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RESUMO

A aplicacdo de técnicas rapidas capazes de gerar resultados que atendam aos critérios de
especificidade, sensibilidade, precisdo e exatiddo preconizados pelas agéncias
regulamentadoras de salde publica é um dos desafios enfrentados pelas industrias
biofarmacéuticas durante o processo de desenvolvimento de imunobioldgicos.
Considerando a significativa prevaléncia do virus Chikungunya no Brasil, o
desenvolvimento de uma vacina contra este patdgeno seria uma das medidas de saude
publica mais apropriadas para a prevencao da doenca causada pelo virus. Ao longo do
desenvolvimento de vacinas virais sdo necessarios diversos estudos de monitoramento da
poténcia vacinal, os quais sao realizados, principalmente, por meio de técnicas baseadas
em culturade células. Estas demandam um longo tempo de execucdo e apresentam diversas
fontes de variagéo entre os ensaios realizados. Por isso, abordagens moleculares tém sido
desenvolvidas e empregadas nas etapas de desenvolvimento, producdo e controle de
qualidade de vacinas, reduzindo o tempo de execucdo e analise e as variagcbes nos
resultados. Neste contexto, o estudo aqui apresentado objetivou padronizar métodos de
propagacdo e quantificacdo do virus Chikungunya, visando avaliar seu potencial
replicativo, e validar da metodologia de reagédo em cadeia da polimerase quantitativa em
tempo real (RT-qPCR), capaz de identificar e quantificar o virus Chikungunya de maneira
rapida, especifica e sensivel. Uma amostra do virus utilizado no estudo foi submetida ao
sequenciamento e alinhamento genético para identificacdo da linhagem. Além disso, a
carga viral presente no sobrenadante de culturas de células Vero infectadas com MOI
(multiplicidade de infec¢do) 0,01 foi titulada e comparada entre as técnicas de RT-gPCR e
ensaio de plaque. O sequenciamento e alinhamento do virus revelaram que 99% da
sequéncia apresentou 99,97% de similaridade com a linhagem ECSA. A cinética de
replicacdo demonstrou que, em menos de 24h de infeccdo, o virus Chikungunya é capaz de
gerar elevados titulos virais. A presencga de contaminacgdes e de deteccBes inespecificas
para o virus, diluido em soro humano negativo, foram avaliadas pelos parametros de
eficiéncia de extracdo de acidos nucleicos (método semiautomatico) e especificidade
analitica/seletividade, demonstrando-se aceitaveis de acordo com o0s critérios
predeterminados para 0s ensaios. A curva de calibracdo da RT-gPCR apresentou-se
reprodutivel, gerando resultados satisfatorios com relacdo a eficiéncia média de
amplificacdo (101,15%) do método e ao estabelecimento da faixa linear (entre 2 Log1o € 7
Logip) e dos seus limites inferior e superior (55,64 e 17.971.526 copias/pL,
respectivamente). Ja os pardmetros de precisdo e exatiddo ndo revelaram resultados
homogéneos quanto a variabilidade e a dispersdo dos dados, ndo sendo estabelecido o
limite de quantificacdo do método. Por fim, a sensibilidade analitica/limite de detec¢&o foi
determinada em torno de 3,125 copias/puL. Mesmo apés diluicdo do virus em outras
matrizes (meio de cultura 199 Earle e PBS) e sua extracao por uma metodologia alternativa
(coluna de silica), a variagdo na matriz de diluicdo ndo evidenciou mudancas no perfil dos
resultados obtidos. Apesar disso, a técnica de RT-gPCR apresentou-se como uma
metodologia robusta para a quantificacdo de carga viral, permitindo sua aplicacdo no
estudo, desenvolvimento e controle de qualidade de uma vacina contra o virus
Chikungunya.

Palavras-chave: Padronizacdo. Validacdo. RT-qPCR. Virus Chikungunya. Vacinas virais.



ABSTRACT

The application of rapid techniques able to provide results in attendance to the specificity,
sensitivity, precision and accuracy criteria recommended by public health regulatory
agencies is one of the several challenges faced by biopharmaceutical industries during the
development process of immunobiologicals. Considering the significant prevalence of the
Chikungunya virus in Brazil, the development of a vaccine against this pathogen would be
the most appropriate public health measure to prevent the disease caused by the virus.
Throughout the development of viral vaccines several studies for monitoring vaccine’s
potency are necessary which are accomplished mainly by culture cell-based techniques.
These studies demand a long execution time and present variations from different sources
between the assays. Therefore, molecular approaches have been developed and applied
during the phases of vaccine development, production and quality control, reducing the
execution and analysis time and variations in the results. In this context, the present study
aimed to standardize propagation and quantification methods of Chikungunya virus, in
order to evaluate its replicative potential, and validate the quantitative reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-gPCR) technique, which can identify and quantify
Chikungunya virus in a fast, specific and sensitive manner. A virus sample was submitted
to genetic sequencing and alignment to determinate which lineage it belongs to. Besides
that, the viral load in the infected Vero cells culture supernatant with MOI (multiplicity of
infection) 0.01 was titrated and compared between RT-gPCR and plaque assay techniques.
The virus sequencing and alignment revealed that 99% of the analyzed sequence presented
99.97% of similarity with the ECSA lineage. The replication kinetic demonstrated that, less
than 24h after the infection, Chikungunya virus was able to generate high viral titers. Thus,
the presence of contaminants and unspecific detections of the virus diluted in human
negative serum were evaluated by the extraction efficiency of nucleic acids (semiautomatic
method) and analytic specificity/selectivity which demonstrated to be acceptable according
to the predetermined criteria for the assays. The RT-gPCR calibration curve was
reproducible, generating satisfactory results related to the average amplification efficiency
(101.15%) and to the establishment of linear range (between 2 Log1o and 7 Logio) and its
minor and higher limits (55.64 and 17,971,526 copies/L, respectively). The precisionand
accuracy parameters did not reveal homogeneous results regarding to the data variability
and dispersion. As a result, it was not possible to establish the method quantification limit.
Lastly, the analytic sensibility/limit of detection was determined around 3.125 copies/pL.
Even after dilution in other matrices (Earle 199 culture medium and PBS) and its extraction
by an alternative methodology (silica column), the dilution matrix variation did not
revealed changes in the profile of the results obtained. Despite that, the RT-gPCR technique
was presented as a robust methodology of viral load quantification which allows its
applicationinthe study, development and quality control of a vaccine against Chikungunya
virus.

