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A complexidade e diversidade desses novos produtos apresentam desafios
cientificos e regulatérios (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2005). As agéncias
reguladoras dividem o processo de desenvolvimento de vacinas em dois estagios: pré-
clinicos e clinicos, a fim de garantir a seguranca, imunogenicidade e eficicia protetora
em humanos antes do produto ser licenciado para o uso (SINGH; MEHTA, 2016).

Os ensaios pré-clinicos ou nao clinicos sao pré-requisitos para que a vacina
candidata siga o processo de desenvolvimento para 0os ensaios clinicos. As principais
preocupacdes de seguranca estdo relacionadas a toxicidade do produto, de
impurezas e contaminantes e de interacfes dos componentes da vacina presentes na
formulacdo, e aos efeitos colaterais, associados a resposta imune induzida pela
vacina. O objetivo desses ensaios é identificar possiveis riscos para os vacinados,
além de auxiliar no planejamento de protocolos para estudos clinicos subsequentes
em seres humanos. Essa etapa compreende todos os testes in vitro e in vivo em
animais realizados antes e durante o desenvolvimento clinico de vacinas
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2005).

Os ensaios clinicos devem caracterizar a imunogenicidade e determinar a
eficacia, efetividade e seguranca do novo produto. S&o classificados em ensaios de
pré-licenciamento e de pos-licenciamento (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2017d). Os ensaios de pré-licenciamento estédo dispostos em trés fases: I, Il e lll, cuja
progresséao € sequencial. Ja os ensaios de pos-licenciamento, também chamados de
estudos de vigilancia pés-comercializacéo, correspondem a fase IV (SINGH; MEHTA,
2016).

A fase | é o primeiro estudo em seres humanos realizado em pequeno grupo
de individuos sadios (20 — 80 voluntarios) para avaliar principalmente a seguranca.
Frequentemente, a dose, o esquema de imunizagdo e o0 modo de administracéo da
vacina também sdo avaliados (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2008; OMS
2017d).

Os ensaios de fase Il sdo realizados em um grupo maior de pessoas
(geralmente entre 200 e 500) e geralmente sdo randomizados e bem controlados. Os
ensaios tém como objetivo demonstrar o perfil de imunogenicidade e seguranca de
uma vacina candidata. Nesta fase iniciam os estudos de dose resposta e vias de
administracdo (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2008; ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2017d).
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Os ensaios de fase Ill complementam os resultados anteriores, fornecendo
evidéncias clinicas e estatisticas mais robustas em apoio ao licenciamento (SINGH;
MEHTA, 2016). S&o ensaios clinicos de larga escala, envolvendo milhares de
individuos da populacéo-alvo (3000 a 4000), sendo obrigatoriamente randomizado,
duplo-cego e controlado com placebo. O objetivo principal € avaliar a eficacia e
seguranca da formulacéo final da vacina (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2008).

Os ensaios de fase IV também sdo chamados de ensaios clinicos de pos-
licenciamento e/ou de vigilancia pos-comercializacdo, pois sédo realizados apos a
comercializacao do produto, a fim de monitorar a seguranca da vacina em uso rotineiro
e tratar de questbes especificas de seguranca que foram identificadas como
preocupacdes potenciais de testes pré-licenciamento. Os produtores podem optar por
realizar ensaios adicionais para estender ou modificar o uso da vacina (SINGH;
MEHTA, 2016; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2017d).

1.9.1Vacina da dengue

A vacina ideal contra dengue deve proteger para cada um dos quatro sorotipos
do DENV, fornecer protecédo de longa duracéo, a imunizacdo deve ser segura e bem
tolerada, ndo induzir o fendmeno ADE e o custo da vacina deve ser acessivel a
populacdo (MURPHY; WHITEHEAD, 2011).

Diversas abordagens para o desenvolvimento de uma vacina eficaz estédo
sendo utilizadas, incluindo as vacinas de virus atenuado e inativado, proteinas
recombinantes, vacina de vetor viral e vacina de DNA (WODI; MORELLI, 2015; DENG
et al. 2020). As vacinas funcionam principalmente aumentando as respostas imunes
contra a proteina de envelope (E) do DENV e a proteina ndo estrutural -1 (NS1) (LIU;
LIU; CHENG, 2016).

Até o0 momento, a vacina tetravalente contra dengue da Sanofi Pasteur é a
Unica registrada no Brasil, mas existem varias outras vacinas tetravalentes candidatas

em desenvolvimento pré-clinico e clinico (Tabela 1) .
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Vacina Produtor Tipo da Descricao da Vacina Fase
Tetravalente Vacina Clinica
Genes prM e E dos quatro
Virus sorotipos do virus da dengue
Dengvaxia Sanofi Pasteur atenuado inseridos em uma porcdo ndao- Concluida
quiméricos estrutural do virus vacinal da
febre amarela 17D.
Cepa atenuada DENV2 por
Virus passagem seriada em linhagem
DENVax Takeda de células primarias de rim de 1]
atenuado : :
cachorro e ainda mais atenuada
pela mutacé@o no gene NS3
TV003/ TVOO5 NIH e Instituto Virus Mutacdes genéticas com cepas I
Butantan atenuado selvagem
GSK e Walter
TDENV PIV Reepl Army Virus ?r?ativado Inativag&o por for_malina de I
Institute of purificado todos sorotipos
Research
Proteina Proteiqas do envelope
V180 Merck : produzidas em células de I
recombinante :
Drosophila
Proteinas do envelope e da pré-
Naval Medical membrana do DENV1 expressas
TVDV Research DNA sob o controle do promotor- I
Center potencializador do

citomegalovirus humano

Fonte: (Adaptado de DENGUE VACCINE INITIATIVE, 2016).

A primeira vacina tetravalente contra a dengue, Dengvaxia® (CYD-VTD)
produzida pela Sanofi Pasteur, foi registrada no Brasil, em dezembro de 2015. Essa
vacina também foi aprovada por outras agéncias em vinte paises distribuidos pela
Asia e América Latina (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2018;
SWAMINATHAN; KHANNA, 2019).

A CYD-VTD é uma vacina tetravalente contra a dengue que contém virus
atenuado quiméricos e tem como base a cepa da vacina 17D contra a febre amarela
(YF17D) (VILLAR et al., 2015).

construido através da substituicdo dos genes que codificam as proteinas do envelope

Cada virus que compfe a vacina da dengue foi

(E) e da pré-membrana (prM) do virus da vacina febre amarela (17D) pelos genes dos
guatro diferentes tipos de virus da dengue (GUY et al, 2011, SCHWARTZ et al., 2015)
(Figura 14).
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Figura 14 - Construcao das quatro vacinas quimeéricas produzidas pela Sanofi

Pasteur
Febre amarela V 17DcDNA Troca com genes da dengue wt 1-4
[ClorM[ E T Genes ndo estruturais ]
™ E
‘ 1 b PUO-359/TVP-1140
2 PUO-218
I '\ Troca com ?:tnfj da dengue =]
- PaH881/
<] ( [__Genes ndo estruturais__] 3 IPaH881/88
l 4 N 1228 (TVP-980)
" 4 cDNAs quiméricos
]
[T ]
[ J
] ( )
v °
Transcrito Quatro virus
individualmente o individu'ais
para RNA dalva’c[na
. quimérica
Crescimento 1  contra a
~a —» viralem —» |© dengue
células VERO (CYD 1-4)
Transfecgdo de RNA
o &8

(. J/

Legenda: Representacdo esquematica da confeccdo das particulas de virus quiméricos a partir da
substituicdo dos genes das proteinas E e prM do virus da vacina febre amarela (17D) pelos do DENV
(1-4). Crescimento viral em células VERO.

Fonte: (Adaptado de GUY et al., 2011).

Nos estudos pré-clinicos sao realizados os testes in vitro e in vivo para garantir
que a vacina é estavel fenotipicamente e genotipicamente, sendo avaliado o seu
tropismo, estrutura, capacidade de multiplicacao e risco de transmissao por mosquitos
vetores.

Em testes in vitro para avaliar o efeito das cepas recombinantes da vacina
Dengvaxia® em células dentriticas humanas, por ser uma das primeiras células a
entrar em contato com o virus e importantes apresentadoras de antigenos (GUY;
SAVILLE; LANG, 2010), observou-se que essas cepas apresentam comportamento
similar a infeccao natural pelo DENV. Assim, foi demonstrado que os quatro sorotipos
vacinais foram capazes de induzir a maturagdo dessas DCs e desencadear uma
resposta imune desejada, como a producéo de citocinas inflamatorias, expressao do
IFN do tipo | e expressao de marcadores de DCs maduras (HLA-DR, CD80, CD86,
CD83) (GUY et al., 2011; DEAUVIEAU et al., 2007). Além disso, estudos
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demonstraram que os virus CYD1-4 sdo menos hepatotropicos do que o virus da
vacina YF17D em humanos (BRANDLER et al., 2005).

Quanto a seguranca e a eficdcia da Dengvaxia®, esta mostrou-se bastante
eficaz na prevencdo da doenca, especialmente em resposta aos ensaios clinicos de
fases |, Il, lll, realizados com voluntarios entre dois a sessenta anos de idade na Asia
e na América Latina. Dados desse estudo apontam algumas reacfes locais na
aplicacdo da vacina, tal como dor, e reagdes adversas sistémicas como dores de
cabeca e mal-estar. Nenhuma reacdo anafilatica relacionada a vacina, eventos
neurotrépicos ou efeitos viscerotropicos foram relatadas (GAILHARDOU et al., 2016).

Durante o terceiro ano de acompanhamento dos individuos foi observado um
risco maior de hospitalizacdo por dengue no grupo de criangas menores de nove anos
de idade que receberam a vacina Dengvaxia® (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2018). Diante desta circunstancia, foi ressaltado um risco maior no grupo de
criancas nessa faixa etaria, o que sugeriu a hipétese de que a vacina para este caso
induziria a uma primo-infeccéo pelo virus da dengue, proporcionando uma protecéo
de curto prazo apos a administracdo da vacina a esse grupo, com perda de imunidade
protetora ao longo do tempo (GAILHARDOU et al., 2016).

Para populacdo acima de nove anos de idade, a vacina apresentou uma
eficacia de 65,6% para pessoas que nunca tiveram dengue, reducao de 80,3% das
hospitalizagBes e 93% contra casos graves da doenca. No entanto, a eficacia nessa
populacdo quando analisada por sorotipo 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
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2015; HADINEGORO et al.,
2015).

Em 27 de novembro de 2017, a Sanofi Pasteur apresentou resultados de
estudos adicionais, apos cinco anos da administracdo da vacina, que permanece
positivo o beneficio da vacinacédo na populacdo geral e em individuos previamente
soropositivos. Entretanto para individuos previamente soronegativos, depois de 30
meses apos a primeira dose da vacina, ocorre um aumento do risco de exacerbagao
da doenca, com aumento de casos de dengue severa e hospitalizagéo
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2018; AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

Com isso, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) recomenda

gue a vacina Dengvaxia® nao seja administrada em individuos soronegativos, ou seja,
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que ndo tenham sido previamente infectados pelo virus da dengue (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

A vacina Dengvaxia® (uma dose — 0,5 mL) € composta por um pé liofilizado
injetavel e diluente de cloreto de sédio 0,4% para suspensao, contendo apds sua
reconstituicao, o valor de poténcia de 4,5 — 6,0 log10 DICCso/dose (dose infectante de
50% da cultura de células) para os quatro sorotipos. O esquema vacinal € de trés
doses sendo a segunda e a terceira apds 6 e 12 meses respectivamente para uso em
individuos 9 - 45 anos de idade que vivem em &reas endémicas, sendo contraindicado
em gestantes e em pessoas com a imunidade comprometida (DENGUE VACCINE
INITIATIVE, 2015; VANNICE; DURBIN; HOMBACH, 2016).

Atualmente, podemos destacar outras duas vacinas tetravalentes de virus
atenuado que se encontram na fase lll de desenvolvimento. Uma produzida pela
empresa farmacéutica Takeda (TDV ou TAK-003) e outra pelos Institutos Nacionais
de Saude (NIH) dos Estados Unidos em parceria com o Instituto Butantan (TV003/
TV005) (SWAMINATHAN; KHANNA, 2019).

A vacina contra dengue da Takeda (TAK-003) tem como base o virus vivo
atenuado do sorotipo 2 da dengue (DENV-2), que utiliza o “esqueleto” genético do
sorotipo 2 adicionando os genes de interesse dos demais sorotipos (HUANG et al.,
2013). A cepa DENV-2 (TDV-2) foi atenuada por passagem seriada em linhagem de
células primarias de rim de cachorro (PDK) - 53. As outras trés cepas de virus (TDV-
1, TDV-3 e TDV-4) sao quimeras que foram geradas pela substituicdo dos genes que
codificam as proteinas de envelope (E) e pré-membrana (prM) do TDV-2 pelos genes
do DENV-1, DENV-3 e DENV-4 (BISWAL et al., 2019).

Os dados clinicos das fases | e Il em criancas e adolescentes mostraram que
TAK-003 induziu respostas imunes contra todos os quatro sorotipos de dengue, tanto
nos participantes soropositivos quanto nos soronegativos, € a vacina mostrou-se
segura e bem tolerada (TRICOU et al., 2020).

O estudo de fase Ill duplo-cego, randomizado e controlado por placebo esta
avaliando a seguranca e eficacia de duas doses de TAK-003 (3 meses de intervalo)
envolvendo criancas e adolescentes de 4 a 16 anos, na Asia e América Latina. Esse
estudo sera realizado em trés etapas. A primeira etapa do estudo avaliara a seguranca
e efichcia da vacina por 15 e 12 meses apd6s a primeira e segunda dose
respectivamente. A segunda etapa sera por seis meses adicionais para concluir

avaliacdo de eficacia por sorotipo, sorologia basal e gravidade da doenca. A etapa
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final do estudo avaliara a eficacia e seguranca da vacina em longo prazo seguindo os
participantes por mais trés anos (BISWAL et al., 2019)

A vacina TV003 do NIH/ Instituto Butantan contém os quatro virus da dengue
atenuados (DEN1A30, DEN2/4A30, DEN3A30/31 e DEN4A30), em que as cepas
atenuadas DENV-1 e DENV-4 foram desenvolvidas através da delecdo de 30
nucleotideos (A30) localizados na regiao 3'UTR do genoma viral. A atenuagao do
DENV-3 foi por delecdo de 30 e 31 nucleotideos na regido 3'UTR (KALLAS et al.,
2020). A cepa atenuada DENV-2 foi construida por quimerizacdo utilizando
DENV4A30 no qual foram inseridos genes das proteinas do envelope (E) e pré-
mebrana (prM) do DENV2 (PRECIOSO et al., 2015).

No estudo de fase I, diferentes versbes de vacinas monovalentes foram
testadas em seres humanos, seguidas pela definicdo de uma vacina com formulag&o
tetravalente com 6tima eficiéncia. (GUY et al., 2016). Verificou-se que apds vacinagao
com TV003 foram detectados anticorpos dos quatro sorotipos de DENV em 91,7%
dos individuos e que a poténcia protetora contra o DENV-2 foi superior a da vacinacao
com a CYD-TDV. Na TV005 foram adicionados mais componentes de virus atenuados
DENV2 do que ao TV003. Nesta fase, foi observado que a TV005 obteve
imunogenicidade e reatogenicidade satisfatorias, apés uma dose da vacina (GUY et
al., 2016; DENG et al., 2020). Com isso, o desenvolvimento passou para fase |l com
as formulagbes TV003 e TVO005 por induzirem anticorpos neutralizantes mais
equilibrados (DENG et al., 2020).

O estudo de fase Ill estd sendo realizado em varios locais no Brasil,
predominando areas urbanas onde ha transmissédo de dengue. O numero total de
participantes € de 17.000 e todas as pessoas serdo monitoradas por um periodo de
cinco anos (NATIONAL INSTITUTE OF ALLERGY AND INFECTIOUS DISEASES,
2016).

Para analise da eficacia serdo considerados todos os casos de dengue que
ocorrem em 28 dias ap0s a vacinacao. Para avaliacdo da seguranca os participantes
serdo divididos em trés faixas etarias: 2 a 6; 7 a 17 e 18 a 59 anos, onde dois tercos
dos voluntérios receberdo uma dose Unica da vacina candidata, enquanto um tergo
recebera uma injecao inativa de placebo (PRECIOSO et al., 2015).

Uma das vantagens dessas duas vacinas em relacdo a Dengvaxia® é a
reducdo do numero de doses necessarias. Enquanto a Dengvaxia® sao trés doses

com intervalo de 6 meses, a vacina Takeda esta sendo considerada para duas doses
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com intervalo de 3 meses e a vacina TV003 para uma dose Unica (WILDER- SMITH,
2020).

1.9.2Resposta imunolégica da vacina da dengue

Uma vacina para a dengue deve induzir tanto uma potente resposta humoral
(com a geracédo de anticorpos neutralizantes) como celular contra os quatro sorotipos
do DENV. Portanto, uma vacina tetravalente deve induzir uma resposta imunolégica
mediada tanto por células B quanto por células T contra os quatro sorotipos, reduzindo
a elaboracdo e producdo de respostas imunoldgicas ineficientes e com reatividade
cruzada.

A administracdo da vacina CYD-TVD (Dengvaxia®) em individuos
soronegativos foi capaz de induzir anticorpos neutralizantes contra DENV-4, contudo,
apenas niveis reduzidos de anticorpos contra os sorotipos DENV-1, DENV-2 e DENV-
3. Em individuos soropositivos, ocorreu a inducdo de anticorpos com reatividade
cruzada, e a manutencdo ou aumento na resposta humoral pré-existente (HENEIN et
al., 2017). A inabilidade em induzir respostas T CD8+ contra 0 DENV tem sido
apontada como uma das explicacdes para a baixa eficiéncia na protecao de individuos
soronegativos que receberam a vacina (GUY; JACKSON, 2016; SLIFKA; AMANNA,
2018). Contudo, a reativagado de células T de memoéria contra DENV NS3, similar a
uma infeccdo natural, foi observada em individuos imunizados, sugerindo que a
permanéncia de uma resposta T efetora antigeno-especifica € importante na protecao
imunologica (DAYAN et al., 2014; HARENBERG et al., 2013). De fato, a Dengvaxia®
mostrou-se capaz de desenvolver uma resposta T CD8+ direcionada a NS3 do YF17,
e uma resposta T CD4+ tipo-especifica contra o DENV, em individuos soronegativos,
enguanto que a aplicacdo em individuos soropositivos foi capaz de reativar respostas
T CD8+ pré-existentes contra o DENV NS3. A administracdo da vacina parece
favorecer uma resposta voltada na producao de IFNy, sugerindo uma resposta Thl
(HARENBERG et al., 2013; GUY et al., 2008).

A vacina Takeda mostrou-se capaz de induzir potentes anticorpos
neutralizantes contra epitopos quaternarios dos sorotipos DENV-1 e DENV-2.
Contudo, ndo foram observados anticorpos epitopo especificos contra o sorotipo
DENV-3 (SWANSTROM et al., 2018). Além disso, a imunizagdo com duas doses da

vacina foi capaz de desencadear respostas efetoras T CD8+ e T CD4+ especificas e
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de reatividade cruzada contra DENV-2, com permanéncia superior a seis meses (CHU
et al., 2015). Contudo, ainda ndo sabe se essas respostas T CD8+ de reatividade
cruzada sédo protetoras ou patogénicas (GALULA et al., 2019).

A vacina NIH/Butantan TVO03 mostrou-se capaz de induzir uma potente
resposta tipo-especifica contra os quatro tipos do DENV, tendo gerado anticorpos
neutralizantes contra os quatro sorotipos (KALLAS et al., 2020). Ainda, um estudo
sugere que sequéncias monovalentes da vacina sdo capazes de induzir anticorpos
anti-E com reatividade cruzada que contribuem significativamente para a atividade de
neutralizacdo heter6loga observada na vacina (TSAI et al., 2015). Além disso, a
vacinacdo com a vacina NIH/Butantan TV003 ndo somente promoveu uma geracao
de anticorpos protetores, como, também, foi capaz de induzir respostas T CD8+
especificas, focadas principalmente nas proteinas NS, que sdo altamente
conservadas entre os sorotipos (KIRKPATRICK et al., 2016). Mais, respostas T CD4+
de mesma magnitude, frequéncia e especificidade foram observadas entre individuos
imunizados e aqueles que foram naturalmente expostos ao DENV, sugerindo uma

resposta protetora contra a doenca (ANGELO et al., 2017).

1.10 Vigilancia sanitaria e controle da qualidade de vacinas

De acordo com a RDC n. © 73/2008 da ANVISA, que dispbe sobre o
Regulamento Técnico para procedimento de liberacdo de lotes de vacinas para
consumo no Brasil, é delegada ao Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude da Fundacgéao Oswaldo Cruz (INCQS/Fiocruz) a responsabilidade pela liberacéo
de todos os lotes de vacinas utilizadas no pais. Desta forma, o INCQS/Fiocruz
desempenha um importante papel dentro e fora do Programa Nacional de
Imunizacdes (PNI), tanto por analisar os lotes de vacinas adquiridas pelo programa,
quanto pelo seu carater consultivo ao Ministério da Saude na identificacdo de
prioridades, formulacdo de diretrizes nacionais nas areas de pesquisa, producao,
aquisicao, distribuicdo e utilizacdo de imunobiologicos, fundamentado em avaliacdes
sistematicas e em dados técnico-cientificos atualizados (BRASIL, 2008).

O controle da qualidade de vacinas € uma acdo da Vigilancia Sanitaria de
extrema importancia, onde as autoridades sanitarias nacionais devem monitorar a
seguranca, qualidade e eficacia de imunobiologicos (MIRANDA; HENRIQUES, 2005).

Entende-se por Vigilancia Sanitaria o conjunto de a¢Ges capaz de eliminar, diminuir
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ou prevenir riscos a saude e de intervir nos problemas sanitarios decorrentes do meio
ambiente, da producéo e circulacdo de bens e da prestacédo de servicos de interesse
da saude (BRASIL, 1990).

A expressao “Controle da qualidade” refere-se as acfes relacionadas com a
medicdo da qualidade, para avaliar se 0s requisitos estdo a ser respeitados para a
finalidade a que se destina. O controle da qualidade de vacinas é realizado pelo
laboratério produtor e deve obedecer a critérios padronizados, estabelecidos pela
OMS. Apos aprovacdo em testes de controle do laboratério produtor, cada lote de
vacina é submetido a analises documental e/ ou laboratorial no INCQS.

A analise documental consiste na andlise do Protocolo Resumido da Producéo
e Controle da Qualidade (PRPCQ) das diversas etapas de producao, lote final e
matérias primas. As analises laboratoriais sdo realizadas para avaliar a eficacia
(ensaios de identidade, estabilidade e poténcia) e seguranca (testes de esterilidade,

toxicidade e pirogénio ou endotoxina bacteriana).

1.10.1 Ensaios de poténcia

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

Os ensaios de poténcia in vivo utilizados no controle da qualidade de
imunobioldgicos utilizam um grande namero de animais, além da alta variabilidade e
longa duracéo dos ensaios (MOREIRA et al., 2020). Com isso, passou a ser tendéncia
mundial a reavaliagdo do uso de animais nos experimentos de testes laboratoriais. A
partir da criacdo de diversas instituicbes, com o objetivo de desenvolver e validar
novos métodos com implementacdo regulatéria de testes alternativos em diversos
paises, a fim de legalizar e harmonizar o uso dos animais surgiu um novo paradigma
internacionalmente reconhecido chamado de 3Rs (SCHECHTMAN, 2002; MEYER,
2003).
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O paradigma 3Rs é assim denominado em func&o das iniciais, em inglés, de
seus principais objetivos: 1) reducdo (Reduction), 2) refinamento (Refinement) e 3)
substituicao (Replacement), que significa a reducao de animais utilizados na pesquisa,
a melhora na conducao dos estudos, no sentido de reduzir o sofrimento e a busca de
meétodos alternativos que venham substituir os testes in vivo (DIPASQUALE; HAYES,
2001).

No desenvolvimento da vacina da dengue ndo ha um modelo animal que
reproduza completamente as diversas manifestacdes da dengue (OLIVEIRA et al.,
2016; PAES et al., 2009). A falta de um modelo animal adequado torna dificil avaliar
a eficacia das vacinas candidatas e identificar ou estabelecer possiveis correlatos de
protecdo in vivo. Os resultados de estudos nao clinicos usando macacos e cepas de
camundongos suscetiveis, como da linhagem AG129, sugerem, no entanto, que a
protecdo contra a dengue soO pode ser relacionada com a presenca ou auséncia de
anticorpos neutralizantes de virus (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2013;
DENG et al., 2020).

A eficicia das vacinas atenuadas esta relacionada ao numero de particulas
vivas, que pode ser determinado por contagem ou titulacdo, sendo um método
essencialmente in vitro (METZ et al., 2002). Para as vacinas tetravalente da dengue,
a poténcia deve ser avaliada em termos de titulos individuais de cada um dos quatro
sorotipos do virus contidos em uma dose da vacina (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2013).

Existem diversas metodologias capazes de avaliar a poténcia das vacinas virais
tais como reacdo em cadeia da polimerase transcriptase reversa (RT-PCR)
(RANHEIM et al.,2006), citometria de fluxo (LAMBETH et al., 2005), ensaios
imunoenziméatico (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2013), titulag&o viral, teste
de neutralizacdo por reducdo de placas (PRNT) (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2007), unidades formadoras de placas (UFP) (ORGANIZACAO MUNDIAL
DE SAUDE, 2007), imunofluorescéncia, entre outros.

Os ensaios de poténcia e termoestabilidade da vacina tetravalente da dengue
sdo ensaios biolégicos, que segundo recomendacdes técnicas da OMS,
fundamentam-se na avaliacdo da infectividade em cultura de células apropriadas, de
cada um dos quatro sorotipos de virus presentes na vacina (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2006). O ensaio da Dengvaxia® realizado pelo produtor

consiste na avaliacdo da presenca ou auséncia de infeccao viral em culturas celulares,



58

determinada através de altera¢cdes imunocolorimétricas ocasionadas pela presenca
do virus especifico para cada sorotipo, sendo o titulo viral expresso em logio CCIDso
(50% cell culture infectious dose) por dose. Em cada ensaio realizado deve-se incluir
um lote da vacina de referéncia de trabalho, cuja poténcia tenha sido previamente
estabelecida, a fim de controlar a precisao e a reprodutibilidade do sistema de ensaios
(SANTOS et al., 2011).

A metodologia para ensaios biologicos da vacina tetravalente da dengue ainda
ndo esta estabelecida em monografias farmacopéicas. Um ensaio alternativo para
avaliar a poténcia da vacina dengue seria a citometria de fluxo por ser mais rapida e

especifica.

1.10.2 Uso de citometria de fluxo na avaliacdo de imunobioldgicos.

Nos ultimos anos, a citometria de fluxo tem sido utilizada em diversas questdes
técnico-cientificas, entre estas para estudar a interacdo célula-virus e podendo
também detectar rapidamente células infectadas por virus (KAO et al., 2001).

O método é amplamente utilizado para analisar a expressao da superficie
celular e de moléculas intracelulares, caracterizando e definindo diferentes tipos de
células em uma populacédo celular heterogénea, avaliando a pureza de subpopulacfes
isoladas e analisando o tamanho e a granulosidade de células. A principio um
citbmetro de fluxo mensura a intensidade de fluorescéncia produzida, por exemplo,
pela excitacdo de substancias através de uma fonte de luz (em geral um ou mais
LASERS) e a consequente emissado de fluorescéncia, esta por sua vez detectada por
um multiplicador de fotons (photomultiplier), e transformada em sinal eletrénico. Estes
altimos séo lidos em um software acoplado ao equipamento. Desta forma, é possivel
medir a intensidade da fluorescéncia produzida por anticorpos conjugados a
fluorocromos que detectam proteinas ou ligantes que se ligam a moléculas especificas
associadas a ceélulas, como a ligagcéo de iodeto de propidio ao DNA (FLYNN; GORRY,
2019).

A avaliagdo da poténcia por citometria de fluxo pode ser realizada através da
determinacdo do titulo da infeccdo viral, utilizando anticorpos conjugados a
fluorocromo para marcar a célula. Esse ensaio é uma forma mais rapida para
estimativa da poténcia em comparacdo com 0S ensaios convencionais, onde o

resultado pode ser observado em menor tempo (LAMBETH et al., 2005).
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1.10.3 Uso de culturas de células em ensaios bioldgicos

A técnica de cultura celular é caracterizada pela manutencao de células vivas
em laboratério, organizadas e acondicionadas em recipientes estéreis, permitindo
assim a realizacdo de técnicas com boa reprodutibilidade. A cultura de células em
laboratorios possibilita a realizacéo de ensaios de poténcia e citotoxicidade de vacinas
de forma padronizada, de baixo custo e ainda dentro do principio dos 3Rs (MIGITA,
2012).

A cultura celular traz diversas vantagens para o desenvolvimento de trabalhos
cientificos, mas assim como qualquer outra técnica meticulosa e especifica, a mesma
requer cautela, organizacdo, e sensibilidade ao ser aplicada, uma vez que
contaminagdes cruzadas sdo comumente apresentaveis. Outro ponto marcante sao
0S meios ricos em nutrientes utilizados para o crescimento celular, que também
propiciam o crescimento de diversos organismos. Desta forma, € necessaria uma
condicao estéril para que o crescimento aconteca de forma adequada e controlada,
além de metodologias de controle de qualidade feitas de forma rotineira (KASVI,
2017).

Existem diversas aplicacbes para as quais a cultura celular pode ser
empregada, particularmente em estudos funcionais, bioguimicos e moleculares,
comumente utilizados para obtencdo viral e fins diagnostico de doencas, como
também para analise de alvos farmacolégicos, e producdo de produtos biol6gicos,
voltados para producdo de imunobioldgicos, vacinas e anticorpos monoclonais
(FRESHNEY, 2006; MIGITA, 2012;).

O emprego de culturas celulares em ensaios biolégicos requer conhecimento
prévio das linhagens criopreservadas. Cada célula possui caracteristicas proprias que
devem ser consideradas quando utilizadas em um determinado ensaio (KASVI, 2017).

O banco de células do INCQS tem seu arcabouc¢o baseado na aquisi¢do de
linhagens celulares oriundas de diferentes bancos celulares centrais, tais como a
ATCC (American Type Culture Collection), Colegcéo Europeia de Culturas de Células
Autenticadas (European Collection of Authenticated Cell Cultures — ECACC, em inglés
e BCRJ (Banco de Células do Rio de Janeiro). As ampolas de linhagens celulares
certificadas e autenticadas sdo denominadas como células sementes, que sao
criopreservadas de acordo com as especificacbes estabelecidas pelo POP

(Procedimento Operacional Padrdo) do Setor de Cultura de Células do Instituto.
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Realiza-se um monitoramento periddico das culturas em uso e as condicdes de cultivo

também sao controladas.

1.10.3.1 Linhagem celular VERO

Linhagens celulares continuas, ou imortalizadas, originarias de tecidos de
mamiferos tornaram-se importantes ferramentas das ciéncias da saude e da industria
farmacéutica, com uso diversificado na producdo de produtos biol6gicos diversos
(OSADA et al., 2014). Uma das mais frequentes utilizadas € a linhagem celular VERO,
estabelecida em 1962, na Universidade de Chiba no Jap&o, a partir da cultura primaria
de tecido de rins de macaco verde africano (Chlorocebus aethiops) (YASUMURA,;
KAWAKITA, 1963).

O uso dessa linhagem estéa fortemente ligado a susceptibilidade dessas células
a uma grande variedade de virus de importancia para a saude, como sarampo
(SASAKI; MAKINO; KASAHARA, 1964), rubéola (RHIM; SCHELL, 1967; LIEBHABER,;
RIORDAN; HORSTMANN, 1967), arboviroses (SIMIZU; RHIM; WIEBENGA, 1967,
RHIM et al., 1969), caxumba e adenovirus (RHIM et al., 1969), em decorréncia de uma
delecdo dos genes de transcricdo de interferon do tipo 1 em resposta as infeccées
virais (DESMYTER; MELNICK; RAWLS, 1968; OSADA et al., 2014).

Dessa forma, apés seu estabelecimento e distribuicdo global, para os mais
diversos bancos de células do mundo, as aplicac6es da linhagem VERO tornaram-se
extensas, sendo utilizadas desde laboratérios de virologia e pesquisa, até o
diagnéstico hospitalar e a producéo e testagem de vacinas contra 0os mais diversos
agentes etiologicos (OSADA et al.,, 2014; O'RYAN, 2007; MONATH et al., 2004,
BARRETT et al., 2009; MONTOMOLI et al., 2012).

No contexto da dengue, células VERO tem sido largamente utilizada na
pesquisa, desenvolvimento, producdo e testagem de vacinas contra o DENV
(BARRETT et al., 2009; LECOUTURIER et al.; 2019; DAYAN et al., 2014; WHITE et
al., 2021). A vacina tetravalente contra a dengue baseada em virus atenuados
quiméricos, Dengvaxia® (CYD-TDV), tem sua produgdo e ensaios de controle de
gualidade em células VERO (LECOUTURIER et al., 2019).



61

1.10.3.2 Linhagem celular HEK293T

As células HEK293 sdo uma linhagem celular aderente de caracteristica
epitelidide desenvolvidas a partir de cultura primaria de células provenientes de um
rim embrionario humano transformadas pela exposicdo a fragmentos de DNA do
adenovirus (Ad) 5 (GRAHAM et al.,, 1977). Como tal, essa linhagem apresenta
fendtipo caracteristico de células transformadas por adenovirus, como multiplicacédo
celular livre de inibicdo por contato, ou seja, sem apresentar estimulo de parada por
contato célula-célula, e crescimento celular distribuido em ilhas ou aglomerados
celulares (GRAHAM et al., 1977). Além disso, essas células carregam a porcao
terminal esquerda do genoma do Ad5, que inclui os genes E1A e E1B do virus (LOUIS;
EVELEGH; GRAHAM, 1997), em decorréncia disso, essas celulas sdo largamente
utilizadas na producéo de particulas virais e proteinas recombinantes (MALM et al.,
2020).

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

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

Visto que a Dengvaxia® caracteriza-se por virus atenuados quiméricos cujo
arcabouco viral é proveniente da cepa viral da febre amarela YF17D, é possivel que
a susceptibilidade dessa linhagem a infeccdo pela cepa YF17D seja importante para

estudos de infectividade envolvendo a vacina. Nesse contexto, estudos tem
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demonstrado que células HEK293T apresentam sensibilidade ao virus YF17D
(McLINDEN et al., 2017; YAKASS; FRANCO; QUAYE, 2020) e, ainda, que a cepa
atenuada (YF17D) mostrou-se mais infecciosa nessa linhagem que a cepa selvagem
originaria (Asibi) (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2016).

1.10.3.3 Linhagem celular THP-1

A célula THP-1 é uma linhagem celular monocitica humana derivada de um
paciente do sexo masculino com 1 ano de idade com leucemia monocitica aguda.
Essas células se assemelham e podem se diferenciar em macrofagos, que sédo o alvo
principal do DENV (PASCAPURNAMA et al., 2017).

As células THP-1 no estado de mondcito podem ser diferenciadas em um
fendtipo semelhante a macréfago usando o forbol-12-miristato-13-acetato (PMA),
1,25-dihidroxivitamina D3 (vD3) ou fator estimulador de colénias de macrofagos (M-
CSF) (CHANPUT; MES; WICHERS, 2014). O PMA atua através da ativacdo da
proteina quinase induzindo a diferenciacdo dos mondcitos THP-1 em macrofagos.
Essas células apés a diferenciacdo passam a ter uma diminuicdo da replicacdo de
DNA, apresentam aderéncia ao substrato, expressdo de um novo conjunto de
marcadores de superficie, como CD11b, apresentar aumento na atividade fagocitica
e adquirir morfologia semelhante a macréfagos primarios (SCHWENDE et al.; 1996;
GUO et al.,2012).

Alguns estudos mencionaram que as vantagens na utilizacdo da linhagem
celular THP-1 como modelo na diferenciacdo em macréfagos, in vitro, sdo a
invariabilidade da sua funcdo de macrofago e a reprodutibilidade do crescimento
celular permitindo o seu estudo em diferentes estagios (repouso versus ativado)
(THEUS; CAVE; EISENASH, 2004; CHANPUT; MES; WICHERS, 2014). Foi sugerido
também que os estudos de mecanismos de infec¢cdo do DENV e fenémeno de ADE
poderiam ser realizados utilizando essas células diferenciadas em macrofagos.
(JIANG; SUN, 2020).

1.10.3.4 Linhagem celular U937

A célula U937 é uma linhagem celular de leucemia mieldide humana pré-

monocitica e foi isolada do linfoma histiocitico de um homem de 37 anos de idade. A
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diferenca basica entre as células U937 e THP-1 é a origem e o estagio de maturacdo
(CHANPUT; MES; WICHERS, 2014).

A linhagem celular U937 tem sido amplamente utilizada como modelo para
investigar uma variedade de processos biolégicos relacionados a fungdo de mondcitos
e macrofagos (BAEK et al., 2009). Embora haja estudos sobre virus da dengue
utilizando as células U937 (DIAMOND et al., 2000), ndo ha relatos da utilizacdo dessa

linhagem celular com a vacina tetravalente da dengue até a finalizacéo da tese.
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2  JUSTIFICATIVA

Um desafio para o desenvolvimento de uma vacina segura e eficaz contra
dengue € que a vacina deve gerar, simultaneamente, uma resposta imune protetora
contra todos os quatro sorotipos do DENV. A resposta imune desbalanceada resulta
em niveis de sub-protecdo de anticorpos contra um dos sorotipos, podendo assim
ocorrer ADE (THOMAS, 2014).

Uma vacina que induz niveis sub-protetores de anticorpos anti-DENV pode nao
ser somente ineficiente, mas também causar potencialmente a dengue grave mediada
por ADE, apos a infeccdo. Além disso, apesar da inducéo inicial de uma resposta
protetora de anticorpos, 0s niveis de anticorpos poderiam diminuir e atingir
concentracdes baixas que levariam ao fenbmeno ADE algum tempo apdés a vacinacao
(ZELLWEGER et al., 2013).

Os testes de controle de qualidade preconizados, para garantir a eficacia da
vacina tetravalente da dengue sé&o identidade, poténcia e termoestabilidade
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2011). Para determinacdo da poténcia a
OMS recomenda ensaios de titulacdo viral por plaque, CCIDso ou imunofocus em
cultura de células VERO ou outras células sensiveis (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2006).

Embora as células VERO sejam amplamente utilizadas por serem de facil
manuten¢do, manipulacdo e serem suscetiveis a infeccdo para a maioria dos virus
vacinais, ha sérios questionamentos sobre a sua utilizacdo em se tratando de estudos
com DENV. Foi descrito que células que ndo possuem receptores Fc (FCR) como
células VERO, podem ser utilizadas para demonstrar a imunidade monotipica, com
protecdo contra DENV homotipico, mas séo incapazes de prever protecao contra
infeccbes secundarias heterotipicas por dengue. Entretanto, as células que possuem
receptores Fc, como células THP-1, demonstraram importante correlagdo entre titulo
de neutralizacao e protecéo (JIN et al., 2009).