Keywords: Standardization. VValidation. RT-gPCR. Chikungunya virus. Viral vacines.
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1 INTRODUCAO

Doencas virais causadas por arbovirus emergentes e reemergentes representam um
grande problema sanitario no Brasil, sendo o virus Chikungunya (CHIKV) o responsavel por
sérios agravos a saude dos pacientes infectados. Pertencente ao género Alphavirus, o CHIKV
esta distribuido por todo 0 mundo provocando a Chikungunya (CHIK), doenca autolimitante
de manifestacGes agudae cronica, que atinge milhares de pessoas, impactando na qualidade de
vida daqueles que por ela sdo acometidos (SCHWARTZ; ALBERT, 2010; WEAVER,
LECUIT, 2015).

Um alvo bastante almejado, com relacdo as doencas virais, como a CHIK, é o
desenvolvimento de um imunobioldgico que seja capaz de prevenir o desenvolvimento da
doenga, como, por exemplo, uma vacina. Entretanto, o caminho percorrido até a
disponibilizacdo de uma vacina licenciada e potencialmente eficaz apresenta diversas etapas
onde se faz necessario 0 monitoramento da carga viral presente em cada uma das fases de
estudo, conforme exigido pelas agéncias regulamentadoras.

As abordagens mais empregadas para 0 acompanhamento da carga viral presente em
uma vacina sdo 0s ensaios baseados em culturas de células, dos quais podem ser citados 0s
ensaios de plaque e de dose infectante em 50% da culturade tecidos (TCIDsg). Embora, sejam
0os métodos de utilizacdo mais frequente, estes apresentam algumas limitacbes quanto a
sensibilidade de detecgdo, como ocorre para 0s virus incapazes de gerar efeitos citopaticos
(CPE) em culturae sdo propensas a recorrentes contaminacdes. Além disso, essas técnicas sao
extremamente laboriosas e, na maioria das vezes, apresentam baixa reprodutibilidade.

Neste cenario, a aplicacdo de técnicas moleculares tem ganhado espago nas Ultimas
décadas. Uma delas é a reacdo em cadeia da polimerase de transcricao reversa quantitativa (RT-
gPCR), técnica rapida, sensivel, reprodutivel e capaz de reduzir os riscos de contaminacao
cruzada, que tem sido utilizada para a deteccdo e quantificacdo de material genético viral
(MACKAY; ARDEN; NITSCHE, 2002). Esta abordagem, por sua vez, ja foi empregada para
a avaliacdo da poténcia de diferentes tipos vacinas para virus variados (FERNANDES-
MONTEIRO et al., 2015; MAHAJAN et al., 2008; RANHEIM et al., 2006; SCHALK et al.,
2004; SCHALK; DE VRIES; JONGEN, 2005).

Apesar de ser uma técnica que apresenta diversas vantagens, seus resultados devem ser
comprovadamente acurados. Sendo assim, sua padronizacdo e validacdo devem ser
comprovados, conforme as recomendacdes dos 6rgdos responsaveis, para a constatar a

qualidade do imunobioldgico produzido. Entédo, a fim de avaliar a eficiéncia do método de RT-
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gPCR para a quantificacdo viral e sua aplicacdo em projetos direcionados ao desenvolvimento
de vacinas contra CHIKV, este foi submetido aos ensaios de padronizacdo exigidos com o
objetivo de estabelecer a validacdo do método e seus resultados de quantificacdo do RNA viral

foram comparados a quantificacdo obtida por meio do ensaio de plaque.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1  Virus Chikungunya

O virus Chikungunya (CHIKV) é um arbovirus (do inglés, “ar” = arthropod, “bo” =
borne) reemergente, transmitido por mosquitos do género Aedes (WEAVER, 2006). E o agente
etiologico da doenca conhecida como Chikungunya (CHIK) (TAUBITZ et al., 2007),
descoberto em 1952 e isolado pela primeira vez a partir do soro de um paciente infectado
durante um surto ocorrido na provincia de Tanganyika, atual Tanzania, no ano de 1953
(LUMSDEN, 1955; ROSS, 1956).

Derivada da lingua Makonde, falada no sul da Tanzénia, a palavra “chikungunya”
significa “aquilo que se dobra; aquilo que se curva” e, pelo fato de individuos acometidos pela
doenga apresentarem a postura curvada ao andar devido a intensas dores articulares, a doenca
foi assim nomeada (ROBINSON, 1955).

Devido a falta de tratamento eficiente e de uma vacina licenciada capaz de prevenir a
infeccdo por CHIKV, estatem se tornado uma epidemiae um sério problemade salde publica,
representando uma ameaca a salude humana e veterinaria devido a sua ampla distribuicéo
(COFFEY; FAILLOUX; WEAVER, 2014; WEAVER etal., 2012).

2.1.1 Estrutura, genoma e ciclo replicativo

O CHIKV pertence ao género Alphavirus, familia Togaviridae e ao complexo
antigénico Semliki Forest virus (SFV), um dos sete diferentes complexos antigénicos, no qual
também estdo contidos os virus O’Nyong Nyong (ONNV), Mayaro (MAYV), Barmah Forest
(BFV) e Ross River (RRV) (CAGLIOTI etal., 2013; ICTV, 2018; LWANDE et al., 2015).

Os virions apresentam cerca de 70 nm de didmetro, sendo formados por um envelope
viral, fortemente associadoaum nucleocapsideo de simetriaicosaédrica e constituidos por 240
unidades de heterodimeros triméricos de duas glicoproteinas transmembranares (E1 e E2), que
se organizam na forma de espiculas (KUHN, 2013; VOSS et al., 2010); pelo capsideo viral,
originado por parte da bicamada lipidica da membrana celular (MC); e por uma Gnica molécula
de RNA mensageiro (RNAm) de polaridade positiva, que corresponde ao genoma viral (TANG
etal., 2011).

Seu genoma é constituido por aproximadamente 12 kb de tamanho, apresentando duas

regides de leituraaberta 5’ e 3’, mais conhecidas como ORFs (do inglés, open reading frames),
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separadas por juncdes ndo codificantes ou regides ndo traduziveis. Nessas regides sdo
encontradas uma regido capeada (Cap) 7-metilguanosina (extremidade 5°) e uma cauda
poliadeniladaou poli-A (extremidade 3”) (KHAN et al., 2002; SOLIGNAT et al., 2009).

As proteinas localizadas na ORF 3’ do genoma viral sdo responsaveis pela traducao do
RNA subgenémico (RNAsg) ou 26S, ou seja, responsaveis pela traducdo das 6 proteinas
estruturais (sPs) do virus (KUHN, 2013), representadas pelas proteinas do capsideo (C) e do
envelope viral (E1, E2, E3, TF e 6K), que correspondem a 1244 aminoacidos do genoma viral.
Ja as proteinas presentes na ORF 5’ compdem a maquinaria viral, realizando a tradugdo do
RNA gendmico (RNAg) ou 49S, responsaveis pela tradugdo de 4 proteinas ndo estruturais
(nsPs): nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4, representadas por 2474 aminodacidos (Figura 1) (FIRTH etal.,
2008; KHAN etal., 2002; KUHN, 2013; LEUNG; NG; CHU, 2011; POWERS; LOGUE, 2007;
SNYDER etal., 2013; SOLIGNAT et al., 2009; STRAUSS; STRAUSS, 1994).

As sPs E1 e E2 constituidas, respectivamente, por 435 e 423 residuos de aminoacidos
(KHAN etal., 2002; WEGER-LUCARELLI etal., 2015) correspondem aos principais epitopos
virais, sendo considerados alvos da resposta imune humoral de um hospedeiro e da acéo
antiviral de vacinas (revisado em POWERS, 2018). Enquanto a glicoproteina E2 tem como
funcdo promover a adesdo dos virions aos receptores presentes na MC, a E1 encarrega-se de
realizar a fusdo entre as membranas da célula hospedeira e do virion, permitindo, assim, a
invasao celular (VOSS et al., 2010). E3 e formada por 61 residuos de aminoacidos necessarios
para a translocacdo da poliproteina E3-E2-6K-E1 ou E3-E2-TF para dentro do reticulo
endoplasmatico, resultando na formacdo das espiculas virais (SNYDER; SOKOLOSKI,
MUKHOPADHYAY, 2012).

A proteina 6K corresponde a um canal catibnico que promove o aumento da
permeabilidade celular, permitindo a passagem de cations monovalentes e das particulas virais
para o interior da célula durante a infeccdo (MELTON et al., 2002). Além disso, 6K e E3 atuam
como peptideos precursores das proteinas E1 e E2, e encontram-se em poucas unidades nas
particulas virais maduras, assim como a proteina TF (GAEDIGK-NITSCHKO;
SCHLESINGER, 1990; JOSE; SNYDER; KUHN, 2009; LUSA; GAROFF; LIUESTROM,
1991; SNYDER et al., 2013). Esta ultima é formada a partir da extenséo da proteina 6K, onde
ambas compartilham entre si a regido N-terminal do genoma viral, apresentando diferentes
extremidades C-terminais (FIRTH et al., 2008). Sua atividade é similar & de 6K, sendo
importante para a montagem e liberacdo dos virions (SNYDER et al., 2013), bem como para a
patogénese (TAYLOR etal., 2016).
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A proteina nsP1 € uma enzima que apresenta atividades metiltransferase (MTase) e
guanililtransferase (GTase), atuando, respectivamente, na metilagcdo e no capeamento dos novos
RNAg e RNAsg sintetizados (CROSS, 1983; LAAKKONEN et al., 1994). Sua acdo GTase é
essencial para a traducdo do RNAm, prevenindo sua degradacdo por meio de exonucleases
(AHOLA etal., 1999; LAAKKONEN; AHOLA; KAARIAINEN, 1996; LAMPIO etal., 2000).

Diferentemente a nsP1, a proteina nsP2 apresenta variadas atividades enzimaticas e
funcionalidades. Sua regido N-terminal contém um dominio helicase (GORBALENYA et al.,
1984) sustentado, energeticamente, por sua outra funcdo de nucleosideo-trifosfatase (NTPase)
(KARPE; AHER; LOLE, 2011; RIKKONEN; PERANEN; KAARIAINEN, 1994), enquanto a
regiao C-terminal apresenta uma cisteina protease do tipo papaina altamente regulada, que cliva
a poliproteina por meio do reconhecimento de suas regides conservadas (LULLA et al., 2006;
RAMAKRISHNAN etal., 2017; VASILJEVA et al., 2003). Além disso, esta proteinatem sido
descritacomo fator de virulénciaresponsavel pelo desligamento dos processos de transcri¢ao e
traducdo das células hospedeiras e da inibicdo da resposta antiviral mediada por interferon
(IFN), o que contribui para o controle da maquinaria de traducdo pelos elementos virais
(BHALLA etal., 2016; BREAKWELL et al., 2007).