Além disso, a avaliacdo da poténcia através do método de determinacdo do
titulo viral por CCIDso realizado em células VERO geralmente necessita de um longo
tempo, em torno de sete dias, para obtencdo do titulo. Para isso, existem outras
metodologias que podem ser avaliadas além das citadas anteriormente, como a

citometria de fluxo.
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Neste contexto, o desenvolvimento de um ensaio para avaliacdo da resposta
do anticorpo anti-DENV em células com receptor Fc e metodologias mais rapidas se
justificam dada a necessidade de rapida resposta a demanda de uma vacina contra o
gue representa atualmente uma das mais importantes arboviroses no mundo.

Com isso, a proposta do estudo € avaliar e comparar titulos de infectividade
obtidos com as diferentes linhagens celulares humanas e a VERO para o
desenvolvimento de uma metodologia alternativa a classica, que demonstre maior
exatidao, sensibilidade, rapidez e que seja mais fisiologicamente proxima a realidade
humana.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a infectividade da vacina tetravalente da dengue em diferentes
linhagens celulares humanas e desenvolver uma metodologia para avaliacdo da

poténcia.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a infectividade do virus vacinal da vacina tetravalente da dengue em
células das linhagens celulares HEK293T, THP-1 e U937;

e Determinar o titulo de infectividade utilizando reagédo imunocolorimétrica (ensaio
do produtor) em células VERO, THP-1, U937 e HEK 293T;

e Comparar os resultados obtidos nas quatro linhagens com a metodologia
imunocolorimétrica (produtor);

e Avaliar o grau de infecgdo pela vacina utilizando ferramenta alternativa como
citometria de fluxo e imunofluorescéncia nas diferentes linhagens celulares VERO,
THP-1, U937 e HEK 293T,;

e Analisar comparativamente as poténcias da vacina tetravalente da dengue

estimadas por citometria de fluxo e imunocolorimetria, em ensaio com células VERO.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras de vacinas

Amostras de vacina tetravalente da dengue, Dengvaxia®, produzidas pelo
produtor Sanofi Pasteur foram armazenadas e mantidas de 2 a 8°C. Para a realizacao
dos ensaios desse estudo foi selecionado um lote comercial da vacina.

A vacina liofilizada em frasco multidoses foi reconstituida com solugdo de

cloreto de sédio a 0,9% (NacCl), conforme recomendacao do fabricante.

4.2 Culturade Células

Para os ensaios realizados, foram utilizadas quatro linhagens celulares
comerciais: VERO (células epiteliais de rim de macaco verde africano), THP-1 (células
de leucemia monocitica), U937 (células de linfoma histocitico humano) e HEK293T

(células de rim embrionario humano).

4.2.1 Manutencao das linhagens celulares

VERO:

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

As células VERO foram cultivadas em Meio Essencial Minimo (MEM), (Gibco®
Invitrogen Corporation, Nova York, Estados Unidos) com 5% Soro Fetal Bovino (SFB)
(Hyclone® Thermo Scientific Inc., Estados Unidos), suplementado com 2 mM L-
glutamina (Gibco), 26 mM NaHCOs (Eurobio Scientific®, Paris, Franga), 100 U/mL de
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penicilina e 100 pug/mL de dihidrostreptomicina (Eurobio), em estufa umidificada a
37°C £ 1°C, 5% + 1% CO..

Para a realizacdo do subcultivo (passagem), foi retirado o meio de cultura e
lavada a monocamada duas vezes com solugao de tampéo fosfato salino (PBS) [1X]
sem Ca*? e sem Mg*? (Eurobio). Apés a lavagem foi adicionada solucdo de Tripsina
Versane EDTA (Lonza®, Suica) até que a monocamada se desprendesse.

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

As células foram dissociadas mecanicamente por aspiracéo e, entdo, contadas,

em camara de Neubauer, para o calculo do volume necessario para subcultivo.

THP-1;

A linhagem celular THP-1 foi obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ codigo 0234) e mantida no acervo do Setor de Cultura de Células do
Departamento de Imunologia do INCQS. A partir das células obtidas, foram
produzidos lotes de células-mestre (LM), que sédo usados para a producao de lotes de
células de trabalho (LT). Os LT constituem o estoque de células utilizadas nos ensaios.
As culturas celulares de THP-1 utlizadas nos ensaios, resultantes do
descongelamento e manutencdo dos LT, encontravam-se, no maximo, até a
passagem 10, sendo esta uma obrigatoriedade para o controle de qualidade dos
ensaios.

As células THP-1 foram cultivadas em meio RPMI-1640 (Sigma — Aldrich, St.
Louis, Estados Unidos) com 10% de SFB (HyClone), suplementado com 2 mM de L-
glutamina (Gibco), 26 mM de NaHCOs3 (Eurobio), 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL
de dihidrostreptomicina (Eurobio) e 1 mM de piruvato de sodio (Gibco), em estufa
umidificada a 37°C + 1°C, 5% + 1% COs.

Ao atingir densidade celular entre 8 x 10° células/mL e 1 x 10° células/mL ou
ao completar 5-6 dias de cultivo continuo, foi realizada a passagem da cultura de
células. Para isso, a suspensao celular foi homogeneizada mecanicamente, por
aspiragao, e, posteriormente, foi realizada a determinacao da densidade celular viavel
através de contagem em camara de Neubauer. Em seguida, mantendo-se, parte ou
integralmente, o meio condicionado, meio de cultura contendo produtos do

metabolismo celular, gerado pelas células em cultura, adicionou-se o volume de meio
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fresco (RPMI 1640 10% SFB - suplementado) necessario para a suspensao celular

atingir densidade de, aproximadamente, 2 x 10° células/mL.

U937:

A linhagem celular U937 foi obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro

(BCRJ codigo 0242) e mantida no acervo do Setor de Cultura de Células do
Departamento de Imunologia do INCQS. A partir das células obtidas, foram
produzidos lotes de células-mestre (LM), que s@o usados para a producao de lotes de
células de trabalho (LT). Os LT constituem o estoque de células utilizadas nos ensaios.
As culturas celulares de U937 utilizadas nos ensaios, resultantes do descongelamento
e manutencédo dos LT, encontravam-se, no maximo, até a passagem 10, sendo esta
uma obrigatoriedade para o controle de qualidade dos ensaios.

As células U937 foram cultivadas em meio RPMI-1640 (Sigma- Aldrich) com
10% de SFB (HyClone), suplementado com 2 mM de L-glutamina (Gibco), 26 mM de
NaHCOs (Eurobio), 10 mM de HEPES, 2,5 g/L de glicose (Sigma Aldrich), 100 U/mL
de penicilina e 100 pg/mL de dihidrostreptomicina (Eurobio) e 1mM de piruvato de
sédio (Gibco), em estufa umidificada a 37°C + 1°C, 5% + 1% CO:..

Ao atingir densidade celular entre 1 x 108 células/mL e 2 x 10° células/mL ou
ao completar 4-5 dias de cultivo continuo, foi realizado o subcultivo da cultura de
células. Para isso, a suspenséo foi homogeneizada mecanicamente, por aspiracéo, e,
posteriormente, foi realizada a determinacdo da densidade celular viavel, através de
contagem em camara de Neubauer. O restante da suspensao foi centrifugado por 5
minutos a 200 g (Centra MP4R, IEC), para precipitacdo do conteudo celular, com
posterior descarte do sobrenadante (meio saturado/antigo) e ressuspensdo em
volume de meio fresco (RPMI 1640 10% SFB - suplementado) necessario para atingir

densidade de, aproximadamente, 1 x 10° células/mL.

HEK?293T:

A linhagem celular HEK293T foi cedida, gentilmente, pelo Laboratério de
Hemato-Oncologia Celular e Molecular, da Dra. Raquel Ciuvalschi Maia, do Instituto
Nacional de Cancer (INCA) e mantida no acervo do Setor de Cultura de Células do
INCQS. A partir das células obtidas, foram produzidos lotes de células-mestre (LM),
que sao usados para a producdo de lotes de células de trabalho (LT). Os LT

constituem o estoque de células utilizado na rotina de ensaios realizados no INCQS.
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As culturas celulares de HEK293T utilizadas nos ensaios, resultantes do
descongelamento e manutencdo das ampolas dos LT, encontravam-se, no maximo,
até a passagem 10, sendo esta uma obrigatoriedade para o controle de qualidade dos
ensaios.

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

Para a realizacdo do subcultivo, realizado apés periodo de 3-4 dias de cultivo,
foi retirado o meio de cultura e lavada, cuidadosamente, a monocamada celular uma
vez com solucdo de PBS [1x] sem Ca*? e sem Mg*? (Eurobio). Apds a lavagem, foi
adicionada solucéo de Tripsina Versane EDTA (Lonza) até que a monocamada se
desprendesse.

Apés o desprendimento da monocamada, foi adicionado DMEM 10% SFB,
previamente preparado, para a inibicdo da acdo da tripsina, com posterior
centrifugacdo por 5 minutos a 200 g (Centra MP4R, IEC) para precipitacdo do
conteudo celular.

O sobrenadante foi descartado e o contetdo celular foi ressuspendido em meio
fresco (DMEM 10% SFB - suplementado), sendo as células dissociadas
mecanicamente por aspiracdo. Entdo, foi realizado um split celular de 1:10, com a
adicdo em nova garrafa de cultura de 1 (uma) parte da suspenséo celular para 9 (nove)
partes de meio de cultura fresco (DMEM 10% SFB — suplementado) para a area de

superficie de cultivo da garrafa.

4.2.2 Preparo e fornecimento das suspensdes celulares

As suspensodes celulares foram preparadas e fornecidas sempre no dia da
realizacdo dos ensaios. As células fornecidas, para todas as linhagens celulares
utilizadas, encontravam-se, sempre, durante a fase exponencial da curva de
crescimento celular. Para isso, todas as células foram subcultivadas previamente, em
periodo especifico para cada linhagem celular, de modo que no dia do fornecimento

as culturas estivessem em fase exponencial e em quantidade suficiente para o
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fornecimento. A manutencéo das células em fase exponencial é obrigatoriedade para
o controle da qualidade dos ensaios realizados.

Para as células VERO, o fornecimento foi realizado em meio MEM (1x),
contendo solucdo de bicarbonato de sédio 5,6% (p/v), 10% SFB, 200 mM L-glutamina
e 0,2% de Penicilina-Dihidrostreptomicina, e concentracdo celular de 3 x 10°
células/mL = 10% em volume necessario para a realizacdo do ensaio.

Para as células THP-1 e U937, o fornecimento foi realizado em meio RPMI
1640, contendo 10% SFB, 2mM de L-glutamina, 26 mM de NaHCOs3, 100 U/mL de
penicilina e 100 ug/mL de dihidrostreptomicina e 1 mM de piruvato de sédio (para as
células THP-1) e 10% SFB, 2mM de L-glutamina, 26 mM de NaHCOs, 10 mM de
HEPES, 4,5 g/L de glicose, 100U/mL de penicilina e 100ug/mL de dihidrostreptomicina
e 1mM de piruvato de sédio (para as células U937), com concentracdo celular de 1 x
106 células/mL + 10% em volume necessario para a realizagcdo do ensaio ( PARK et
al., 2007).

Por fim, para as células HEK293T, o fornecimento foi realizado em meio DMEM
(1x), contendo 10% SFB, 2 mM L-glutamina, 26 mM NaHCOs, 25 mM de HEPES, 100
U/mL de penicilina e 100 pg/mL de dihidrostreptomicina, com concentracao celular de

3 x 10° células/mL *+ 10% em volume necessario para a realizagdo do ensaio.

4.3 Padronizacdo do protocolo de diferenciacdo das linhagens monociticas
THP-1 e U937 em macrofagos

Inicialmente foram avaliadas diferentes concentracdes de forbol miristato
acetato (PMA) (Sigma-Aldrich) a fim de definir a melhor concentracdo de PMA na
diferenciacdo dos mondcitos.

Foram utilizadas placas de 96 pocos (Falcon® Corning, 353075, Nova York,
Estados Unidos) contendo 100 L de células THP-1 e U937 em meio RPMI 1640 10%
SFB na concentracéo de 1 x 108 células/mL por poco (PARK et al., 2007). As células
foram induzidas para diferenciacdo em macrofagos com diferentes concentracdes de
PMA — 10 ng/mL, 20 ng/mL e 50 ng/mL — por 48h em estufa a 37°Cx 1°C, 5% + 1%
CO2. Apos esse tempo, o sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C para
posterior dosagem de oxido nitrico (NO). Em seguida, foi adicionado meio RPMI fresco
e as placas foram incubadas a 37°C+ 1°C, 5% + 1% CO2 por 24h para as células

descansarem.
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Para confirmar a mudanca fenotipica, as células foram avaliadas quanto: (i) as
suas caracteristicas morfolégicas por microscopia de contraste de fase utilizando
microscépio Optico invertido (Olympus), com posterior mensuracdo da area
citoplasmatica através do software ImageJ® (versédo 1.53); (ii) a atividade de oxido
nitrico sintetase, através da dosagem de NO pelo método de Griess e (iii) quanto a
expressdo de marcadores de membrana através do ensaio de citometria de fluxo

utilizando marcador CD11b e verificacéo da viabilidade celular.

4.3.1 Dosagem de nitrito pelo método de Griess

A deteccgdao de nitrito foi realizada em colaboragdo com o Dr. Fausto Ferraris do
Laboratdrio de Farmacologia do Departamento de Farmacologia e Toxicologia,
INCQS. O ensaio foi realizado para verificar a producdo de oxido nitrico (NO), que
esté relacionada ao metabolismo de células diferenciadas em macrofagos.

Baseado no método descrito por Guevara e colaboradores (1998), para a
dosagem do 6xido nitrico, foi utilizada a reacao colorimétrica de Griess, que consiste
na deteccdo de nitrito (NO2), resultante da oxidacdo do NO nos sobrenadantes de
cultura previamente coletados. Adicionou-se a uma placa de ELISA de 96 pogos 50uL
do sobrenadante da cultura em triplicata, seguido do mesmo volume do reagente de
Griess. Este é composto de sulfanilamida 1% diluida em H3sPO4 2,5% (solucéo A) e
de N-1-naphtylethtylenodiamina, também diluido em solugcdo de H3POs a 2,5%
(solucdo B). Para a confeccdo da curva-padrdo, uma solucdo de nitrito de sédio na
concentracdo inicial de 200 uM passou por diluicdes seriadas (fator 2) em RPMI
suplementado com 2% de SFB. Apdés incubacdo de 10 minutos ao abrigo da luz, a
leitura no espectrofotdmetro foi realizada a 450nm. As absorbancias das diferentes

amostras foram comparadas com a curva-padréao.

4.3.2 Determinacdo da diferenciacdo de células THP-1 e U937 pela expresséao de
CD11b em citometria de fluxo

A fim de verificar se as células THP-1 e U937 diferenciaram em macréfagos,
essas foram avaliadas quanto a expressdo da molécula de superficie CD11b. Para

este fim células foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-CD11b conjugado
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com o fluorocromo Aloficocianina (APC) (BD Biosciences, Nova Jersey, Estados
Unidos) e posteriormente analisadas em um citdmetro de fluxo.

Para isso, numa microplaca de 96 pocos foram distribuidos 100 pL de células
THP-1 e U937 na concentracdo de 1 x 10°% células/mL em triplicata. Estas foram
diferenciadas, utilizando PMA nas concentracdes de 10 ng/mL, 20 ng/mL e 50 ng/mL,
e seu sobrenadante descartado. Em paralelo, na mesma placa, células néo
diferenciadas em triplicatas foram utilizadas como controle. Posteriormente, as células
foram lavadas duas vezes com 100 pL de PBS/BSA 1% (Albumina sérica bovina,
Sigma-Aldrich) e adicionados 100 uL de tripsina/EDTA (GIBCO) em cada pogo. Apds
4 minutos em estufa a 37°C + 1°C, a tripsina foi neutralizada utilizando o mesmo
volume de meio RPMI 1640 10% SFB.

A suspensao celular foi transferida para os respectivos tubos do tipo eppendorf,
em que as células foram lavadas com 1mL de PBS/BSA 1% e centrifugadas a 367 g
por 10 minutos (Eppendorf 5702, EUA). O sobrenadante foi descartado e as células
foram incubadas com 100 pL do anticorpo monoclonal anti-CD11b por 30 minutos a
5°C + 3°C, na diluicdo de 1:200, protegida da luz. Apés a incubacéo, as células foram
lavadas com 200 uL de PBS/BSA 1% e centrifugadas novamente a 367 g por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 300
pL de PBS. Em seguida, as amostras foram transferidas para tubos de citometria, lidas
em aparelho de Citometria de fluxo (CytoFlex, Beckman Coulter) e analisadas em
software CytExpert. No momento da leitura foram adicionados 3 pL de lodeto de
Propideo (PI) aos tubos para avaliacao de viabilidade celular. O equipamento utilizado
pertence a plataforma de citometria do Instituto Oswaldo Cruz (IOC) e é controlado
diariamente, através da calibracdo do aparelho utilizando beads de calibracao

comerciais.

4.4 Determinacdo do titulo da infeccéo e identificacdo da vacina dengue na

célula VERO por imunocolorimetria

O protocolo do método de imunocolorimetria utilizado para analise do titulo viral
foi gentilmente cedido pelo produtor da vacina (Sanofi Pasteur). Basicamente foi
preparada uma microplaca, identificada com a data do ensaio, nome do operador, tipo
da amostra e sorotipo a ser titulado. Para cada sorotipo foi designada uma cor
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diferente - sorotipo 1 - preto; sorotipo 2 - azul; sorotipo 3 - vermelho e sorotipo 4 -
verde.

Foram distribuidos 100 pL da suspensao celular previamente preparada na
concentracéo de 3x10° células/mL + 10% em meio MEM 10% de SFB nas microplacas
de 96 pocos da coluna 1 a 12, deixando a coluna 11 da placa vazia. Posterior a essa
acao, distribuiu-se 100 puL de meio de cultura MEM 10% SFB suplementado com 2%
Hepes (GIBCO) previamente preparado nos poc¢os da ultima coluna, destinados ao
controle negativo das células.

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

1% COg, até o momento da distribuicdo das diluigdes virais.

4.4.1 Preparacéo da diluicdo seriada em megaplaca

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

Foram realizadas duas pré-diluicdes, conforme apresentado na Figura 15: A
primeira, de 107, na qual foram adicionados 100 pL da vacina reconstituida
previamente em 900 pL de meio de diluicdo, seguida de homogeneizacéo cinco vezes
com 800 pL; e a segunda, de 10, em que foram adicionados 100 pL da diluicdo de
10t em 900 pL de meio de diluicdo, com posterior homogeneizacdo novamente.

Consecutivo a isso, foi realizada uma diluicao serial de 1:4, adicionando-se 400
uL da diluicdo anterior em 1200 uL de meio de diluicdo, seguida de homogeneizacao
com 400 pL da solucéo dez vezes. O processo se repetiu até chegar a concentracao
de 1068,
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Figura 15 - Diluicdo seriada em megaplaca

Sorotipe 1 Sorotipo 2 Sorotipo 3 Sorotipo 4
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44 1200uL de meio + 400pL da diluigdo 1032
-5,0 1200uL de meio + 400pL da diluigio 107
-5,6 1200uL de meio + 400pL da diluigdo 10°°
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Legenda: Preparagcdo das diluicbes da vacina tetravalente da dengue para realizacdo do ensaio
imunocolorimétrico com células VERO. Em uma primeira megaplaca, prepara-se duas pré-diluicdes
(101e 10?) de forma seriada, para cada um dos quatro sorotipos virais. Em seguida, em uma segunda
megaplaca, é realizada a diluigdo seriada de trabalho (1026 a 10%8), com fator de 1:4, a partir da pré-
diluigdo de 102, para cada um dos quatro sorotipos virais.

Fonte: (A autora, 2021).

4.4 .2 Distribuicdo das dilui¢cdes virais para titulagdo em microplacas

Com o auxilio de uma micropipeta multicanal automatica de volume variavel
(50 — 1200 pL), foram recolhidos 1000 pL da diluicho da megaplaca da coluna 1
(sorotipo 1) e distribuidos 100 pL nas colunas 1 a 10 da microplaca de 96 pocos,
conforme Figura 16. Cada coluna da megaplaca preencheu uma microplaca
correspondente ao sorotipo especifico, com exce¢ado da coluna 11 e do controle de
células da microplaca que néo receberam a diluicéo.