O papel da proteina nsP3 ainda ndo foi bem descrito, mas sabe-se que esta apresentatrés
dominios ja conhecidos: 0 macrodominio N-terminal de atividade fosfatase e de ligagcdo a acido
nucleico, o dominio unico de alfavirus (AUD, do inglés, alphavirus unique domain) e o dominio
hipervariavel C-terminal (MALET et al., 2009). J& foi demonstrado que o dominio
hipervaridvel, quando mantido em delecdo em SFV, promove uma redugdo da patogenicidade
deste virus (TUITTILA et al., 2000).

Por fim, a nsP4 corresponde a proteina mais conservada em alfavirus (FORRESTER et
al., 2012; WESTON et al., 2002), pois é uma polimerase RNA-dependente que participa da
replicacdo do RNAg por meio do RNA de polaridade negativa e da transcricdo do RNAsg
(RUBACH etal., 2009).

Devido ao fato de apresentar amplo tropismo, o CHIKV € capaz de se replicar em
variadas linhagens celulares de vertebrados e invertebrados (GAY et al., 2012; OZDEN et al.,
2007; SALVADOR etal., 2009; SOURISSEAU et al., 2007). Sua replicacdo € iniciadaa partir
da interacdo da proteina E2 do envelope virala MC (Figura2 (i)), onde, em seguida, a particula
viral é internalizada por meio do processo de endocitose mediado por clatrina (BERNARD et
al., 2010; LEE et al., 2013; SOURISSEAU et al., 2007; VAN DUIJL-RICHTER et al., 2015)

(Figura 2 (ii)). Alguns receptores celulares, como, por exemplo, heparan sulfato, lamininas,
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integrinas (KUHN, 2013) e, mais recentemente descrita, proibitina (WINTACHAI etal., 2012),

sdo importantes mediadores deste processo.

Figura 1 —Organizacao gendmica do virus Chikungunya

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Kb
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5 Poli-A &
535aa 798aa 530aa 611aa 261aal 423aa 435aa
E3 6K
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Ividade helicase o
Sintese do RNA e protease 2intese do RNA dependente de RNA

Proteina do envelope

Na figura estdo sendo demonstradas as proteinas estruturais e néo estruturais componentes do genoma viral, suas
respectivas funcdes, o tamanho de cada umaem nimero de aminoécidos e sua disposi¢ao quanto as extremidades
5’ e 3’.nsP, proteina ndo estrutural; aa, aminoacidos; 26S, RNA subgenomico; E, proteina do envelope viral; C,
proteina do capsideo; 6K, proteinaestrutural. Fonte: Adaptado de GALAN-HUERTA et al., 2015.

As glicosaminoglicanas (GAGSs) também sdo caracterizadas por facilitar aadeséo virus-
célula hospedeira, levando ao aumento sua capacidade infectiva (ACHARYA et al., 2015;
ASHBROOK et al., 2014; KUHN, 2013; SILVA etal., 2014; VAN DUIL-RICHTER et al.,
2015). Apds o evento endocitico, o compartimento endossémico torna-se acido, desencadeando
uma mudanca conformacional nas glicoproteinas do envelope viral e promovendo a exposicao
do peptideo E1, resultando na fusdo de membrana do envelope viral com a membrana do
endossoma (Figura 2 (iii)). A particula viral €, entdo, desmontada pelo processo conhecido
como desnudamento, e o0 genoma liberado no citoplasma celular. Assim, inicia-se a traducao
das nsPs a partir de seu RNAg (Figura 2 (iv)) (VAN DUNL-RICHTER et al., 2015).

A poliproteinaP1234, precursoradas nsPs, € traduzida e clivada por proteases virais na
regido da nsP2, dando origem a P123 e nsP4 que, por sua vez se unem para formar o complexo
de replicacdo viral (CRV), responsével por sintetizar uma molécula completa de RNAg de
polaridade negativa, a qual serve como molde para a geracdo das moléculas de RNAsg e RNAg
(KUHN, 2013; SCHWARTZ; ALBERT, 2010; STRAUSS; STRAUSS, 1994).

A sintese desta molécula esta associada a formacao das esférulas, invaginagdes da MC
em formade vesiculas, que atuam como ssitios paraa replicacéo viral (Figura 2 (v)). Além disso,
sugere-se que as nsPs sejam constituintes estruturais desses compartimentos, servindo de
protecdo contraa degradacao e pelo reconhecimento por receptores de reconhecimento padroes,
0s PRRs (do inglés, pattern recognition receptors), para as fitas duplas intermediarias de RNA
(FROLOVA etal., 2010; KUHN, 2013; KUJALA et al., 2001; SPUUL et al., 2010; THAA et

al., 2015; UTT et al., 2016). As esférulas séo internalizadas e formam grandes vacuolos
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citopaticos, os CPV-l, do inglés cytopathic vacuoles, onde estdo contidos marcadores de
membranas endossomais e lisossomais (Figura 2 (vi)) (FROLOVA et al., 2010; KUJALA et
al., 2001; SPUUL et al., 2010).

O acumulo de P123 desencadeia a protedlise desta poliproteina, o que resulta na
modificacdo da replicase para uma conformacao abundante que utiliza RNAg de polaridade
negativa como molde para a amplificacdo do RNAg de polaridade positiva, da mesma forma
que para a transcricdo do RNAsg de polaridade, também, positiva, que codificaas 6 sPs (Figura
2 (vii)). Ao término da transcricdo, a proteina C é clivada do restante da poliproteina, 0 que
permite a interacdo com parte do genoma viral ja sintetizado, promovendo a catélise
oligomérica e aformacdo de nucleocapsideos contendo uma tinicamolécula de RNAm (KUHN,
2013).