Em outra microplaca foi distribuido o volume dos pocos da coluna 2 da
Megaplaca (Sorotipo 1), e assim sucessivamente. A cada diluicdo as ponteiras foram
trocadas e descartadas. As microplacas foram cobertas com filme adesivo e

incubadas na estufa a 36 + 1°C, 5% + 1% CO2 por sete dias.
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Figura 16 - Dilui¢cdes virais na microplaca contendo as células
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Legenda: Distribuicdo das diluicdes de trabalho em microplacas de 96 pogos, contendo as células de
trabalho, identificadas previamente para cada um dos quatro sorotipos virais. Cada microplaca foi
preparada com dez réplicas experimentais e uma réplica controle.

Fonte: (A autora, 2021).

4.4.3 Coloracédo das células para determinacédo de infeccao viral

Apés a incubacdo, as microplacas foram examinadas ao microscopio e 0 meio
da placa foi retirado. As células foram fixadas com aproximadamente 250 uL a 300 uL
de acetona 85% a < -20°C e incubadas a temperaturas < -20°C por 15 minutos. Em
seguida, toda a acetona foi removida e retirado o excesso da solucédo atraves de leves
batidas em papel absorvente. As placas foram colocadas para secar em fluxo laminar
por 30 minutos ou até que todos 0s pocos estivessem devidamente secos para evitar
o desprendimento das monocamadas de célula.

ApoOs a secagem total dos pocos, foram distribuidos 100 pL do tampé&o de
saturacao (PBS com 2,5% de skimmilk/ 0,5% de Triton X -100/ 0,05% de Tween 20)

em cada poco da placa e incubadas por 30 minutos 36°C + 1°C. Ap0Os esse tempo, 0
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tampao foi removido e adicionados 50 pL de anticorpo primario monoclonal especifico
para cada sorotipo do virus da dengue diluido em solucéo de tampéo de saturacdo na
proporcéo 1:5000, com posterior incubagao por 45 minutos a 36°C = 1°C. As solugbes
de anticorpo primério foram removidas dos pog¢os por inversdo, e as placas foram
lavadas duas vezes em um recipiente contendo tampéao de lavagem (PBS/ 0,05% de
Tween 20/ agua destilada). Apds a lavagem, foi retirado o restante de solugcdo dos
pocos, impelindo a placa contra papel absorvente. Apds esse processo, foram
distribuidos 50 pL da solug¢do de anticorpo secundario de cabra anti-camundongo
ligado a fosfatase alcalina — diluido de 1:1000 em tampao de saturacdo — em cada
poco, seguido por incubacdo durante 45 minutos a 36°C + 1°C.

Posteriormente, o anticorpo secundario foi removido dos pocos por inversao e
as placas foram lavadas duas vezes em recipiente contendo tampao de lavagem. O
excesso de solucdo que restou nos pocos foi retirado em papel absorvente. Foram
distribuidos 50 pL do substrato da fosfatase alcalina (NBT/BCIP) e as placas foram
incubadas no escuro, em temperatura ambiente, por 60 a 90 minutos. Apds a
incubacdo, as placas foram lavadas duas vezes com agua destilada e colocadas para
secar em temperatura ambiente.

ApOs o periodo de secagem, as culturas de células inoculadas foram
observadas a olho nu e/ ou ao microscopio invertido quanto a presenca ou auséncia
de coloracdo em cada uma das diluicdes. A determinag&o da concentracéo viral capaz
de infectar 50% das células em cultura (CCIDso) foi estabelecida em cada microplaca
de 96 pocos, na qual foram contados os hiumeros de pocos positivos por diluicdo, de
acordo com a presenca do virus, identificados pela coloracdo preta. Os pocos que
apresentaram coloracao arroxeada a preta foram considerados positivos e 0s que néao
apresentaram foram considerados negativos.

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

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

4.5 Desenho experimental para determinac¢éo do titulo dainfecgédo e identidade
da vacina dengue para as linhagens celulares THP-1, U937 e HEK293T por

método imunocolorimétrico

Apos a infeccao das células, as proteinas virais (proteinas do envelope) foram

visualizadas utilizando do anticorpo monoclonal de camundongo especifico para o



78

sorotipo 2 da dengue. O anticorpo é especifico para o sorotipo e confirma a identidade
da amostra analisada. A escolha pelo sorotipo 2 deu-se em decorréncia deste ter
apresentado a menor eficacia vacinal nos estudos clinicos. Foi realizada a infecgao
das células com incubacgéo de um, trés e sete dias.

Para as linhagens celulares THP-1 e U937 foram distribuidos 100 pL de
suspensdo celular na concentracdo de 1 x 108 células/mL por pogo, em placa de 96
pocos (Nunc), onde as células foram diferenciadas utilizando 100 pL de PMA na
concentracdo de 20 ng/mL, conforme descrito no item 4.3. A suspenséo celular
HEK293T foi distribuida, em placa de 96 pocos, na concentracédo de 3x10° células/mL
em meio DMEM 10% de SFB. ApGs esse procedimento, as linhagens celulares foram
infectadas com a vacina tetravalente da dengue nas diluicdes 101, 102 e 1028, Para
a preparacao da diluicao seriada, foram utilizados os meios RPMI 1640 10% SFB para
as células dTHP-1 e dU937 e DMEM 10% SFB para a célula HEK293T. Em seguida,
as microplacas foram incubadas na estufa a 36 + 1°C, 5% + 1% CO:2 por um, trés e
sete dias. Apds cada tempo de incubacéo, foi realizado o ensaio de imunocolorimetria
para o sorotipo 2, conforme descrito no item 4.4.3.

4.6 Determinacao da curva de titulacdo da infeccdo e identidade vacinal para

células HEK293T por imunocolorimetria

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

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

As células foram infectadas com as diluicdes da vacina (1013 até 1034), e
incubadas na estufa a 36°C £ 1°C, 5% £ 1% CO:2 por trés e sete dias. Apds cada
tempo de incubagéo, foi realizado o ensaio de imunocolorimetria para todos os quatro

sorotipos, conforme descrito no item 4.4.3.
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4.7 Avaliacdo da marcacéo intracelular do virus vacinal por citometria de fluxo

A marcacdo intracelular do virus vacinal, para a avaliacdo do grau de
infectividade das quatro linhagens celulares - VERO, HEK293, dTHP1 e dU937- pela
vacina tetravalente da dengue, foi analisada utilizando citometria de fluxo. Para a
marcacao intracelular do virus foi utilizado o anticorpo monoclonal produzido em
camundogo (4G2), que reconhece proteinas de envelope de Flavivirus, conjugado
com o fluorocromo isotiocianato de fluoroceina (FITC), gentiimente doado pelo
Laboratério de Tecnologia Diagndstica (Lated) de Bio-Manguinhos.

As células foram infectadas, em placas de 96 pocos, com a vacina tetravalente
da dengue na diluicdo 10!, sendo mantido em paralelo controle de células nao
infectadas, pelos intervalos de trés e sete dias em estufa a 36°C = 1°C, 5% + 1% COzg,
como descrito anteriormente. Apds a incubacdo, as placas tiveram seu meio
descartado, e foram lavadas uma vez com 100 puL de PBS. Apds esse procedimento,
as células foram desaderidas utilizando 100 pL de tripsina/EDTA (Gibco) e, em
seguida, meio 10% SFB, para cada linhagem celular, a fim de inativar a acdo da
tripsina. Foi realizado um pool das amostras em tubos do tipo eppendorf e estes foram
centrifugados a 367 g por 10 minutos.

Apos a centrifugacdo, o0 sobrenadante foi descartado, as células
ressuspendidas em 500 yL de PBS/BSA 1% e centrifugados a 367 g durante 10
minutos, para lavagem. A seguir, as células foram fixadas com 200 pL de
paraformaldeido (PFA) a 1% por 10 minutos a 5°C £+ 3°C. O PFA foi removido por
centrifugacéo e as células foram permeabilizadas com 200 pL de solugdo de PBS/BSA
1% + 0,1% de Triton X-100 durante 30 minutos a 5°C £ 3°C, seguida por nova
centrifugacdo. O sobrenadante foi descartado e as células foram incubadas com 100
ML do anticorpo anti-flavivirus 4G2 conjugado com o FITC (1:50) por 30 minutos a 5°C
* 3°C, exceto os tubos referentes a marcacdo sem anticorpo, que foram incubados
sob as mesmas condicdes, com 100 puL de PBS/BSA 1% + 0,1% de Triton X-100. Ao
final deste periodo, as células foram lavadas com PBS para remocéao de anticorpo nao
ligado, com posterior centrifugacéo.

Por fim, as células foram ressuspendidas em 300 uL de PBS para leitura em
aparelho de citometria de fluxo (CytoFlex S, Beckman Coulter) e analisadas em
software CytExpert. Foram realizados todos os controles de calibracdo e marcacao

para cada tipo celular. O equipamento utilizado pertence a plataforma de citometria
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do IOC e é controlado diariamente, através da calibracao do aparelho utilizando beads

de calibracdo comerciais.

4.8 Imunofluorescéncia

Os experimentos de imunofluorescéncia foram realizados em lamina com
camara de cultura de 8 pocos (LAB-TEK, Nunc, Dinamarca), onde foram distribuidos
100 pL das suspensdes celulares — VERO e HEK293T na concentracdo de 3 x 10°
células/mL e células THP1 e U937 na concentracdo de 1 x 108 células/mL, sendo
diferenciadas nas proprias laminas trés a quatro dias antes da infeccao.

As células foram infectadas, com a vacina tetravalente da dengue na diluicdo
101, sendo mantido em paralelo controle de células ndo infectadas, por trés e sete
dias em estufa a 36°C + 1°C, 5% £ 1% CO2, como descrito anteriormente. Apos
incubacédo, o meio foi descartado e as células VERO, dTHP-1 e dU937 foram lavadas
duas vezes com 200 pL de PBS, enquanto que as células HEK293T foi lavada uma
vez com 200 pL de PBS. A monocamada de células foi fixada com 100 pyL de acetona
85% a < -20°C por 2 minutos a temperatura ambiente.

As células foram lavadas trés vezes com 100 uL de PBS, exceto a HEK293,
que foi lavada apenas uma vez. Posteriormente, foram adicionados 100 pyL de PBS/
BSA 1% durante 20 minutos a 5°C + 3°C, para o bloqueio da membrana celular. Apés
esse tempo, 0 PBS/BSA 1% foi retirado e as células foram incubadas com 60 pL do
anticorpo anti-flavivirus 4G2 conjugado com o fluorocromo Alexa-Fluor 647 por uma
hora a 5°C + 3°C, na diluicdo 1:200 em solucdo de PBS/BSA 1% + 0,1% de Triton X-
100, protegido da luz. Nos po¢os sem a marcacao do anticorpo foram adicionados
apenas PBS/BSA 1% + 0,1% de Triton X-100.

Em seguida, as solu¢cdes foram removidas, as células foram lavadas duas
vezes com 100 uL de PBS e as paredes dos poc¢os da lamina foram retiradas. Por fim,
0s nucleos das células foram corados com 10 L da solu¢ao de Hoechst 33258 (Sigma
— Aldrich, St. Louis, Estados Unidos) e adicionados 5 uL de 6leo de imersdo em cada
poco. A laminula foi posicionada em cima da lamina e suas laterais seladas com
esmalte incolor. As analises da fluorescéncia foram realizadas em microscopio
confocal (Zeiss LSM 710 e Leica TCS-SP8) com auxilio de software especifico do
fabricante (Zen Blue e LAS X). Os equipamentos utilizados pertencem a plataforma

de microscopia confocal do IOC e ao Laboratério de Pesquisa sobre o Timo do I0OC,
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respectivamente. As analises foram realizadas em colaboracdo com o Dr. Arnon

Jurberg.

4.9 Anédlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 5
(©GraphPad Software). Os resultados foram analisados quanto a sua normalidade, se
cumpriam distribuicdo normal (curva Gaussiana), por meio do teste Shapiro-Wilk. Para
os resultados com distribuicdo normal, teste paramétrico, foram realizados o teste t de
Student, ndo pareado, para comparacao entre dois grupos e para diferenca entre os
grupos foram utilizados o teste One-way Anova, com pos-teste de Tukey. Valores de
p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Para os resultados de poténcia por sorotipo, tanto para as células HEK293T
guanto para as células VERO, foram realizados o teste de Two-way ANOVA, com pos-
teste de Bonferroni. Para comparacdo entre células foi utilizado o teste nédo
paramétrico de Kruskal-Wallis, j& para analisar a diferenca entre dois sorotipos na
mesma célula foi utilizado o Mann — Whitney. Valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos.

Além disso, para os demais ensaios foram realizados os testes nao
paramétricos de Mann-Whitney e de Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Dunn.
Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Diferenciacéo das linhagens celulares THP-1 e U937 em macrofagos

Tendo em vista o fato de macrofagos diferenciados de THP-1 e U937 serem
suscetiveis ao DENV (DIAMOND et al., 2000), a primeira etapa do trabalho foi verificar
se o protocolo de tratamento com PMA teve éxito na diferenciagéo das linhagens
monociticas citadas.

Células THP-1 e U937 diferenciadas em macroéfagos, através do estimulo com
PMA, foram avaliadas quanto as suas caracteristicas: morfolégicas, por microscopia
de contraste de fase; metabdlicas, pela atividade da 6xido nitrico sintase (NOS)
através da dosagem de NO; e fenotipicas, pela expressdo da molécula de superficie
de membrana CD11b.

Inicialmente foi realizada uma curva de concentra¢des de PMA — 10 ng/mL, 20
ng/mL e 50 ng/mL — para avaliar qual seria a melhor condicdo experimental. As
concentragdes foram selecionadas com base nos trabalhos de Zhou e colaboradores,
gue utilizaram a concentracdo de 20 ng/mL de PMA por 48 horas (ZHOU et al., 2010);
Park e colaboradores que propuseram as concentracdes de 10 ng/mL e 50 ng/mL de
PMA durante 48 horas (PARK et al., 2007).

A morfologia das células THP-1 e U937 foram compativeis com as de
macréfago, sugerindo diferenciacdo, no protocolo de 20ng/mL, conforme Figura 17.
Houve um claro aumento no tamanho das células e uma nitida aderéncia a placa, com

as células apresentando formas mais achatadas (Figura 17).
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Figura 17 - Caracterizacdo morfoldgica da diferenciacédo das linhagens monociticas

THP-1 e U937 em macréfagos

Mondcito Macrofago

"‘"!Qv

Legenda: Mondcitos THP-1 (A). Células THP-1 ap6s 48 horas de indu¢do com 20 ng/mL de PMA (B).
Mondcitos U937(C). Células U937 apos 48 horas de indugdo com 20 ng/mL de PMA (D). As setas em
vermelho destacam morfologia compativel a de macréfagos. Imagens A, B, C e D representativas
obtidas com microscoépio Olympus, aumentos de 100X para mondcitos THP-1 e U937 e U937 tratados
com PMA e de 40 X para THP-1 tratados com PMA.

Fonte: (A autora, 2021).

Através da avaliacdo da morfologia por microscopia de contraste de fase foi
verificado que houve um aumento da area citoplasmatica das células THP-1 e U937
tratadas com PMA em comparacédo com as células néo tratadas (mondcitos), onde a
area total da célula foi medida através do programa ImageJ (Anexo A). Desta forma,
foi possivel constatar que as células THP-1 e U937 tratadas com PMA na
concentracdo de 20ng/mL apresentaram aumento significativo da area citoplasmatica
em relagdo ao grupo controle sem estimulo com PMA, configurando em ambas as
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linhagens aproximadamente o dobro da area citoplasmatica das células (Figura 18A

e Figura 18B).

Figura 18 - Medida da area citoplasmatica das células THP-1 e U937 tratadas com

PMA
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Legenda: Gréfico representativo com a medida da &rea citoplasmatica das células THP-1 (A) e U-937
(B) tratadas e ndo tratadas com PMA. Os dados sédo apresentados como média + desvio padrdo.
Resultados de p-valor obtidos pelo teste T de Student, ndo pareado realizado para comparacao das
células tratadas e controle sem tratamento, dTHP-1 (p <0,005) e dU937 (p <0,0001).

Fonte: (A autora, 2021).

Considerando a producéo de nitrito, atraves da reacdo de Griess, foi avaliado

o sobrenadante das células diferenciadas em macrofagos e controles. A analise
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mostrou que houve uma maior quantidade de NO nas concentracdes de 10 ng/mL e
20 ng/mL tanto para as células THP-1 quanto para U937 em relacdo ao controle ndo
estimulado (Figura 19A e Figura 19B). A quantidade de NO observada nas células
THP-1 estimuladas com PMA foi aproximadamente 1,5 vez maior e 2 vezes maior que
o controle nas concentracdes de 10 ng/mL e 20 ng/ml, respectivamente (Figura 19A).
Enquanto que para as células U937, a producdo de nitrito observada nas
concentragbes 10 ng/mL e 20 ng/mL foi aproximadamente 2 vezes maior que o
controle (Figura 19B). Além disso, a concentracdo de 20 ng/mL apresentou um
resultado significativamente superior quando comparado ao controle (p <0,05).

A concentracdo de 50 ng/ml, nas linhagens celulares THP-1 e U937
apresentou uma diferenca de 0,21 uM e 0,4 uM, respectivamente, da concentracao
de NO em relacéo aos controles (Figura 19A e Figura 19B). Observamos que nas
células THP-1 a quantidade de NO na concentracdo de 20 ng/mL mostrou-se
significativamente maior que a concentracdo de 50 ng/mL e ao controle sem

tratamento (p <0,05).
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Figura 19 - Producao de NO em células THP-1 e U937 diferenciadas em macrofagos
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Gréaficos mostrando os niveis de producdo de nitrito no sobrenadante das culturas de THP-1 e U937
sem estimulo de PMA (controle) e no sobrenadante de células THP-1 e U937 diferenciadas em
macrofagos com estimulo de 10 ng/mL, 20 ng/mL e 50 ng/mL de PMA. THP-1 (A) e U937 (B); média +
desvio padrdao, n = 12 (derivados de quatro experimentos independentes realizados em triplicata).
Resultados de p-valor obtidos pelo teste One-way ANOVA seguido do pds-teste de Tukey. Valor de
significancia de p<0,05.

Fonte: (A autora, 2021).
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Nessa etapa para avaliarmos fenotipicamente a diferenciacdo de macrofagos,
bem como a citotoxicidade do indutor de diferenciacdo utilizado, PMA, foram
realizados experimentos com o marcador de superficie CD11b e o marcador de
viabilidade iodeto de propidio (PI), por citometria de fluxo.

Na Figura 20A apresentamos a estratégia de “gate” utilizada para avaliacdo da
expressdo do receptor CD11lb nas células diferenciadas em macrofagos. Os
resultados obtidos evidenciaram a expressdo do marcador CD11b nas linhagens
celulares THP-1 e U937 quando diferenciadas em macréfagos com as diferentes
concentracfes de PMA testadas (Figura 20C e Figura 20D). Visto que a distribuicéo
da expressao de CD11b nas populacdes celulares de THP-1 e U937 seguiram uma
curva gaussiana (Figura 20B), foi realizado um teste paramétrico t de Student e
observou-se que houve diferencas estatisticas entre as concentracbes de PMA em
relacdo ao controle (Figura 20C e Figura 20D).

Nas células THP-1 as concentra¢des de 20 e 50 ng/mL de PMA apresentaram
maior expressao do marcador CD11b, com valor médio de aproximadamente 80% das
células e a concentracdo de 10 ng/mL com cerca de 75% (Figura 20C). A expressao
de CD11b no controle (cé€lulas ndo diferenciadas) foi cerca de 40%.

J& nas células U937 o aumento observado na expressao de CD11b foi similar
para as trés concentracdes de PMA utilizadas com aproximadamente 86%. Contudo,
diferente das células THP-1, as células U937 ndo diferenciadas, ou seja, que nao
receberam estimulo de PMA, apresentaram baixa expressdo de CD11b, quase
indetectavel (3,99%) (Figura 20D).
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Figura 20 - Avaliacdo da expresséao do receptor CD11b nas células THP-1 e U937

diferenciadas em macréfagos apos tratamento com PMA
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Legenda: Figura representativa da estratégia de gate, com células U937, utilizada na analise. O passo
inicial foi a excluséo de doublets utilizando o dot plot FSC-H x FSC-A. Apo6s foi realizado um novo gate
para definir a populacdo de células de acordo com os critérios de granulosidade (SSC) x tamanho
(FSC). Por dltimo, foram removidos os eventos Pl positivos, ou seja, células ndo viaveis, para
estabelecer o gate final, utilizado no histograma de intensidade de fluorescéncia para CD11b (FITC)
(A). Histogramas representativos da expressdo de CD11b em células THP-1 e U937 tratadas e nao
tratadas com diferentes concentragfes de PMA, evidenciando uma distribuicdo populacional gaussiana
(B). Gréfico da expressdo do marcador de superficie CD11b nas células THP-1 (C) e U937 (D) tratadas
com PMA nas concentra¢des 10 ng/mL, 20 ng/mL e 50 ng/mL por 48h. Resultados de p-valor obtidos
pelo teste t de Student. Valor de significancia de p<0,05. n=3.

Fonte: (A autora, 2021).

A decisédo pela melhor concentracéo do estimulo por PMA deveria atender nao

somente os critérios de morfologia, metabolismo e fenotipagem tipicas de macréfagos,
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mas também a citotoxicidade desse estimulo foi considerada. Nesse contexto, apos
todo o procedimento de diferenciacédo, as células foram marcadas com Pl no momento
da analise por citometria. Foi observada uma menor viabilidade das células THP-1
guando estimuladas com a concentracao de 50 ng/mL (63%) de PMA em comparacao
as demais concentracdes de 10 ng/mL (80%) e 20ng/mL (67%). O controle apresentou
84% de células viaveis (Figura 21A).

J& as células U937, quando estimuladas com PMA nas trés concentracdes
utilizadas, n&o apresentaram uma diferenca na viabilidade celular. A porcentagem de
células viaveis nos grupos tratados com PMA foi de aproximadamente 80% enguanto
gue no controle foi de 93% (Figura 21B).

Os resultados obtidos para viabilidade tanto em THP-1 quanto em U937
sugerem que as concentragcdes mais baixas (10 ng/mL e 20 ng/mL) de PMA
apresentaram baixa citotoxicidade, visto que ndo houve diferenca estatistica (Figura
21). A concentracdo de 50 ng/mL, entretanto, nas células THP-1 apresentou uma alta
variabilidade nas respostas com alguns experimentos com maior citotoxicidade
(Figura 21A).

Figura 21 - Grafico mostrando a viabilidade das células THP-1 e U937 tratadas com

diferentes concentracfes de PMA
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Viabilidade das células THP-1 (A) e U937 (B) tratadas com PMA nas concentra¢g8es 10 ng/mL, 20 ng/mL
e 50 ng/mL por 48h e posterior descanso de 24h. Os dados sé@o apresentados como média + desvio
padrdo. Resultados de p-valor obtidos pelo teste Kruskal-Wallis seguido do p6s-teste de Dunn e Mann-
Whiteny. Valor de significancia de p<0,05. n=3.

Fonte: (A autora, 2021).
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Com base nos resultados obtidos, foi demonstrado pelas analises morfoldgicas,
metabdlicas e fenotipicas, que as células THP-1 e U937 quando diferenciadas
apresentaram: alteragcdo morfologica condizente com perfil de macréfagos,
identificada pela microscopia de contraste de fase; aumento na atividade de NOS mais
evidente na concentracdo de 20ng/mL; e aumento significativo da expressédo do
marcador de superficie CD11b.

Nas células THP-1 as concentracdes de 20 e 50 ng/mL foram que induziram
maior porcentagem de células positivas para CD11b, entretanto na avaliacdo da
viabilidade celular a concentracdo de 50 ng/mL mostrou-se mais toxica. Ja nas células
U937 as concentracdes de 10 ng/mL, 20 ng/mL e 50 ng/mL de PMA apresentaram
aproximadamente as mesmas porcentagens de marcacdo de CD11b e viabilidade
celular.

Diante destes achados, o protocolo de 20 ng/mL foi considerado como aquele
gue demonstrou maior eficiéncia na diferenciacao das linhagens celulares THP-1 e

U937 em macréfagos e, por este motivo, foi utilizado nos experimentos seguintes.

5.2 Avaliacdo da infectividade por imunocolorimetria das células dTHP-1,
dU937 e HEK293T

Para verificar a infectividade da vacina tetravalente da dengue nas células
dTHP-1, dU937 e HEK293T foi realizado um ensaio preliminar somente para o
sorotipo 2 nas diluicdes 101, 102 e 102%, nos tempos de um, trés e sete dias. Duas
das diluices escolhidas eram as pré-diluicdes dos ensaios com célula VERO (10 e
10?), enquanto a terceira era correspondente a primeira diluicdo (102°) do ensaio do
produtor. A célula VERO foi utilizada como controle nos ensaios e infectada nas
mesmas condi¢cfes das outras células.

Apés um dia de incubacdo, as células ndo apresentaram coloracdo em
nenhuma das trés diluicdes, ou seja, o resultado foi negativo para infeccéo, inclusive
as células VERO.

Nos experimentos com as células dTHP-1 e dU937, apds incubacdo com trés
e sete dias, ndo foi possivel observar a presenca do virus através da coloracao escura
para 0 sorotipo 2, ou seja, todos 0s pocos estavam negativos, dentro dessas

condicdes experimentais (Figura 22). No anexo B estdo apresentados os resultados
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de infeccdo com o virus vacinal na diluicdo 1028, As células VERO, utilizadas como

controle positivo, foram positivas para todas as concentracdes testadas (Figura 22).

Figura 22 - Infec¢cdo com o sorotipo 2 do virus vacinal da dengue em células dTHP1,
du937 e VERO por imunocolorimetria
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Legenda: Células VERO, dTHP-1 e dU937 infectadas com o virus vacinal da dengue para o sorotipo 2
nas diluicdes 101 e 102 durante trés e sete dias de incubacéo, por imunocolorimetria. Células VERO
controle (A), células dTHP-1 controle (B) e células U937 controle (C). Infeccdo na diluicdo 10t por 3
dias células VERO (D), células dTHP-1 (E) e dU937 (F); para 7 dias células VERO (G), células dTHP-
1 (H) e dU937 () coradas com mAb anti-DENV-2. Infec¢do na diluicdo 102 por 3 dias células VERO
(J), células dTHP-1 (K) e dU937 (L); para 7 dias células VERO (M), células dTHP-1 (N) e dU937 (O);
coradas com mAb anti-DENV-2. Setas vermelhas indicam infec¢do viral. Imagens representativas
obtidas no microscopio Olympus com ampliacéo de 100X.

Fonte: (A autora, 2021).

Ja com as células HEK293T foi possivel observar a infeccdo viral para o
sorotipo 2 nas diluicdes 10?1, 10-? (Figura 23) e 102 (Anexo B) nos tempos de trés e
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sete dias, sendo evidenciada pela coloracdo escura, quando comparadas as células
nao infectadas. As células VERO, utilizadas como controle positivo, foram positivas

para todas as concentracdes testadas (Figura 23 e Anexo B).

Figura 23 - Infeccdo com o sorotipo 2 do virus vacinal da dengue em células
HEK293T e VERO por imunocolorimetria

VERO HEK293T
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Legenda: Células VERO e HEK293T infectadas com o virus vacinal da dengue para o sorotipo 2 nas
diluicdes 10 e 102 durante trés e sete dias de incubacdo, por imunocolorimetria. Células VERO
controle (A). Células VERO infectadas na diluicdo 101 por 3 dias (C) e 7 dias (E), coradas com mAb
anti-DENV-2. Células HEK293T de controle (B). Células HEK293T infectadas na diluicdo 101 por 3 dias
(D) e 7 dias (F), coradas com mAb anti-DENV-2. Células VERO infectadas na diluicdo 102 por 3 dias
(G) e 7 dias (1), coradas com mAb anti-DENV-2. Células HEK293T infectadas na diluicdo 10-2 por 3 dias
(H) e 7 dias (J), coradas com mAb anti-DENV-2 Setas vermelhas indicam infec¢do viral. Imagens
representativas obtidas no microscopio Olympus com ampliacdo de 100X.

Fonte: (A autora, 2021).
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5.3 Determinacdo de uma curva dose-resposta para a vacina CYD-TDV nas
células HEK293T

A proxima etapa foi obter uma curva de diluicdo da vacina, para investigar a
exequibilidade de um ensaio de curva dose-resposta para a vacina CYD-TDV
utilizando as células HEK293T por imonocolorimetria. Novamente, as células VERO
foram utilizadas como controle positivo.

As células HEK293T foram expostas a diferentes diluigdes da vacina de 1013
a 1034, seguindo um fator de diluicdo de 1: 2, enquanto as células VERO foram
submetidas a diluicbes de 1026 a 108, com um fator de diluicdo de 1: 4, durante trés
dias e sete dias de incubac&o. Neste conjunto de experimentos, 0s anticorpos
monoclonais especificos para cada sorotipo determinaram separadamente o grau de
infectividade da vacina em células HEK293T e no controle positivo (VERO).

Observamos infeccdo das células HEK293T, determinada pela presenca de
coloragcdo escura apés incubacdo com anticorpo monoclonal especifico para cada
sorotipo da dengue (pogos positivos), apenas nas diluicdes mais concentradas da
vacina. Embora as diluicbes da vacina para infectar as células VERO fossem menos
concentradas, as células HEK293T mostraram suscetibilidade, em nossas condi¢cdes
experimentais, a infecgcdo com essa vacina.

As curvas de dose-resposta e o calculo do coeficiente de determinacdo da
equacao de regressao de respostas infecciosas em células HEK293T e controle para
cada sorotipo em trés dias estdo demonstradas na Figura 24 (sorotipo 1 R?vero=0,913
e R2?HEk20371=0,727, Figura 24A; sorotipo 2 R?vero=0,861 e RZHek2937=0,894, Figura
24B, sorotipo 3 R?Er0o=0,869 e R?Hek2037=0,855, Figura 24C e sorotipo 4
R?vero=0,882 e R?Hek2931=0,965, Figura 24D).



94

Figura 24 - Curva dose-resposta para cada sorotipo da vacina dengue em células
HEK293T e VERO, apos trés dias de infeccéo
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Legenda: Células VERO como controle positivo (circulo preto) e HEK293T (quadrado preto) infectadas
com vacina contra dengue em diluicBes de 10-2¢ a 10-%8, fator de dilui¢cdo 1: 4 e 10-13 a 1034, fator de
diluicdo 1: 2, respectivamente, analisadas por ensaio de imunocolorimetria apés 3 dias de incubacéo.
A infeccdo dos sorotipos 1 (A), sorotipo 2 (B), sorotipo 3 (C) e sorotipo 4 (D) foi avaliada pela presenca
de coloracéo apés incubacao com anticorpo especifico para cada sorotipo - po¢os positivos. Regressao
linear (linhas retas) de respostas infecciosas em células VERO e HEK293T para o sorotipo 1 (R?vero
=0,913 e R2hEeke03t = 0,727), sorotipo 2 (R2vero = 0,861 e R2nek203t = 0,894), sorotipo 3 (R?vero = 0,869
e R?1eke03T = 0,855) e sorotipo 4 (R?vero = 0,882 e R?1ekz03T = 0,965). Dados apresentados como média
+ desvio padréo. n = 4,

Fonte: (A autora, 2021).

Ja para sete dias estdo demonstradas na Figura 25 (sorotipo 1 R?vero=0,887 e
R2?HEk2031=0,793, Figura 25A, sorotipo 2 R?vero=0,883 e R?HEek2037=0,801, Figura 25B,
sorotipo 3 R?vero=0,903 e R?Hek2931=0,767, Figura 25C e sorotipo 4 R?vero=0,913 e
R2Hek2037=0,917, Figura 25D).
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Figura 25 - Curva dose-resposta para cada sorotipo da vacina dengue em células
HEK293T e VERO, apos sete dias de infeccao
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Legenda: Células VERO como controle positivo (circulo preto) e HEK293T (quadrado preto) infectadas
com vacina contra dengue em diluicdes de 1026 a 10-68, fator de diluicdo 1: 4 e 10-12 a 10-34, fator de
diluicdo 1: 2, respectivamente, analisadas por ensaio de imunocolorimetria apés 7 dias de incubacao.
A infeccdo dos sorotipos 1 (A), sorotipo 2 (B), sorotipo 3 (C) e sorotipo 4 (D) foi avaliada pela presenca
de coloragéo apds incubagéo com anticorpo especifico para cada sorotipo - pogos positivos. Regressao
linear (linhas retas) de respostas infecciosas em células VERO e HEK293T para o sorotipo 1 (R2vero
=0,887 e R2hek203T = 0,793), sorotipo 2 (R2vero = 0,883 e R2nek203T = 0,801), sorotipo 3 (R2vero = 0,903
€ R?4ek203T = 0,767) € sorotipo 4 (R?vero = 0,913 e R?1ek2e03T = 0,917). Dados apresentados como média
+ desvio padrdo. n = 4.

Fonte: (A autora, 2021).

Todos os resultados de regressdo foram maiores que 70 por cento de
probabilidade em células HEK293T e apresentaram linearidade semelhante as células
VERO, apoiando assim a idéia de construir uma curva de dose-resposta da vacina
contra dengue em células HEK293T.

5.4 Avaliacdo da poténcia para os diferentes sorotipos da vacina tetravalente
da dengue em células HEK293T e VERO

Uma caracteristica importante para estimar a qualidade de uma vacina, seja na
fase de desenvolvimento ou de controle, é a verificacdo da poténcia. Portanto, a etapa
final desta configuragcdo experimental foi calcular as poténcias estimadas entre os

quatro diferentes sorotipos na mesma linhagem celular e comparar os resultados
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obtidos nas células HEK293T com o das células VERO (controle positivo), apods trés
e sete dias de incubacéo.

Com trés dias de infeccdo pelo virus vacinal, a poténcia calculada, em logio
CCIDso/dose, em células HEK293T para cada sorotipo foi de 2,69 + 0,46 para o
sorotipo 1 (CYD-1), 3,21 + 0,31 para o sorotipo 2 (CYD-2), 2,63 = 0,40 para o sorotipo
3 (CYD-3) e 3,78 £ 0,25 para o sorotipo 4 (CYD-4), conforme Figura 26. Uma diferenca
altamente significativa (p<0,001) na poténcia estimada para o sorotipo 4 em relagcéo
aos demais sorotipos foi detectada nos ensaios utilizando as células HEK293T ap6s
trés dias de incubacdo com os virus vacinais. A poténcia estimada do sorotipo 4
guando comparada aos sorotipos 1 e 3 foi de, aproximadamente, 1 logio CCIDso/dose
acima. Além disso, o sorotipo 2 apresentou uma poténcia estimada significativamente
maior do que a do sorotipo 3 (p<0,05). Suma, as células HEK293T mostraram
diferencas na poténcia entre os sorotipos (Figura 26).

Em contraponto, as células VERO néo apresentaram diferencas significativas
entre as poténcias para cada sorotipo, com valores estimados de 5,05 + 0,04 (CYD-
1), 4,74 £ 0,04 (CYD-2), 4,83 £ 0,09 (CYD-3) e 4,64 + 0,18 (CYD-4) (Figura 26).

Além disso, foi observado que as células HEK293T apresentaram poténcias

estimadas menores que as da célula controle (VERO).
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Figura 26 - Comparacao da infectividade de cada sorotipo do virus vacinal em células
HEK293T e VERO, apos trés dias de incubacéo
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Legenda: Média das poténcias, medida em logio CClIDso/dose, por sorotipo em células HEK293T e

VERO apés 3 dias. As barras representam os resultados de poténcia média de cada sorotipo: 1 (2,69

e 5,05 — barra branca), 2 (3,21 e 4,74 — barra cinza claro), 3 (2,63 e 4,83 — barra cinza escuro) e 4 (3,78

e 4,64 — barra preta). Resultados de p-valor obtidos pelo teste Two-way ANOVA seguido do pés-teste

de Bonferroni. Valor de significancia de p<0,05. n=4.

Fonte: (A autora, 2021).
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Em sete dias de infeccdo pelo virus vacinal, o resultado da poténcia calculada,
em logio CCIDso /dose, em células HEK293T para cada sorotipo foi 2,49 + 0,19 (CYD-
1), 3,01 £ 0,26 (CYD-2), 2,6 £ 0,27 (CYD-3) e 3,39 + 0,46 (CYD-4). Novamente, foi
possivel constatar uma diferenca significativa (p <0,01) entre o sorotipo 4 e os demais.
Apés sete dias, 0 sorotipo 4 apresenta nas células HEK293T uma poténcia estimada
de cerca de 1 logl0 CCID50/dose a mais do que os sorotipos 1 e 3 (Figura 27). O
sorotipo 2 apresentou resultado de poténcia proximo ao obtido com o sorotipo 4,
entretanto, ndo observamos diferenca estatistica em relacdo a esse sorotipo com sete
dias (Figura 27).

Ja as células VERO n&o demonstraram diferengas significativas entre as
poténcias estimadas de cada sorotipo (5,49 + 0,33 (CYD-1), 5,38 £ 0,28 (CYD-2), 5,34
+ 0,47 (CYD-3) e 5,42 + 0,37 (CYD-4)) (Figura 27).

Ademais, foi observado que as células HEK293T apresentaram poténcias

estimadas menores que as da célula controle (VERO) (p <0,0001) (Figura 27).
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Figura 27 - Comparacao da infectividade de cada sorotipo do virus vacinal em células
HEK293T e VERO, apos sete dias de incubacao
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Legenda: Média das poténcias, em logio CClIDso/dose, para cada sorotipo em células HEK293T e VERO
apos sete dias de incubacgéo. As barras representam os resultados de poténcia média de cada sorotipo:
1 (2,49 e 5,49 — barra branca), 2 (3,01 e 5,38 — barra cinza clara), 3 (2,60 e 5,34 — barra cinza escura)
e 4 (3,39 e 5,42 — barra preta). Resultados de p-valor obtidos pelo teste Two-way ANOVA seguido do
pos-teste de Bonferroni realizado para comparagdo de grupo e foram observadas diferencas
significativas entre os tipos de células (p <0,0001) e os sorotipos 4 e 3 (p <0,01) e sorotipos 4e 1 (p
<0,01) avaliados nas células HEK293T. n=4

Fonte: (A autora, 2021).

5.5 Determinacéo da poténcia da vacina tetravalente para a dengue utilizando
células HEK293T e VERO

Apbs definidos os resultados de poténcias da vacina tetravalente para cada
sorotipo vacinal, confirmando a identidade, foi determinada a poténcia geral da vacina
nas duas linhagens celulares (HEK293T e VERO) para avaliagao das respostas nos
diferentes tempos, trés e sete dias, de incubagdo com o virus vacinal.

ApoOs trés dias de incubacao, as células HEK293T demonstraram uma poténcia
vacinal meédia, medida em logio CCIDso/dose, de 3,084 + 0,58, enquanto em células
VERO a poténcia média foi de 4,816 * 0,18, conforme ilustrado na Figura 28. Ainda,
quando comparadas as médias obtidas, foi vista uma diferenca significativa entre os

resultados das duas células (Figura 28).
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Figura 28 - Poténcia vacinal média, medida em logio CCIDso/dose, determinada em

células HEK293T e VERO ap0s trés dias de incubac¢do com o virus vacinal
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Legenda: Média das poténcias em células HEK293T (3,084) representada pelo circulo e a média em
células VERO (4,816) pelo quadrado. As traves representam os valores de desvio padrdo observados
em cada célula (0,58 e 0,18, para HEK293T e VERO respectivamente). Resultado de p-valor obtido
pelo teste T de Student. Valor de significancia de p<0,05.