Durante o processo de traducdo das sPs sdo gerados dois diferentes produtos
poliproteicos: E3-E2-6K-E1, encontrado em maior quantidade, e E3-E2-TF, em menor
quantidade, onde, a partir de uma sequéncia sinal na porcao N-terminal de E3, esses produtos
sdo direcionados a via secretoria e, entdo, no Golgi, clivados na proteina precursora pE2 (E2-
E3), E1, e 6K ou TF (Figura 2 (vii)) (FIRTH et al., 2008; SNYDER et al., 2013). Mantidas na
forma de um complexo heteroligomérico, E1 e E2-E3 sdo submetidas as modificacdes
conformacionais e pds-traducionais, que permitem a liberacdo de E3 por meio da agdo de uma
furina, para a entdo formacao de estruturas em forma de espiculas na MC (IVANOVA;
SCHLESINGER, 1993; RYAN; IVANOVA; SCHLESINGER, 1998). Em consequéncia, ha o
recrutamento de proteinas que formam os nucleocapsideos em direcdo as glicoproteinas do
envelope viral (Figura 2 (viii)), que ja se encontram associadas a MC, dando origem ao
brotamento de vesiculas da célula hospedeira e promovendo a liberacao de particulas virais para
0 meio extracelular (Figura 2 (ix)) (SCHWARTZ; ALBERT, 2010; SOURISSEAU et al.,
2007).

Mais tardiamente, um outro tipo de vacuolo citopatico, o CPV-II, é formado e sdo
mantidos proximos a MC (Figura 2 (x)), 0 que sugere que estas correspondem a estruturas
intermediarias das particulas virais que sdo liberadas para 0 meio extracelular assim que
maduras (Figura 2 (xi)) (SOONSAWAD et al., 2010).
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Figura 2 — Ciclo replicativo do virus Chikungunya

@

|
Adesdo o
- Formacao da esférula ix Xi
Virion . Replicacdo do RNA Nucleocapsideo associado Saida de
Pi \<ideo, Transcricdo subgendmica  com dimeros E1/E2 na supericie estruturas CPV-II
RNA genémico (Q celular e brotamento
L : ‘@‘
il

Entrada do virion \Ili s o e Al

mediada por clatrina ter izagao SOy O
Acidificagdo (1) Inicio da sintese Famavade ey

endossomal nge RNA ‘/1

Endossoma T

H* &3 nsPs
Endossoma

acidificado Ribossomo

iv g i
L_> /) Desmontagem do \Tl) = /
=% vii -
iii nucleocapsideo, < \
Fusdo com Traducao Tradugdo de.RNA
a membrana das nsPS 2 subgenémico . el viii
endossomal Clivagem autoproteolitica \pyotefna do capsideo

do capsideo e RNA genémico
Translocagdo e interagem para formar
processamento de 0 nucleocapsideo
E3-E2-6K-E1 e E3-E2-TF
pela via secretéria RE-Golgi
St O—
O O Estruturas CPV-II
. se formam mais tarde
Nucleo na infecgdo
Golgi

O esquemamostradetalhadamente todos os processos realizados durante o ciclo de infecgdo viral em células de
mamiferos.nsP, proteinando estrutura; E, proteinado envelope viral; 6K e TF, proteinas estruturais; CPV, vactolo
citoplasmatico. Fonte: Adaptado de SILVA; DERMODY, 2017.

Tem sido demonstrado que os eventos celulares de autofagia e apoptose sédo
fundamentais ao processo de replicagdo do CHIKV, ndo so pelo fato de ser por meio destes que
novas progénies virais sdo liberadas para o meio extracelular, correspondendo a um elemento
importante para a propagacdo do virus e a sua manutencdo em células sentinelas do sistema
imunoldgico de seu organismo hospedeiro, por exemplo, mas também porque atuam como
fatores de promocdo a replicacdo viral. Portanto, o sucesso da infec¢do pelo CHIKV é
influenciado pela maquinaria autofagica e apoptotica da célula hospedeira (KREJBICH-
TROTOT etal., 2011a,b). Estudos recentes demonstraram que o balanco entre esses processos
podem ser 0s principais responsaveis pela capacidade de disseminacao do CHIKV em estagios
iniciaisda doenca (JOUBERT etal., 2012).
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2.1.2 Ciclobioldgico e as interacdes entre reservatorios e vetores

O ciclo biolégico do CHIKV é compreendido em dois diferentes ciclos de transmissao,
o silvestre e o urbano. O ciclo silvestre acontece quando primatas ndo humanos como, por
exemplo, as espécies Chlorocebus sabaeus, Mandrillus sphins, Papio papio, Galago
senegalensis, Erythrocebus patas, C. ascanius schimidti, Cercopithecus aethiops e P. ursinus,
ou outros vertebrados sdo infectados pelo virus através da picada de mosquitos do género Aedes
spp., como das espécies ja relatadas A. africanus (POWERS et al., 2000), A. neoafricanus, A.
luteocephalus, A. furcifer, A. vittatus, A. dalzieli, A. vigilax, A. camptorhynchites que habitam
florestas da Africa Subsaariana, uma das regides endémicas do virus (ALTHOUSE etal., 2018;
CAGLIOTI et al., 2013; CHEVILLON et al., 2008; DIALLO et al., 1999; JUPP et al., 1981;
KADING et al., 2013; MCCRAE et al., 1971; JUPP; MCINTOSH, 1990; PRUETZ; SOCHA,;
KANTE, 2010). Ja o ciclo urbano ocorre entre humanos por meio da picada de mosquitos das
espécies A. aegypti e/ou A. albopictus (WEAVER et al., 2012).

A proximidade de humanos as florestas africanas possibilitou a entrada do principal
vetor do CHIKV, A. albopictus, nos vilarejos locais, 0 que, provavelmente, desencadeou a
disseminacdo do ciclo silvestre entre primatas ndo-humanos e humanos durante os pequenos
surtos ocorridos naquelas localidades (DIALLO et al., 1999; PEYREFITTE etal., 2007, 2008).
Ja o ciclo urbano se deu a partir da introducdo do CHIKV no continente asiatico nos anos de
1950 e em 2005, quando este reemergiu, promovendo um ciclo de transmissdo entre humano-
mosquito-humano por meio dos vetores A. aegypti e/ou A. albopictus. A exposi¢do de um
grande nimero de humanos aos mosquitos infectados permitiu a amplificacdo do numero de
casos de humanos infectados servindo, entdo, como reservatorio viral (WEAVER et al., 2012).