Fonte: (A autora, 2021).

Ja com sete dias de incubacao, a poténcia vacinal média obtida em células
HEK293T foi de 2,876 * 0,46, enquanto em células VERO a poténcia média foi de
5,413 £ 0,34, conforme ilustrado na Figura 29. Ainda, quando comparadas as médias
obtidas, também foi vista uma diferenca significativa entre os resultados das duas

células (Figura 29).
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Figura 29 - Poténcia vacinal média, medida em logio CCIDso/dose, determinada em

células HEK293T e VERO ap0és sete dias de incubac&o com o virus vacinal
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Legenda: Média das poténcias em células HEK293T (2,876) representada pelo circulo e a média em
células VERO (5,413) pelo quadrado. As traves representam os valores de desvio padrao observados
em cada célula (0,46 e 0,34, para HEK293T e VERO respectivamente). Resultado de p-valor obtido
pelo teste T de Student. Valor de significancia de p<0,05.

Fonte: (A autora, 2021).

Como observado, ndo houve diferenca entre as poténcias calculadas em
células HEK293T nos intervalos de trés e sete dias (Figura 30A). Contudo, em células
VERO houve um aumento significativo (p=0,0001) na poténcia medida apds sete dias

de incubacdo quando comparada ao tempo de trés dias (Figura 30B).
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Figura 30 - Poténcias médias, medida em logio CClDso/dose, estimadas em células

HEK293T e VERO apos trés e sete dias de incubacédo com o virus vacinal
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Legenda: Média das poténcias em células HEK293T ap0s trés dias (3,084 - circulo preto) e sete dias
(2,876 — circulo branco). As traves representam os valores de desvio padrdo observados em cada
tempo (0,58 e 0,46, para trés e sete dias respectivamente). Nao houve diferenca significativa entre as
médias (A). Média das poténcias em células VERO ap0s trés dias (4,816 - quadrado preto) e sete dias
(5,413 — quadrado branco). As traves representam os valores de desvio padrdo observados em cada
tempo (0,18 e 0,34, para trés e sete dias respectivamente). Resultado de p-valor obtido pelo teste T de
Student com valor de significancia de p<0,05 (B).

Fonte: (A autora, 2021).

5.6 Deteccédo da infectividade da vacina tetravalente da dengue em células
HEK?293T, dTHP-1, dU937 e VERO por metodologia alternativa

Nessa etapa do trabalho, foi testada uma possibilidade de se utilizar a
citometria de fluxo e/ou a imunofluorescéncia por microscopia confocal para
quantificar a infectividade da vacina tetravalente da dengue nas diferentes linhagens
de células estudadas, realizando uma marcacdo intracelular com um anticorpo

especifico para proteina de envelope de Flavivirus (4G2).
5.6.1 Determinacao da infectividade por Citometria de Fluxo
Para definicdo do titulo do anticorpo (Ac) 4G2, foi utilizada a linhagem celular

VERO, que sabidamente apresenta alta positividade para infeccéo pelo virus vacinal.

Para isso, a célula VERO foi infectada com a vacina tetravalente da dengue na diluigdo
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101, apés incubacdo de sete dias foi realizada a titulagdo do anticorpo 4G2 nas
concentracfes 1/20, 1/50, 1/100, 1/200 e 1/500 (Figura 32).

A Figura 31 mostra a estratégia de “gate” utilizada para determinar a
porcentagem da marcagdo com o anticorpo 4G2 nas células infectadas e no controle
sem infeccdo nas diferentes concentracdes.

Nas células VERO infectadas foi possivel observar a marcacao positiva de 4G2
para todas as diluicdes testadas (Figura 32). Além disso, observamos que o
percentual de células positivas para 4G2 diminuiram com o aumento da diluigdo do
anticorpo. Na concentracdo de 1/20 o percentual da marcacdo de 4G2 em células
infectadas foi cerca de 75%, entretanto o controle apresentou um percentual de 27%
de positividade para 4G2, sugerindo marcacdes inespecificas. J& a concentracdo de
1/50 apresentou um percentual de aproximadamente 50% de positividade para 0 4G2
nas células infectadas com o virus vacinal, contudo o controle ndo apresentou
marcacao inespecifica, com valor percentual de cerca de 4,4% (Figura 32F).

Diante dos resultados, constatou-se como melhor diluicdo de trabalho para as
marcacdes intracelulares de proteina E viral o titulo de anticorpo 1/50, na qual se

obteve o pico de positividade do anticorpo com baixa marcacéo inespecifica.

Figura 31 - Estratégia de gate utilizada na titulacdo do anticorpo 4G2.
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Legenda: Figura representativa mostrando a estratégia de andlise das células VERO sem infeccéo e
com infec¢cdo com a vacina tetravalente da dengue. O primeiro grafico dot-plot de pardmetros FSC x
SSC, destaca a populacgéo celular especifica para elaboracdo do gate. A partir desse gate, foi avaliada
a porcentagem dos eventos positivos para o Ac 4G2 nas células infectadas e controle. Por fim,
elaborou-se um gréafico com a sobreposicdo dos histogramas de cada diluicao.

Fonte: (A autora, 2021).
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Figura 32 - Titulac&o anticorpo 4G2 utilizando células VERO infectadas com a vacina

tetravalente da dengue na diluicdo 10
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Legenda: Sobreposi¢do dos histogramas para cada titulo do anticorpo 4G2. Controles sem marcagao
(preto) e com marcacao (vermelho) com diferentes dilui¢des do anticorpo 4G2: 1/20 (A), 1/50 (B), 1/100
(C), 1/200 (D) e 1/500 (E) e da condicao infectada (azul), com diluicdo de 101 da vacina, marcados com
4G2 nas diferentes diluigGes de 1/20 (A), 1/50 (B), 1/100 (C), 1/200 (D) e 1/500 (E). Gréfico com a
porcentagem das células positivas para 4G2 nas diferentes diluicdes de Ac (F).

Fonte: (A autora, 2021).

A proxima etapa foi avaliar a infectividade das células dTHP-1, dU937,
HEK293T e VERO, com a marcacéo intracelular do virus vacinal na diluicdo 101, apés
trés e sete dias de incubacao por citometria de fluxo.

Apoés trés dias de infecgcdo com o virus vacinal, foi calculada a razéo entre a

mediana de intensidade de fluorescéncia (MIF) das células infectadas e a MIF do
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controle celular, determinadas pela marcacdo com o anticorpo 4G2. Os valores
meédios obtidos foram de 3,86 para as células VERO, 1,20 para as células HEK293T,
0,89 para as células dTHP-1 e 1,27 para as células dU937 (Figura 33A). Quando
comparados os valores médios, as células VERO apresentaram maior positividade
para o 4G2 que as células HEK293T, dTHP-1 e dU937 apds incubacdo com o virus
vacinal na diluicdo de 101. Ainda, para o tempo de trés dias, células dTHP-1 foram
negativas para o anticorpo 4G2 (Figura 33A).

Ja& no tempo de sete dias de infec¢do com o virus vacinal, o resultado da razéo
da MIF foi de 3,16 para as células VERO, 1,11 para as células HEK293T, 1,09 para
as células dTHP-1 e 1,39 para as células dU937 (Figura 33B). Novamente, foi
observado que as células VERO foram significativamente mais positivas que as
demais células, com um aumento significativo da razdo quando comparadas as
células HEK293T, dTHP-1 e de dU937 (p<0,05). Além disso, o resultado das células
dU937 mostrou-se significativamente maior que os resultados das células HEK293T
e dTHP-1 (p<0,05). Para o tempo de sete dias, no entanto, as células dTHP-1
apresentaram positividade para o anticorpo 4G2(Figura 33B).
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Figura 33 - Razéo das medianas de intensidade de fluorescéncia das células VERO,

dTHP-1, dU937 e HEK293T nos tempos de trés e sete dias de infeccéao viral
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Legenda: Média das raz6es das MIF das células infectadas com o virus vacinal sobre as MIF do controle
marcado com o AC 4G2 ap0s 3 dias (A) e 7 dias (B) de infeccao viral. Linha pontilhada em vermelho
indicando limiar para positividade. Diferencas significativas entre os grupos foram avaliadas mediante
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney com p<0,05. n=3.

Fonte: (A autora, 2021).

Por fim, para avaliar o efeito do tempo sobre a infectividade do virus vacinal,

foram comparados os resultados obtidos apos trés e sete dias de incubagéo.

Evidenciamos, portanto, o ja observado que nas células dTHP-1 houve um aumento
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significativo da raz&o no tempo de sete dias em comparacédo com o de trés dias, onde
este resultado foi negativo (Figura 34C). Enquanto que nas células VERO, HEK293T
e dU937, nao foi observada diferenca significativa entre os tempos de trés e sete dias
(Figura 34A, Figura 34B e Figura 34D). Em relacdo as células VERO, foi possivel
observar uma estabilizacdo dos valores de positividade no tempo de sete dias, com

menor desvio padrédo, comparado ao de trés dias, sem, entretanto, alterar a mediana

de MIF (Figura 34A).

Figura 34 - Comparacéo dos tempos trés e sete dias de infeccdo nas células VERO,

HEK293T, dTHP-1 e dU937
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Legenda: Média das raz6es das MIF das células infectadas com o virus vacinal sobre as MIF do controle
marcado com o AC 4G2 ap@s 3 dias e 7 dias de infeccao viral. Células VERO (A), células dTHP-1 (B),
células HEK293T (C) e células du937 (D). Linha pontilhada em vermelho indicando limiar para
positividade. Resultados de p-valor obtidos pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para
comparacao entre os tempos (p<0,05). n=3.

Fonte: (A autora, 2021).
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5.6.2 Determinacao da infectividade por microscopia confocal

A confirmagdo da infectividade viral foi realizada através do ensaio de
imunofluorescéncia por microscopia confocal. As analises da infectividade com o virus
vacinal, na diluicdo 107, das células VERO, dTHP-1, dU937 e HEK293T foram
realizadas apds sete dias de incubacao, utilizando o anticorpo 4G2. As células VERO
funcionaram como controle positivo.

ApGs sete dias de incubacéo, observamos a infectividade viral positiva para
linhagem celular VERO tanto pela visualiza¢do da cor violeta (anticorpo pan-Flavivirus
4G2) nas células, quanto pelo grafico de intensidade de fluorescéncia tracado a partir
da selecdo de células de interesse (Figura 35B e Figura 35C). O grafico mostra a
célula infectada com a marcacgédo do anticorpo 4G2 na cor violeta e a marcacao do
nacleo em azul (Hoescht).

Em relacéo a linhagem de células HEK293T, uma clara coloracao do anticorpo
4G2 foi detectada no citoplasma dessas células, o que determinou sua suscetibilidade
a infeccdo pela vacina tetravalente da dengue, em nossas condi¢cdes experimentais
(Figura 35E). Diferente das células VERO, a marcacao de 4G2 nas células HEK293T
se concentrou em uma regido perinuclear (Figura 35F).

Nas células dTHP-1 e dU937, no entanto, ndo detectamos qualquer coloracéo
do anticorpo 4G2 e também nenhum sinal foi visto, uma vez que tragamos o grafico
de intensidade de fluorescéncia (Figura 35H, Figura 35l e Figura 35K), confirmando
os resultados encontrados no ensaio de imunocolorimetria. Como controles negativos,
todas as células utilizadas também foram coradas com o anticorpo 4G2 na auséncia
da vacina tetravalente da dengue (Figura 35A, Figura 35D, Figura 35G e Figura 35J).

Assim, os resultados aqui encontrados para linhagem celular HEK293T
confirmam os obtidos na citometria de fluxo e na imunocolorimetria no tempo de sete
dias, sugerindo ser uma boa candidata para os ensaios de infectividade viral. Além
disso, os resultados de imunofluorescéncia corroboram com os achados da citometria
de fluxo que viabilizam a utilizagcdo de marcacéao intracelular da proteina E viral para

determinacao da infectividade.
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Figura 35 - Microscopia de imunofluorescéncia confocal de células VERO, HEK293T,
dTHP-1 e dU937 infectadas ou ndo com vacina tetravalente da dengue, apos sete dias
de incubacéao
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Legenda: As células foram coradas com anti-4G2 (anticorpo pan-flavivirus, fluorescéncia rosa) e
Hoechst (coloracao de DNA, fluorescéncia azul). Controle negativo (A), (D), (G) e (J), células infectadas
com diluicdo da vacina 10-1 por 7 dias (B), (E) e (H) mostrando positividade para 4G2 em células VERO
e HEK293T (B) e (E). Grafico representativo da intensidade de fluorescéncia (eixo y) em relacéo a
distancia em micrdometro (eixo x) das células infectadas (C), (F), (I) e (K). Barra de escala = 75 ym.
Ampliagéo de 200X.

Fonte: (A autora, 2021).
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5.7 Comparacao das poténcias da vacina tetravalente da dengue estimadas

por citometria de fluxo e imunocolorimetria, em ensaio com células VERO

Com o objetivo de comparar as diferentes metodologias na determinagcao da
poténcia da vacina tetravalente da dengue, foi realizado o ensaio por citometria de
fluxo com células VERO (controle) com a mesma curva de diluicdo utilizada no ensaio
de imunocolorimetria (padronizado pelo produtor).

Para possibilitar a comparacéo das curvas de dose-resposta entre as diferentes
metodologias, assim como o célculo de poténcia, foi necessaria a hormalizacédo dos
dados obtidos na citometria de fluxo, uma vez que o resultado do ensaio por
imunocolorimetria (nUmero de pocos positivos) difere do resultado obtido pela
citometria (% de células infectadas ou MIF). Para realizar essa normalizacédo, foi
considerada que a diluicdo vacinal 1026 é capaz de infectar todos os pocos da
microplaca no ensaio de imunocolorimetria, sendo, portanto, a diluicdo com 100% de
positividade. Partindo desse principio, para o ensaio de citometria de fluxo, a % de
células infectadas na diluicdo de 1026 foi considerada como o controle. Desse modo,
todos os dados obtidos pela citometria de fluxo foram divididos pelo resultado do
controle (diluicdo 10-%%) encontrado em cada ensaio independente e multiplicado por
10 (numero de pocos experimentais do ensaio de imunocolorimetria), possibilitando a
realizacdo dos calculos para determinacdo da poténcia e produzindo uma Unica
métrica entre as metodologias.

Como os ensaios de citometria de fluxo foram realizados com a marcagao por
um anticorpo pan-Flavivirus 4G2 e nos ensaios de imunocolorimetria foram utilizados
anticorpos monoclonais especificos para cada sorotipo, antes de comparar 0S
resultados entre as diferentes metodologias e determinar as poténcias para a vacina
tetravalente da dengue, foi calculada a média de positividade de pocos entre os 4
sorotipos virais no ensaio de imunocolorimetria.

ApoOs a padronizagao dos resultados obtidos em células VERO nas diferentes
metodologias, as curvas de dose-resposta e o0 coeficiente de determinacdo da
equacao de regressao de respostas infecciosas foram estabelecidos para os tempos
de trés e sete dias de incubacdo, conforme demonstrado na Figura 36 (3 dias
chitometria=0,849 e Rzimunocolorimetria=0,979, Figura 36A e 7 dias chitometria=0,880 e
RZimunocolorimetria=0,908, Figura 36B).
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Os resultados de regressao foram maiores que 80% de probabilidade e entre
as metodologias foi observada linearidade, demonstrando a viabilidade da citometria

de fluxo para este ensaio.

Figura 36 - Curva dose-resposta mostrando resposta das células VERO utilizando as
metodologias de citometria de fluxo e imunocolorimetria, apés trés e sete dias de
infecgdo com a vacina tetravalente da dengue
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Legenda: Células VERO infectadas com a vacina tetravalente da dengue em diluicdes de 10-26 até 10
68, com fator de diluicdo 1: 4, analisadas por ensaio de citometria de fluxo (triangulo) e
imunocolorimetria (circulo) apos trés (A) e sete dias (B) de incubagéo. n= 3.

Fonte: (A autora, 2021).
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A proxima etapa foi comparar os resultados de poténcia no tempo de trés e sete
dias em cada uma das metodologias estudadas. Na citometria de fluxo ndo foram
observadas diferencas significativas nos resultados de poténcia, contudo houve um
aumento no valor de poténcia no tempo de sete dias em relagéo ao de trés dias (Figura
37A). No ensaio por imunocolorimetria ndo houve diferenca estatistica entre os

resultados de poténcia, apoés trés e sete dias (Figura 37B).

Figura 37 - Poténcias médias, em logio CCIDso/dose, estimadas por citometria de fluxo

e imunocolorimetria, no tempo de trés e sete dias
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Média das poténcias, em logio CClIDso/dose, em células VERO por citometria de fluxo apés 3 dias (barra
branca) e 7 dias (barra preta) (A). Imunocolorimetria apés 3 dias (barra branca) e 7 dias (barra preta)
(B). Resultado de p-valor obtido pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Nao houve diferenca
significativa entre as medianas calculadas. n=3.

Fonte: (A autora, 2021).

O préximo passo foi determinar as poténcias da vacina tetravalente da dengue
em células VERO por citometria de fluxo e imunocolorimetria, comparando os
resultados apos trés e sete dias de incubacéo.

Com trés dias de infeccao pelo virus vacinal, as poténcias calculadas, em logio
CCIDso/dose, utilizando as metodologias de citometria de fluxo e imunocolorimetria
foram 4,89 £ 0,38 e 5,56 = 0,03 respectivamente, conforme Figura 38A. Observamos
gue nao houve diferenca significativa entre os resultados das diferentes metodologias.

Ja com sete dias, a estimativa da poténcia da vacina contra dengue, em logio

CCIDso/dose, no ensaio de citometria de fluxo foi de 7,13 + 0,84 enquanto que no
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ensaio de imunocolorimetria foi de 5,67 + 0,18, conforme Figura 38B. Quando
comparadas as medianas, foi observada uma diferenca significativa entre os

resultados das duas metodologias (p<0,05).

Figura 38 - Estimativa das poténcias médias, em logio CCIDso/dose, em células VERO
por citometria de fluxo e imunocolorimetria, apos trés e sete dias de incubac¢do com o

virus vacinal
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Legenda: Média das poténcias, em logio CClDso/dose, por citometria de fluxo (barra branca) e
imunocolorimetria (barra preta) utilizando células VERO, ap6s 3 dias (A) e 7 dias (B) de infec¢cdo com
o virus vacinal. Diferengas significativas entre os grupos foram avaliadas mediante teste néo
paramétrico de Mann-Whitney. Valor de significaAncia de p<0,05. n=3.

Fonte: (A autora, 2021).
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6 DISCUSSAO

A dengue é uma arbovirose que afeta o ser humano e causa sérios problemas
de saude publica no mundo, especialmente em paises tropicais, onde as condicdes
do meio ambiente favorecem o desenvolvimento e a proliferacdo do Aedes aegypti,
principal mosquito vetor (URDANETA-MARQUEZ; FAILLOUX, 2011; DICK, et al.,
2012). O DENV pertence a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus e possui quatro
diferentes sorotipos (DENV1 - 4) (SALLES et al., 2018). Pela dificuldade no controle
vetorial nos mais diversos paises onde é endémico, a principal estratégia que tem sido
adotada atualmente para se obter uma medida profilatica eficaz contra a doenca é o
desenvolvimento de uma vacina tetravalente contra dengue.

No Brasil, 0 INCQS é o 6rgao responsavel por garantir a qualidade e a liberacéo
de cada lote de vacina consumido no pais, avaliando critérios de qualidade como
poténcia, identidade, termoestabilidade e outros (BRASIL, 2008). Segundo a OMS, a
poténcia de vacinas tetravalente contra a dengue pode ser determinada em células
VERO ou outra sensivel ao virus vacinal (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2006).

Células VERO sdo amplamente utilizadas no desenvolvimento e controle de
vacinas por seu baixo custo, facilidade de manipulacéo e principalmente por sua alta
susceptibilidade a infec¢des pela maioria dos virus (OSADA et al., 2014). Essa alta
permissibilidade parece estar associada a auséncia na resposta antiviral por
interferons do tipo 1, devido a dele¢cdo cromossdmica dos genes responsaveis pela
expressao dessas citocinas. (DESMYTER; MELNICK; RAWLS, 1968; DIAZ et al.,
1988; OSADA et al., 2014). O IFN do tipo | desempenha um importante papel na
resposta imune as infeccdes virais com o estabelecimento de um estado celular
“antiviral”, que leva, em ultima instancia, a inibicdo da replicacdo viral em células
infectadas e resisténcia a infeccdo por células adjacentes (MURIRA; LAMARRE,
2016). No contexto da dengue, células VERO séo utilizadas na producéo de vacinas
tetravalentes de virus atenuados em decorréncia da alta susceptibilidade ao DENV
(PRECIOSO et al., 2015; DENG et al., 2020). Contudo, apesar do seu amplo uso, a
alta sensibilidade ao DENV pode resultar em respostas diferentes das observadas em
células humanas. Dessa forma, o presente trabalho se baseou na busca de uma ou
mais linhagens celulares alternativas, que ainda possuissem uma sensibilidade as

vacinas virais atenuadas comercializadas, mas que fossem por um lado
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principalmente linhagens de origem humana e por outro ainda possuissem
caracteristicas imunolégicas mais proximas as células alvo do virus vacinal.

Os estudos de transmissédo, infeccdo, replicacdo e mecanismo de
patogenecidade do DENV, bem como o desenvolvimento de vacinas ou terapias
antivirais foram e ainda séo dificultados pela falta de modelos in vivo, que mimetizem
a doenca, pricipalmente na manifestacao grave da Dengue (BENTE; RICO-HESSE,
2006). No caso especifico de vacinas, essa dificuldade ocorre no desenrolar de
ensaios pré-clinicos de vacinas, onde apds a imunizacao dos animais, tais como
camundongos e macacos, 0s mesmos devem ser desafiados com o patégeno. Os
ensaios in-vitro com as mais diferentes células, tanto primarias quanto linhagens
celulares foram utilizadas para replicacdo e propagacao viral, ensaios diagnésticos e
estudo de mecanismos celulares envolvidos na resposta do hospedeiro ao virus, onde
tornaram importantes ferramentas na compreensado da relacdo virus e hospedeiro
(KITAB; KOHARA; TSUKIYAMA-KOHARA, 2018). De fato, o tropismo celular do
DENV para DCs, mondcitos, macrofagos, células endoteliais e células epiteliais
demonstrado in vivo sugeriu um papel importante da resposta inata nessa infec¢cao
viral e fez com que a comunidade cientifica envolvida com dengue seguisse nas
pesquisas in vitro. Destarte, diferentes linhagens celulares mostraram ser suscetiveis
a replicacao viral. No entanto, ainda ndo esta bem compreendido como o DENV e
cada sorotipo se comporta em cada modelo celular (BENTE; RICO-HESSE, 2006;
YOHAN et al., 2014). Estudos demonstraram que cepas isoladas do DENV variam em
sua capacidade de infectar o mesmo tipo de célula in vitro, dependendo do gendtipo
do virus e numero de passagem. Por serem tratados como 0s primeiros e importantes
alvos da replicagdo do DENV, mondcitos e macrofagos, assim como linhagens
celulares monociticas ou diferenciadas, tém sido amplamente utilizadas para a
realizacdo de estudos de infeccdo do DENV (BENTE; RICO-HESSE, 2006; KITAB,;
KOHARA; TSUKIYAMA-KOHARA, 2018). Quando no presente estudo nos
propusemos avaliar a suscetibilidade do virus vacinal as linhagens celulares
conhecidas como células alvo na infeccdo pelo virus selvagem, visamos também
contribuir com um melhor entendimento da atuac¢ao do virus vacinal nessas células e
contribuir dessa forma com o0 avango nas pesquisas para opg¢des ainda mais seguras
e eficazes de possiveis candidatos para a prevencdo da doenca. Em relacdo aos
estudos com linhagens celulares envolvendo o virus vacinal da dengue né&o

encontramos nenhum relato envolvendo as células aqui estudadas.
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As linhagens celulares THP-1 e U937 tém sido amplamente utilizadas para
estudar os mecanismos de infeccdo de DENV (JIANG; SUN, 2020; BAEK et al., 2009;
JIN et al. 2009). Ja as células HEK293T tém sido utilizadas na pesquisa, producéo e
controle de vacinas virais, principalmente vacinas de vetor viral (vacina contra COVID-
19) e de &cidos nucleicos (vacina contra Influenza- HIN1) (ALMUQRIN et al., 2021;
YANG et al., 2020; MILIAN et al., 2017). No contexto da dengue, células HEK293T
mostraram-se susceptiveis a infeccdo pelo DENV e outros membros da familia
Flaviviridae (JITOBOAM et al., 2016).

Diante disso, a proposta do trabalho foi avaliar a sensibilidade dessas trés
diferentes linhagens celulares humanas (HEK293T, THP-1 e U937) a infec¢édo pelo
virus vacinal no ensaio de poténcia da vacina tetravalente da dengue, como alternativa
metodoldgica as células VERO, em decorréncia de diferencas biolégicas importantes
entre as células animais (VERO) e células humanas frente a infeccdo pelo DENV.
Além disso, objetivou-se o desenvolvimento de uma metodologia alternativa para
avaliacao da poténcia.

Inicialmente, padronizamos o protocolo de inducdo de diferenciagcédo das
linhagens monociticas THP-1 e U937 a macrofagos a partir da sua estimulacdo com
PMA, a fim de obter células-alvo do DENV e imunocompetentes. Tendo em vista a
auséncia de um consenso na determinacédo de protocolos para diferenciacdo, foram
estabelecidas trés concentracdes, selecionadas com base nos trabalhos de Zhou e
colaboradores (2010) que utilizaram a concentracéo de 20 ng/mL de PMA por 48 horas
e Park e colaboradores (2007) que propuseram as concentracfes de 10 ng/mL e 50
ng/mL de PMA durante 48 horas.

Quando analisadas morfologicamente, as células THP-1 e U937 tratadas
apresentaram um claro aumento no tamanho e uma nitida aderéncia a placa. Além
disso, observamos também uma morfologia condizente com o fenétipo celular, de
células mais achatadas, de citoplasma abundante e irregular, rico em granulos e
presenca de prolongamentos citoplasmaticos. Estas caracteristicas ja foram descritas
por diversos autores (ZHOU et al., 2010; PARK et al., 2007). Essa morfologia dos
macréfagos estd associada a reducdo da razdo entre nacleo e citoplasma, devido a
um aumento no volume citoplasmatico, e ao acréscimo na granulosidade dessas
células, com o aumento do namero de organelas citoplasmaticas, como mitocondrias
e lisossomo (DAIGNEAULT et al., 2010). De fato, quando analisadas a area das

células THP-1 e U937 tratadas e nédo tratadas com PMA, foi observado um aumento
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significativo das células tratadas, demonstrando um perfil fenotipico diferenciado
(macréfagos). Os resultados foram principalmente relevantes na concentracdo de
estimulo de 20ng/mL de PMA, conforme descrito no capitulo 5 (resultados) do
presente trabalho. Esses dados corroboram os de Daigneault e colaboradores (2010),
gue demonstraram que o tratamento com PMA aumenta a aderéncia e o volume
citoplasmatico nas células em relacdo aos mondcitos nao tratados.

Células mononucleares fagociticas (fagocitos) sdo caracterizadas por alta
atividade fagocitica e sintese de compostos antimicrobianos, como espécies reativas
de oxigénio (ROS) e éxido nitrico (NO), necessarias para uma resposta inflamatoria
efetora (MILLS et al., 2000; SERBINA et al., 2008). Dentro desse grupo populacional,
mondcitos ativados e principalmente macrofagos M1 sdo importantes componentes
na producdo de NO e outros componentes pro-inflamatérios (MILLS et al., 2000;
ITALIANI; BORASCHI, 2014). Com as alteracdes morfolégicas ja confirmadas, a
producado de NO foi determinada a fim de ratificar a diferenciacdo dessas células bem
como escolher a concentracdo de estimulo necessaria para induzir a diferenciacao
celular viavel. Assim, determinamos a ativacdo das linhagens para um fendétipo
semelhante a macréfagos através da capacidade dessas células, apos estimulo com
PMA, de produzirem NO.

Os resultados obtidos indicaram que na concentracdo de 20ng/mL de PMA as
células THP-1 e U937 apresentaram aumento maior na quantidade de NO detectavel
(medido), quando comparado ao resultado obtido com outras concentragctes do PMA,
com diferenca significativa para o controle. Esse achado indicou que o estimulo por
PMA direcionaria o fenétipo celular dessas linhagens monociticas para um perfil pro-
inflamatério (reativo), normalmente desencadeado por fagécitos, em especial células
M1, visto que, de uma forma geral, essas células desempenham um importante papel
na resposta inflamatéria, tendo a producéo de NO como um importante mediador pro-
inflamatorio, de fungcdo ampla no sistema imunologico, e cuja sintese é regulada pela
disponibilidade de L-arginina, que serve como substrato para a oxido nitrico sintase
induzivel (iNOS) (NICHOLSON et al., 2001; XUE et al., 2018).

A imunofenotipagem tem como objetivo analisar e definir os diferentes subtipos
celulares, caracterizando, quantificando e categorizando as diversas populacoes
celulares presentes no organismo e suas amostras, para interesse clinico, laboratorial
e cientifico, analisando os diferentes antigenos, ou marcadores, presentes em cada

populacao celular estudada.
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A categorizacao de células imunoldgicas constitui um desafio em decorréncia
da grande plasticidade celular desse conjunto de células e na vasta variedade de
subpopulacdes celulares (ZIEGLER-HEITBROCK et al., 2010; ITALIANI; BORASCHI,
2014). Assim, um conjunto de marcadores tem sido definido para melhor estratificar
essas populacdes heterogéneas (ZIEGLER-HEITBROCK et al., 2010). A molécula de
CD11b, que compde a subunidade aM da integrina aMp2 (Mac-1, CD11b/CD18, CR3),
constitui um marcador ubiquo das células leucocitarias ativadas, notadamente
expressas em neutréfilos e mondcitos ativados e, mais especificamente, em
macrofagos, ligada, principalmente, a adesdo e migracdo dessas populacdes
celulares para os sitios de infeccdo e inflamacdo (SOLOVJOV; PLUSKOTA; PLOW,
2005; CUI et al., 2018; HERMIDA, 2007).

Assim, para melhor avaliarmos a ativacdo e diferenciacdo das células
monociticas THP-1 e U937 em macréfagos, bem como a citotoxicidade do indutor
utilizado, PMA, no processo de diferenciacdo, foram realizados experimentos com o
marcador de superficie CD11b e o intercalante de DNA, PI, para avaliar morte celular,
por citometria de fluxo.

De fato, foi observado que células THP-1 e U937 tratadas com PMA
apresentavam aumento na expressado do marcador (CD11b), condizente com o perfil
de ativacédo e diferenciagcdo em macrofagos. O aumento identificado nas células THP-
1 foi mais proeminente nas concentracdes de 20 ng/mL e 50 ng/mL de PMA, enquanto
que nas células U937, nas quais esse aumento se deu de forma homogénea entre as
diferentes concentracdes do indutor. Esses achados corroboram com o trabalho de
Spano, Barni e Sciola (2013), que avaliaram a expressao da integrina CD11b na
diferenciacdo das células THP-1 em macréfagos apés inducdo por diferentes
concentra¢gbes de PMA (6 nM, 30 nM e 60 nM) e observaram um aumento de células
positivas para CD11b concentracédo dependente. E, ainda, aos achados de Yamamoto
e colaboradores (2009), que observaram que células U937 diferenciadas em
macrofagos apresentavam um aumento na marcacéo de CD11b.

Dessa forma, os resultados do trabalho condizem com os achados que
demonstram que o tratamento de células monociticas THP-1 e U937 com PMA leva a
um fendtipo mais maduro, com uma menor taxa de proliferagdo (quiescéncia celular),
mudanca morfologica e maiores niveis de aderéncia, maior taxa de fagocitose e
modificacdo na expressao de marcadores celulares, como o aumento de CD11b
(ALDO et al., 2013; YAMAMOTO et al., 2009).
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Quando avaliada a viabilidade celular, em decorréncia da citotoxidade do
indutor de diferenciacéo, apos o tratamento com PMA, nas concentracées 10 ng/mL,
20 ng/mL e 50 ng/mL, foi observado que nas células THP-1 o tratamento com 50
ng/mL de PMA foi o que apresentou maior toxicidade (redugao da viabilidade celular)
as células, enquanto que nas células U937 ndo houve variacédo na viabilidade celular
entre os tratamentos. De fato, trabalhos demonstram que 0 aumento na concentracao
de PMA esta relacionado com um aumento na incidéncia de apoptose celular
(SPANO; BARNI; SCIOLA, 2013; FINSTAD et al., 1998).

Assim, diante dos resultados obtidos, foi observado que o protocolo de
tratamento com 20 ng/mL de PMA foi o que demonstrou maior eficiéncia na
diferenciacdo das linhagens monociticas para um fenétipo semelhante a macréfagos,
provavelmente M1, com alteracdo morfoldégica, aumento na producdo de NO,
modificacdo de marcadores celulares (CD11b) e boa taxa de viabilidade celular.

Células com o perfil M1 sdo importantes na resposta antiviral e muitos virus
sdo capazes de modular a diferenciacdo de macréfagos para diferentes perfis (SANG;
MILLER; BLECHA, 2015). Na dengue, foi proposto que o virus selvagem induz a
ativacdo de inflamossomas, assim levando a polarizacdo de macrofagos para um perfil
M1 através do aumento de GM-CSF (WU; CHEN; HSIEH, 2013). No caso do virus
vacinal ndo ha relatos sobre a atuacdo deste na polarizacdo de macrofagos ou ja em
macrofagos polarizados. No entanto, levando em consideragdo que o virus vacinal
deverd ativar uma resposta imunolégica e que a resposta imunoldgica inata, primeira
a ser ativada tanto na infec¢do natural quanto na vacinacao, ao nivel de macréfagos,
se iniciaria com a diferenciacéo deste em M1, conforme descrito em diversos trabalhos
(WANG; LIANG; ZEN, 2014; PATEL et al., 2017; YANG et al., 2020), nos pareceu
importante utilizar uma linhagem diferenciada em M1 para testar a suscetibilidade ao
virus vacinal e, entdo, prosseguir com a nossa proposta de avaliar a poténcia da
vacina em uma célula mais proxima ao que acontece dada a vacinagdo. Sendo assim,
0 protocolo foi estabelecido como padrdo para a realizagcdo dos experimentos de
infeccdo com a vacina tetravalente da dengue.

A fim de avaliar a presenca de infecgcdo da vacina tetravalente da dengue,
determinada a partir do ensaio definido pelo produtor (imunocolorimetria), em células
HEK293T, dTHP-1 e dU937, foram realizados ensaios preliminares utilizando
anticorpo monoclonal especifico para o virus da dengue sorotipo 2 (CYD-2), nas

diluicdes da vacina 10, 102 e 1025, nos tempos de um, trés e sete dias. A célula
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VERO foi utilizada como controle positivo e o ensaio de infeccdo por HEK293T, dTHP-
1 e dU937 foram executados precisamente nas mesmas condicoes.

A escolha pelo sorotipo 2 deu-se em decorréncia deste ter apresentado a
menor eficacia vacinal em individuos imunizados com a vacina tetravalente para
dengue durante os testes clinicos e populacionais realizados (HADINEGORO et al.,
2015). Dessa forma, ao ser analisado o “pior caso”, a hipétese de susceptibilidade das
linhagens celulares humana a vacina estaria sendo submetida a pior condic¢do, assim,
caso o resultado se mostrasse positivo, esperava-se que 0s demais sorotipos também
apresentassem positividade.

Contudo, nao foi possivel determinar a sensibilidade celular a infeccéo pela
vacina tetravalente CYD-TDV no tempo e nas concentracdes estudadas para as
células dTHP-1 e dU937. Além da capacidade analitica do ensaio, a auséncia de
infeccdo pode estar relacionada a atenuacado viral, 0 que leva a uma perda na
viruléncia dos virus vacinais, somada a maior resisténcia dessas células a infec¢des
pelo DENV (JIN et al., 2009; DIAMOND et al., 2000). Além disso, a diferenciagdo e
estimulo dessas células para um perfil semelhante a macrofagos 1 (M1) resultaria em
células com maior imunocompeténcia, com o0 aumento nas atividades fagociticas, vias
de sinalizacdo e resposta a antigenos (CHANPUT; MES; WICHERS, 2014). No
entanto, ainda seria interessante avaliar por um lado o sobrenadante das culturas
quanto as citocinas produzidas, bem como comparar a resposta dessas células em
tempos menores de incubacgdo, 24 horas ou menos, utilizando técnicas de detecc¢éo
mais sensiveis do que a imunocolorimetria, citometria, por exemplo, e comparar com
o0 virus selvagem. Mesmo descartando essas células para um ensaio de poténcia, uma
investigagdo sobre exatamente essa resisténcia poderia contribuir com uma
compreensao melhor da resposta inata envolvendo a vacina. Vale ressaltar que nao
foi possivel avaliar o comportamento dessas células em relacdo aos outros sorotipos
vacinais, o que seria também um ponto a ser testado.

Em relagdo as células HEK293T, os resultados demonstraram que essas
células sao sensiveis a infec¢ao pela vacina tetravalente contra dengue (Dengvaxia®)
nos tempos de trés e sete dias de incubagédo com as diluicdes testadas, sendo uma
candidata viavel para testes de determinacdo da poténcia e identidade de vacinas
tetravalentes da dengue. Para o tempo de um dia ndo foi observada a presenca de
infeccdo nas concentracdes de 101, 102 e 1025, inclusive para as células VERO,

apontando que o tempo de um dia seria insuficiente para o estabelecimento de
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infeccédo viral detectavel pelo método analitico utilizado, ensaio de imunocolorimetria
nessas duas linhagens.

Conforme definigéo, a determinag&o da poténcia de vacinas consiste em avaliar
a resposta do produto vacinal frente a um dado substrato biologico, a fim de estimar o
potencial da vacina em gerar o efeito final desejado (METZ et al., 2002). Para vacinas
atenuadas a poténcia € geralmente expressa em termos de unidades infecciosas
contidas em uma dose, conforme estabelecido nos estudos clinicos conduzidos
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2013). Segundo a OMS, para vacinas
tetravalentes contra a dengue a poténcia deve ser avaliada em termos de titulos
individuais de cada um dos quatro sorotipos em ensaios de titulacéo viral por plaque,
CCIDso ou imunofocus em cultura de células VERO ou outras células sensiveis
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2013).

Nesse contexto, a linhagem celular HEK293T mostrou-se sensivel a infec¢ao
pelos quatro sorotipos presentes na vacina Dengvaxia®, mesmo que, conforme o
esperado, com menor permissibilidade que a linhagem celular VERO. De fato, nossos
resultados apontam para a viabilidade de um modelo utilizando células HEK293T,
tendo sido possivel determinar a infeccdo da vacina em diferentes concentracdes
através de imunoensaio preconizado pelo produtor da vacina, com um comportamento
dose-dependente préximo ao das células VERO, recomendadas como modelo celular
padrdo. Nosso trabalho € o primeiro a demonstrar a infectividade de uma vacina
tetravalente contra a dengue nessa linhagem celular.