O comportamento e a ecologiado A. aegypti representam uma 6tima oportunidade para
o0 desenvolvimento de epidemias de CHIKV, pois suas fémeas adultas realizam,
preferencialmente, o repasto sanguineo em humanos, descansando nos domicilios ou em
ambientes peridomiciliares, que permitem seu facil acesso aos humanos, bem como realizama
deposicao de seus ovos em locais que apresentam condic¢des 6timas ao desenvolvimento de seu
estagio larval (WEAVER et al., 2012). Além disso, A. aegypti pode ser o responsavel por
transmitir outrasarboviroses, como aquelas resultantes da infeccéo pelos virus Dengue (DENV)
e Zika (ZIKV). Infeccdes simultaneas entre esses virus ja foram descritas (CARRILLO-
HERNANDEZ et al., 2018), revelando que tal evento ndo compromete o desempenho vetorial
dos mosquitos desta espécie (LE COUPANEC et al., 2007; RUCKERT et al., 2017).
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O A. albopictus é caracterizado por apresentar vida ativa ao longo de todo o dia e tem
expandido, cada vez mais, seus territorios de atuacdo. Essa expansdo territorial tem sido
influenciada pelas mudancas climaticas e favorecida pelo descarte incorreto de recipientes
plasticos nos mais variados ambientes. As varia¢des no clima afetam seriamente a biologia
desses vetores. Por exemplo, com o aumento de temperatura a taxa de sobrevivéncia dos
mosquitos em locais de altas altitudes e latitudes € facilitada. Além disso, como consequéncia
dessa alteracdo, 0 aumento na umidade relativado ar favorece maiores indices pluviométricos,
que dao origem a novos habitats para o desenvolvimento do estagio larval, aumentando, assim,
as taxas de crescimento populacional desses mosquitos e, por fim, aumentando sua
sazonalidade. Da mesma forma, os recipientes plasticos, amplamente utilizados nos dias atuais,
tornam-se microambientes a partir do acimulo de 4&gua em seu interior que, quando expostos a
incidéncia solar, transformam-se nichos ecologicos com condicGes ideais de temperatura e
umidade para a eclosao dos ovos que neles sdo depositados (CHARREL; DE LAMBALLERIE;
RAOULT, 2007; WOLFE et al., 2001).

Entre ambas as espécies de Aedes, a transmissdo horizontal do virus é caracterizada por
manter os diferentes ciclos da infeccdo na natureza (MAVALE et al., 2010), enquanto a
transmissao vertical ja foi observada em condi¢des naturais e experimentais, sendo apontada
como uma das razdes do virus permanecer viavel mesmo em condigdes desfavoraveis
(AGARWAL et al., 2014; CHOMPOOSRI et al., 2016; JAIN et al., 2016). Assim que
infectados, entre 7 e 10 dias, o CHIKV se replica no organismo dos mosquitos e alcanca suas
glandulas salivares, tornando-se aptos a infectar humanos (LIM et al., 2018). Estes, por sua vez,
apresentam como tempo de incubacdo do virus entre 1 e 12 dias, apds serem picados por um
inseto infectado, apresentando uma viremia de até 10 dias (AZEVEDO; OLIVEIRA;
VASCONCELOS, 2015; KAM etal., 2009; SIMON etal., 2011).

Um dos principais reservatorios virais durante periodos de epidemia do CHIKV séo o0s
humanos, enquanto em outros periodos, esse papel € representado por diferentes animais, além
dos macacos, como bufalos (KADING et al., 2013), morcegos, roedores e aves, mantendo,
assim, a circulagao do virus no ambiente silvestre. Quando a imunidade de rebanho (tambeém
conhecida como imunidade coletiva) de macacos apresenta-se baixa, a infeccao entre eles €
facilitada. Entretanto, apesar de apresentarem elevada viremia, estes animais ndo manifestam
nenhum sintoma da infecg&o pelo virus (HARRISON; BINN; RANDALL, 1967; DIALLO et
al., 1999; INOUE et al., 2003; POWERS; LOGUE, 2007; WOLFE et al., 2001).
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A infeccdo por CHIKV em humanos pode acontecer de diferentes maneiras, sendo a
mais comum ocorrer por meio de picada de mosquitos infectados (HORWOOD; BUCHY,
2015). Assim como nos vetores, humanos também podem ser coinfectados por diferentes
arboviroses, taiscomo entre CHIKV e DENV (FURUYA-KANAMORI etal., 2016) e CHIKV,
DENV, ZIKV, febre amarela (YFV, do inglés Yellow Fever virus) e virus do Oeste do Nilo
(WNYV, do inglés West Nile virus) (BOGA et al., 2019). S&o poucos os relatos de casos onde
individuos foram infectados a partir do transplante de 6rgaos (GASPERINA et al., 2015;
GIRAO et al., 2017; KEE; YANG; TAMBYAH, 2010) e ainda ndo existem estudos que
comprovem a transmissdo do virus através de transfusdo sanguinea (APPASSAKIJ etal., 2013)
ou por meio da amamentacdo (PATTERSON; SAMMON; GARG, 2016). Entretanto, o virus
ja foi detectado no sémen de homens que manifestaram sintomas iniciais da doenca, o que

indica que a transmisséo por via sexual pode ocorrer (BANDEIRA et al., 2016).