Diante desse comportamento, foi avaliada, entdo, a viabilidade de estimar a
poténcia utilizando esse modelo celular. Na comparacéo da poténcia geral da vacina
entre as células VERO e HEK293T nos tempos de trés e sete dias, observamos uma
diferenca significativa entre os resultados das duas células. Segundo os critérios do
produtor, a poténcia vacinal deve estar em torno de 4,5-6,0 logio CCIDso/dose, dessa
forma, apenas as células VERO atingiram os critérios. Apesar disso, o resultado
encontrado nado foi inesperado, visto que uma mudanca no substrato biologico
(VERO), que serviu para o desenvolvimento e padronizagéo da produgéo da vacina
tetravalente da dengue analisada (GUY et al., 2011), pode resultar numa mudanca
significativa nos critérios produtivos e valores obtidos, principalmente em decorréncia
da mudanca na sensibilidade do substrato a infecgéo viral (KUMAR et al., 2018).

Contudo, quando estratificados os valores de poténcia, para definicio em

relacdo a cada sorotipo, conforme recomendado pela OMS, os resultados obtidos
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nesse modelo, diferentemente do modelo utilizando células VERO, demonstraram
valores de poténcia bem distintos entre 0s sorotipos virais presentes na vacina, com
o prevalecimento do sorotipo 4 em relagdo aos demais, principalmente os sorotipos 1
e 3. Esses resultados se assemelham ao comportamento da vacina nos estudos de
imunogenicidade conduzidos, que apontaram para uma dominancia do sorotipo 4 em
relacdo aos demais (HENEIN et al., 2017; GUY, 2009).

Esses achados apontam para a necessidade no aprofundamento da
investigagcdo do uso dessa linhagem celular em modelos preditivos para avaliar o
comportamento de vacinas tetravalente contra a dengue, diante da possivel
capacidade do modelo em evidenciar diferencas entre as respostas de cada sorotipo
vacinal.

Dessa forma, devido & importancia em desenvolver vacinas contra a dengue
capazes de gerar uma resposta imunoldgica balanceada e eficaz contra os quatro
sorotipos virais, nosso trabalho aponta para a linhagem celular HEK293T como uma
promissora candidata no desenvolvimento de metodologias capazes de determinar a
poténcia e identidade de vacinas tetravalentes contra a dengue, de virus atenuados,
e capazes de observar, in vitro, diferencas entre as poténcias para cada sorotipo ao
longo das fases de desenvolvimento e controle da produc¢éo dessas vacinas.

O préximo passo e proposta desse trabalho foi a procura de um ensaio
alternativo de maior sensibilidade quando comparado com a imunocolorimetria. Isto
poderia ser muito importante quando consideramos linhagens celulares menos
permissiveis ao virus vacinal e por isso seu efeito sobre estas menos visiveis em um
ensaio colorimétrico. Por outro lado, o ensaio deveria ser também possivel com as
células padrao VERO, assim controlando uma possivel poténcia superestimada da
vacina.

A citometria de fluxo tem sido utilizada em diversas questbes técnico-
cientificas, entre estas para estudar a interacdo célula-virus e detectar, rapidamente,
células infectadas por particulas virais (KAO et al., 2001). Além disso, a técnica tem
sido utilizada para a avaliacdo da poténcia de vacinas virais, sendo possivel
determinar o titulo da infeccéo viral. De fato, essa técnica tem se mostrado como um
modelo mais rapido para estimar a poténcia dessas vacinas, com tempos médios
inferiores aos ensaios convencionais (LAMBETH et al., 2005). Dessa forma, a proxima
etapa do trabalho foi avaliar a infectividade das células VERO, dTHP-1, dU937 e

HEK293T por citometria de fluxo, apds trés e sete dias de incubagcdo com o virus
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vacinal, para avaliacdo da viabilidade da técnica no estudo de poténcia de vacinas
tetravalentes contra a dengue.

Nossos resultados em células VERO demonstraram ser possivel evidenciar a
infeccdo, nos tempos estudados, pelo virus vacinal utilizando a técnica de citometria
de fluxo, com uma evidente deteccdo da presenca de particulas virais na amostra
celular. Além disso, os resultados obtidos com a técnica de citometria de fluxo
assemelham-se aos encontrados nos ensaios com a metodologia do produtor, que
evidenciam uma maior susceptibilidade da linhagem VERO com relacdo as demais.

Novamente, esses resultados corroboram com o descrito na literatura que
demonstra que células VERO sao altamente suscetiveis a infec¢do pelo virus da
dengue e configuram como primeira escolha em ensaios biologicos para avaliagdo de
critérios de qualidade vacinal (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2006). Dessa
forma, foi possivel inferir a viabilidade da metodologia de citometria de fluxo na analise
da infeccéo vacinal de vacinas contra a dengue. De fato, Von Sydow e colaboradores
(2000), em estudo utilizando cepas selvagens de DENV, quantificaram, por citometria
de fluxo, a taxa de infeccdo do DENV-1 (cepa 16001) e DENV-2 (cepa 16681) em
células C6/36 e células VERO e observaram correlacéo entre a concentracao viral e
0 numero de células infectadas com virus (VON SYDOW et al., 2000).

Quanto ao comportamento das linhagens humanas, todas apresentaram niveis
de infeccdo menores, e, ainda, foram observados dois fendmenos, com um
comportamento da linhagem dTHP-1 distinto das demais (dU937 e HEK293T). Em
relacdo a linhagem dTHP-1, ao avaliar as razbes da MIF, as células mostraram-se
mais resistentes a infeccéo pelo virus vacinal quando comparadas as demais células
utilizadas, tanto para trés quanto para sete dias de exposi¢cdo. Esses resultados
demonstram o j& relatado em outros estudos que observaram uma menor
susceptibilidade da linhagem a infec¢éo pelo virus da dengue (DIAMOND et al., 2000;
TASSANEETRITHEP et al., 2003).

Quando avaliadas as respostas celulares, pela razdo da MIF, nos tempos de
trés e sete dias, foi observado um aumento na infeccdo dessas células quando
expostas por sete dias a vacina contra a dengue, com uma reversao do perfil de
resisténcia inicial (trés dias) a infec¢édo. Esse fenébmeno, de reversdo ou atenuacao da
resisténcia celular, pode estar ligado as moléculas presentes no virus da dengue e em
outros flavivirus, que promovem mecanismos de viruléncia, como escape de resposta

imunoldgica e celular. Em estudo conduzido por Laurent-Rolle e colaboradores (2014),
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foi observado que a proteina NS5 da cepa vacinal YFV-17D é capaz de reduzir a
resposta celular antiviral através da inibicdo da proteina STAT2, num mecanismo
dependente da sinalizagdo por IFN do tipo I. Além disso, outros trabalhos
demonstraram que a proteina STAT2 € alvo de inibi¢cdo pela proteina NS5 de outros
membros do género Flavivirus, como o DENV (ASHOUR et al., 2009; JONES et al.,
2005). Nesse contexto, frente a uma resposta celular inicial a infec¢cdo pelo virus
vacinal quimérico, constituido pelas proteinas nao estruturais (NS) da cepa YFV-17D,
pode ter ocorrido uma selecédo da via de escape/ inibicdo da resposta antiviral em
decorréncia da alta de sinalizacéo por IFN-I.

Ja quanto as células dU937 e HEK293T, ficou evidenciado a suscetibilidade
dessas células ao virus da dengue, ao longo dos tempos de trés e sete dias de
exposi¢cdo, com um aumento na razao da MIF, embora discreto quando comparado
ao observado nas células VERO. Nossos resultados corroboram com o trabalho de
Diamond e colaboradores (2000) que observaram, por citometria de fluxo, a infeccéo
de células U937, diferenciadas em macréfagos, pelo DENV-2 e com os achados de
Jitoboam e colaboradores (2016) que demostraram a infeccao de células HEK293T
pelo DENV-2 e DENV-4. Além disso, em trabalho recente de Yakass, Franco e Quaye
(2020) foi demonstrado que os IFN-a/B inibem a infeccao por diferentes flavivirus e o
IFN-a limita a replicacdo do DENV em macréfagos, o que pode justificar uma menor
infeccdo dessas células quando comparadas as células VERO, o que aponta para
necessidade de mensurar essa citocina em nosso modelo. Ainda, no mesmo trabalho
foi observado que as células HEK293T foram suscetiveis ao virus vacinal da febre
amarela (YFV-17D).

Por fim, realizamos a confirmacao da infectividade viral nas células VERO,
HEK293T, dTHP-1 e U937 através do ensaio de imunofluorescéncia por microscopia
confocal no tempo de sete dias. Foi observada a presenca de particulas virais no
citoplasma tanto nas células VERO quanto nas células HEK293T. Além disso, a
distribuicdo dessas particulas concentrou-se majoritariamente em regiao perinuclear,
uma caracteristica comum as células infectadas com o DENV (CERVANTES-
SALAZAR et al., 2015.). J& as células dTHP-1 e dU937 ndo apresentaram marcacao
pelo anticorpo 4G2 no tempo de sete dias.

Esses achados corroboram com as outras metodologias utilizadas que
demonstraram que essas duas linhagens (HEK293T e VERO) sao sensiveis a

infec¢@o ao virus vacinal. Além disso, trabalho de Jaratsittisin e colaboradores (2020)
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demonstrou que as células HEK293T sdo suscetiveis a infeccdo pelo DENV e
amplamente utilizadas em estudos de DENV.

Propusemos também, no presente trabalho, avaliar a possibilidade de
desenvolver um ensaio de poténcia utilizando a metodologia de citometria de fluxo.
Para isso, priorizamos a infeccéo e elaboracdo de um modelo com células VERO, em
decorréncia dos resultados de infectividade definida por citometria de fluxo, e pela
linhagem configurar como primeira escolha para elaboragdo de ensaios bioldgicos
para avaliar critérios de qualidade vacinal (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2006). Além disso, a escolha inicial por células VERO também ocorreu pela facilidade
em comparar a metodologia a ser testada (citometria de fluxo) com a metodologia
tradicional (do produtor).

Dessa forma, as células VERO foram infectadas com a vacina tetravalente da
dengue seguindo as mesmas concentracdes utilizadas no ensaio de
imunocolorimetria. Observamos que, em semelhanca com o0 ensaio de
imunocolorimetria, foi possivel determinar, com a técnica de citometria de fluxo, a
infeccdo pelo virus vacinal, com um comportamento dose-dependente, tanto para trés
guanto para sete dias de incubacdo com a vacina. Além disso, as curvas obtidas
demonstraram linearidade entre os valores encontrados nas diferentes diluices
experimentais e indicaram uma forte relacdo linear entre as variaveis, sendo possivel
delimitar uma curva dose-resposta para a vacina contra dengue em células VERO, a
partir de ensaio de citometria de fluxo. Esses resultados se assemelham aos obtidos
por Lambeth e colaboradores (2005) que compararam o ensaio baseado em citometria
de fluxo para titulacdo do DENV utilizando o anticorpo 4G2 para marcacao intracelular
com o ensaio de placa (método padrdo), com diferentes diluicbes do virus e
observaram uma relagéo linear entre os ensaios, indicando que os dois ensaios foram
semelhantes em determinar a infectividade do virus em uma amostra. Em outro
trabalho, visando determinar o pico de viremia em amostras obtidas de pacientes de
FD, a citometria de fluxo foi empregada com sucesso como técnica quantitativa (PAES
et al., 2005).

Na comparac¢do das poténcias da vacina tetravalente da dengue obtidas tanto
na metodologia de citometria de fluxo quanto na de imunocolorimetria utilizando
células VERO, os resultados obtidos, principalmente no tempo de trés dias, foram
semelhantes nas duas metodologias, sugerindo a viabilidade da utilizacdo do ensaio

de citometria de fluxo. Esses resultados corroboram com o trabalho ja mencionado de
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Lambeth e colaboradores (2005). Ja no tempo de sete dias, houve um aumento
significativo na poténcia estimada pela metodologia de citometria de fluxo quando
comparada aos valores do método de imunocolorimetria. Esse resultado pode estar
relacionado as diferencas nas metodologias, principalmente no anticorpo utilizado
para a deteccdo das particulas virais. Além disso, embora os resultados para
citometria de fluxo tenham sido normalizados, a quantificacdo individual de células,
decorrente do método, pode resultar num aumento dos valores obtidos, enquanto a
metodologia de imunocolorimetria utiliza-se de critério semi-quantitativo, com a
contagem do numero de pocos positivos independente de células marcadas. Assim,
os resultados obtidos por citometria de fluxo apresentariam maior sensibilidade que o
definido em ensaio imunocolorimétrico. Por fim, quando comparadas as poténcias
médias das duas metodologias entre os tempos estudados, observamos que nao
houve diferenca significativa nos valores obtidos.

Dessa forma, diante dos resultados encontrados, o ensaio de citometria de
fluxo, especialmente no tempo de trés dias, parece configurar-se como um método
alternativo na determinacdo da poténcia da vacina tetravalente da dengue,
ressaltando a capacidade de utilizacdo dessa metodologia, rapida e sensivel, na
qguantificacdo de virus e determinacdo da infeccdo celular por particulas virais. A
rapidez e eficiéncia da citometria de fluxo em medir particulas virais também foi
observada por outros grupos de pesquisa (HO et al.,, 2001, KAO et al.,, 2001;
DIAMOND et al. 2000).
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7 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos no presente trabalho pode-se concluir que:

e O protocolo de diferenciagao utilizando 20 ng/mL de PMA demonstrou maior
eficiéncia na diferenciagdo das linhagens celulares THP-1 e U937 em macrdéfagos,
evidenciada por fatores morfolégicos, metabdlicos e imunofenotipicos;

e A linhagem celular HEK293T mostrou-se permissiva a infeccdo com a vacina
tetravalente da dengue (Dengvaxia®), enquanto que em células dTHP-1 e dU937
nao foi possivel detectar infec¢céo pelo virus vacinal, em ensaios imunocolorimétricos
conforme preconizado pelo produtor da vacina;

e Pelo método de imunocolorimetria, foi definida a curva de diluicdo da célula

HEK293T, com isso foi determinada a poténcia e a identidade de cada sorotipo

presente na vacina tetravalente da dengue nos tempos de trés e sete dias;

e Ademais, a linhagem celular HEK293T mostrou-se sensivel as diferencas entre os

sorotipos presentes na vacina, com uma dominancia do sorotipo 4 sobre os demais,

fato ndo evidenciado no ensaio padrao;

¢ Os resultados obtidos nas células HEK23T apresentaram estabilidade nos valores

estimados ao longo do tempo, com estimativas proximas de poténcia vacinal para trés

e sete dias de incubacdo. Esse conjunto de achados apontou a linhagem celular

HEK293T como uma candidata promissora para o desenvolvimento de metodologias

analiticas no estudo, desenvolvimento e controle da qualidade de vacinas tetravalente

contra a dengue,

¢ A metodologia de citometria de fluxo foi viavel para a analise da infeccéo viral,

mediante exposicdo a vacina tetravalente, de células HEK293T, dTHP-1, dU937 e

VERO nos tempos de trés e sete dias;

e Além disso, a viabilidade do método de citometria de fluxo foi confirmada pela

presenca de particulas virais nas células infectadas, a partir da exposi¢ao de sete dias,

com o virus vacinal, por ensaio de imunofluoréscencia por microscopia confocal com

0 anticorpo 4G2;

e Por fim, na comparacao entre a metodologia de citometria de fluxo proposta e o

ensaio padrao definido pelo produtor, tendo como objetivo determinar a poténcia da

vacina tetravalente da dengue, evidenciou-se que o método de citometria de fluxo é
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viavel para a definicho da poténcia dessas vacinas, colocando-o como uma

metodologia alternativa nos ensaios de infeccdo com o virus vacinal.

Em suma, os achados do presente estudo sugerem que: a linhagem celular
humana HEK293T é uma candidata em potencial para utilizacdo na determinacao da
poténcia e identidade de vacinas tetravalentes contra a dengue, sendo, ainda, capaz
de detectar diferencas entre os sorotipos, caracteristica a ser considerada na
avaliacdo de uma vacina tetravalente contra a dengue, cujos anticorpos néo
neutralizantes podem induzir ao agravamento da doenca; e a metodologia de
avaliacdo por citometria de fluxo mostrou-se uma alternativa viavel ao ensaio
imunocolorimétrico, com semelhanca ao método padrdo, sendo, contudo, mais rapida

e precisa.
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8 QUESTOES EM ABERTO E PERSPECTIVAS

Durante e ao final desse trabalho de pesquisa, surgiram questées que nao
puderam ser abordadas aqui, mas que contribuiriam, ao nosso entender,
enormemente a nossa pesquisa. Sendo assim, baseados nessas perguntas em aberto
colocamos as seguintes perspectivas:

Visto que a concentracdo capaz de infectar células HEK293T e a poténcia
determinada difere em alguns logioCClDso/dose da poténcia estimada em células
VERO, seria necessario determinar uma faixa de poténcia especifica para HEK293T?
e Determinar faixa de poténcia para a metodologia de imunocolorimetria com a célula
HEK293T,;

O fato de as células HEK293T serem menos suscetiveis ao virus vacinal
quando comparadas a VERO poderia ser explicado pela diferenca na resposta

antiviral dessas células?

¢ Avaliar resposta imune celular através da dosagem de citocinas em sobrenadantes
de cultura, andlise de efetores antivirais por citometria e gPCR de genes responsivos

ao Interferon tipo 1 (ISRE);

As células VERO néo apresentam receptor Fc, ja as células HEK293T sim.
Seriam os anticorpos neutralizantes gerados pela vacinacao também neutralizantes
qguando testados em células HEK293T e em outras linhagens?

e Determinar a neutralizagdo para cada sorotipo por anticorpos monoclonais

especificos em uma ou mais linhagens;

Visando compreender a diferenca na infectividade dos sorotipos vacinais, a
infectividade do virus vacinal em células primarias humanas poderia ser comparada
com a infectividade obtida nas linhagens de células aqui estudadas?
¢ Avaliar a infectividade em células primarias humanas (como, por exemplo, PBMC ou

hepatdcitos).
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ANEXO A — MEDIDA DA AREA CITOPLASMATICA DAS CELULAS THP-1 E
U937 TRATADAS E NAO TRATADAS COM PMA

dTHP-1 THP-1

U937

Figura representativa com marcacdo em vermelho da area utilizada para quantificacdo das células,
mondacitos ndo tratados (THP-1 e U937) e tratados com PMA (dTHP-1 e dU937) na concentracdo de
20 ng/mL por 48h. Imagens representativas obtidas com microscopio Olympus, aumentos de 100X para
mondcitos THP-1 e U937 e U937 tratados com PMA e de 40 X para THP-1 tratados com PMA.

Fonte: (A autora, 2021).
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ANEXO B — INFECCAO COM O SOROTIPO 2 DO VIRUS VACINAL DA DENGUE,
NA DILUICAO 1026, EM CELULAS HEK293T, dTHP-1, dU937 E VERO POR
IMUNOCOLORIMETRIA

Diluigdo 102
7 DIAS

3 DIAS

CONTROLE

VERO

HEK293T__

Legenda: Células VERO, HEK293T, dTHP-1 e dU937 infectadas com o virus vacinal da dengue para o
sorotipo 2 na diluicdo 1028 durante trés e sete dias de incubagéo, por imunocolorimetria. Células VERO
controle (A), células HEK293T controle (D), células dTHP-1 controle (G) e células U937 controle (J).
Infeccao viral no tempo de 3 dias para as células VERO (B), células HEK293T (E), células dTHP-1 (H)
e dU937 (K); para 7 dias células VERO (C), células HEK293T (F), células dTHP-1 (I) e dU937 (L)
coradas com mAb anti-DENV-2. Setas vermelhas indicam infeccdo viral. Imagens representativas
obtidas no microscopio Olympus com ampliacdo de 100X.

Fonte: (A autora, 2021).