2.2  Epidemiologia

Atualmente, sdo conhecidas quatro linhagens de CHIKYV, as quais apresentam diferentes
caracteristicas genotipicas e antigénicas entre si. Desde sua descoberta, varios surtos do CHIKV
foram registrados nos continentes africano e asiatico e estudos filogenéticos indicam que as
primeiras linhagens a surgir foram oriundas da Africa. Sdo provenientes de |4 as duas maiores
linhagens circulantes, a da Africa ocidental, responsavel pela maioria dos casos desencadeados
pela transmisséo silvestre e por pequenos surtos da doenga, em humanos, ocorridos no oeste
africano; e ada Africa Oriental/Central/Meridional, mais conhecida como ECSA, sigla derivada
do inglés Eastern/Central/Southern Africa, responsavel pela transmissdo urbana do virus. Esta
altima, por sua vez, ao ser disseminada paraa Asia, deu origem a linhagem Asiatica (POWERS
etal., 2000; POWERS; LOGUE, 2007; VOLK etal., 2010).

Entre os anos 1960 e 1990, foram registrados casos em diferentes localidades da India,
como em Calcuta (1963); Chenai, Pondichery e Vellore (1964); Visakhpatnam, Rajahmundry,
Kakinada e Nagpur (1965); Barsi (1973) (ARANKALLE et al., 2007); Republica Democratica
do Congo, na Africa; e na Indonésia (1999-2000) (BOUTIN et al., 2007; SUHRBIER;
JAFFAR-BANDJEE; GASQUE, 2012).

Em 2004, o genotipo ECSA reemergiu como consequénciade um grande surto ocorrido
no Quénia, o que possibilitou a disseminac&o desta em direcdo ao Oceano Indico, alcancando
a ilha La Réunion, territorio francés, em 2005 (PIALOUX et al., 2007), e estendendo-se até a
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india (MAVALANKAR; SHASTRI; RAMAN, 2007). Concomitantemente ao surto ocorrido
em La Réunion, a linhagem Asiatica reemergiu no Sul do Pacifico (THIBERVILLE et al.,
2013).

A reemergéncia da cepa ECSA desencadeou o surgimento da linhagem do Oceano
indico, também conhecida como IOL, do inglés Indian Ocean lineage, a qual foi favorecida
pelo aprimoramento do fitness viral, conceito que descreve capacidade de um virus em gerar
uma progeénie infecciosa em determinado ambiente (DOMINGO; HOLLAND, 1997). Neste
caso, o fitness da cepa IOL permitiu a infeccdo de mosquitos da espécie A. albopictus, devido
a uma maior eficiéncia nos estagios iniciais da infeccdo de células epiteliais do sistema
digestivo dos individuos desta espécie, chegando a ser, aproximadamente, 40 vezes mais
infeciosado que em A. aegypti (TSETSARKIN et al., 2007, 2009; VAZEILLE et al., 2007).

Essa vantagem foi promovida por conta da proximidade apresentada pelo residuo de
aminoacido localizado na posicdo 226 da glicoproteina de envelope E1, denominada A226V,
ao peptideo de fusdo, responsavel pela liberacdo dos virions no endossoma, resultando na
substituicdo de uma alanina (A) por uma valina (V) (DE LAMBALLERIE et al., 2008;
SCHUFFENECKER et al., 2006) e facilitando a transmisséo intraespécie dessa linhagem viral.
Diferentemente do observado em A. albopictus, essa mutacdo ndo influenciou o perfil infectivo
em mosquitos da espécie A. aegypti (TSETSARKIN et al., 2007; VAZEILLE et al., 2007).

Mesmo A226V sendo considerada uma mutacdo importante, mutacdes epistaticas
ocorridas na glicoproteina E2, podem ser capazes de modular o processo infeccioso e explicar
a incapacidade adaptativa da linhagem Asiaticaaos mosquitos da espécie A. albopictus.

Sendo assim, a reemergéncia desta linhagem ndo foi causada por uma mutacao
adaptativa, mas sim por conta da transmissao viral entre as espécies vetoriais A. aegypti e A.
albopictus, possibilitando um aumento na disseminacdo do CHIKV para diversas regi0es
habitadas por estas espécies (TSETSARKIN et al., 2011; VEGA-RUA et al., 2014).

Varios paises asiaticos, como Sri Lanka, Tailandia e Mal&sia, também foram atingidos
por surtos do CHIKV, o qual alcancou territorioitaliano, no ano de 2007, com a chegada de um
viajante infectado vindo da india (CHARREL et al., 2008; REZZA et al., 2007). Ja em 2009,
La Réunion foi novamente o foco de um novo surto que favoreceu a reintroducéo do virus no
continente europeu, em 2010 (D’ORTENZIO et al., 2011). De 2011 a 2013, Oceania, Africa
central, sul, sudeste, leste e oeste asiatico, Europa e ilhas ocidentais do Oceano indico
registraram casos de CHIKV (CAGLIOTI etal., 2013).
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A partir do final de 2013, foram relatados episodios de infeccdo por CHIKV
principalmente nas Américas central e do sul, como os ocorridos na ilha Saint Martin, no Caribe
(LEPARC-GOFFART et al., 2014) e, ao longo de 2014, em Guiana Francesa (VAN BORTEL
et al., 2014), El Salvador, Florida, Costa Rica, Panama, Venezuela, Guatemala, Colémbia,
Brasil, Nicaragua, Paraguai, México, Belize e Honduras. Esses casos foram relacionados a
disseminacdo da linhagem Asiatica pelo continente americano (NUNES et al., 2015; PAHO,
2014a-¢).

Figura 3 —Mapa da localizacdo e distribuicdo mundial dos gendtipos do virus Chikungunya
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Os simbolos distribuidos no mapa correspondem a ocorrénciadas diferentes linhagens do virus nos mais diversos
paises. IOL, linhagem do oceano Indico. Fonte: Adaptado de HIGUERA; RAMIREZ, 2019.

Os primeiros casos autoctones de CHIK registrados no Brasil sdo datados de setembro
de 2014. Estes ocorreram na regido norte do pais, no Oiapoque, Amapa, pela cepa Asiatica do
virus oriunda do Caribe. No mesmo més desses registros, novos casos da doenca foram
relatados em Feira de Santana, na Bahia (NUNES et al., 2015; TEIXEIRA et al., 2015).
Diferentemente do ocorrido ao norte do pais, a cepa circulante identificada no soro de pacientes
do estado apresentou 0 gendtipo ECSA como causador da enfermidade. Suspeita-se que este
gendtipo tenha sido trazido de Angola por um individuo infectado que chegou a Feira de
Santana, em junho de 2014, por conta da similaridade do genoma viral isolado deste paciente
com o genoma de CHIKV de isolados em Angola no ano de 1962 (NUNES et al., 2015;
TEIXEIRA et al., 2015; TSETSARKIN et al., 2011). Desde entdo, o genétipo ECSA tem sido
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detectado em diferentes estados das regides norte, nordeste e sudeste do pais, representando
uma ameaca a saude publica, ja que esta linhagem esta associada a uma maior taxa de casos
sintomaticos quando comparada a linhagem Asiatica (BUSTOS CARRILLO et al., 2019;
CHARLYS et al., 2017; LESSA-AQUINO et al., 2018; NAVECA etal., 2019).

Recentemente, a CHIK tornou-se uma doencga de notificagdo compulséria pelo Centro
de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) (CDC, 2018), sendo registrado na Republica do
Congo o ultimo surtoem fevereiro de 2018 (WHO, 2019).

Os numerosos registros da epidemiaglobal causada pelo CHIKV foram desencadeados
por diferentes fatores demograficos e sociais que influenciaram o ciclo de transmissédo do virus
por meio de interacOes entre 0 virus, seus vetores, seus hospedeiros e 0 ambiente favoravel a
sua manutencédo. Dentre estes fatores podem ser citados: a expansao populacional, a qual leva
a um processo desordenado de urbanizagdo e promove um aumento no deslocamento de
pessoas, animais e vetores portadores do virus (REZZA et al., 2007; RUSSELL, 2009); a
elevadaincidénciade viajantes, que servem como sentinelas paraa disseminacgéo viral, entre 0s
diferentes continentes onde ha registros de infec¢do pelo virus; a ampladistribuicéo geografica
dos mosquitos vetores e a adaptacdo de linhagens endémicas a uma das espécies vetoriais, 0 A.
albopictus (TSETSARKIN et al., 2007). Pode-se dizer entdo que, talvez seja por conta desses
fatores que o CHIKV, amplamente distribuido por diferentes paises e continentes que
apresentam essas caracteristicas sociais e ambientais, ainda ndo tenha alcan¢ado o continente
Antartico (CDC, 2019) (Figura 3).

2.3  Patogénese

Através da picada de um mosquito infectado, o CHIKV ¢é inoculado na intraderme do
hospedeiro e, em seguida, invade capilares subcutaneos, o que lhe permite infectar células
suscetiveis a infeccdo, como macrofagos, fibroblastos e células endoteliais, fazendo delas seu
local de replicacdo temporério (SOURISSEAU et al., 2007). A progénie viral é, entdo, carreada
até os 6rgdos linfoides secundarios onde infectam células migratérias e liberam novos virions
na circulacdo linfaticae, consequentemente, na circulacdo sanguinea (CAGLIOTI et al., 2013),
alcancando alta carga viral logo na primeira semana de infeccdo (PAROLA et al., 2006). Assim
que presente no sangue, o virus é capaz de alcancar qualquer 6rgao do hospedeiro (COUDERC,;
LECUIT, 2009), estando a infeccdo associada a infiltracdo de células mononucleares,
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promovendo dores musculares e articulares, caracteristicas da doenca (DUPUIS-
MAGUIRAGA et al., 2012; OZDEN et al., 2007).

Em humanos, especificamente, a resposta imune inata é a primeira linha de defesa
fortemente ativada para suprimir a propagacéo, replicacédo e disseminacéo viral. Sua acéo leva
a producdo de INF-a/pB, assim como varias citocinas pro-inflamatérias, quimiocinas e fatores
de crescimento celular, seguida da ativagdo da imunidade adaptativa por meio da ativagéo e
proliferacdo de linfocitos T CD8* nos estagios iniciais da infeccdo (fase aguda) e, em estagios
mais tardios (fase crénica) da doenca, o switch de classe para linfocitos T CD4* com a producéo
de proteinas anti-inflamatorias (WAUQUIER et al., 2011).

A infecgdo por CHIKV também é capaz de induzir resposta imune celular, estando
presentes nesse processo altos niveis de IFN-y, IL-4 e IL-7, por exemplo. Ensaios in vitro
demonstraram que linhagens de células de mamiferos infectadas por CHIKV apresentam
diversas modificacdes, podendo citar aquelas relacionadas a resposta anti e pro-virais, como
apoptose, granulacdo induzida por estresse e producdo de IFN; autofagia e desligamento de
determinados genes da célula hospedeira, respectivamente (FROS; PIJLMAN, 2016). Também
tem sido sugerido que células NK (do inglés, natural killer) tenham um papel fundamental na
depuracdo de células infectadas no organismo do hospedeiro, bem como na manifestacao de
artralgiadurante a infeccdo (NG et al., 2009).

Quanto aos anticorpos produzidos em resposta a infeccao, sabe-se que elevados niveis
de imunoglobulina (Ig) do tipo G (IgG) séo detectados logo na primeirasemana de infec¢éo, o
que indica uma rapida soroconversdo dos individuos infectados por CHIKV, sendo mantidos
no soro de pacientes por varios anos. Ja as IgMs especificas sdo detectadas do 2° ao 7° dia,
persistindo até o 3° ou 4° més pés-infeccdo (AOYAMA et al., 2010; CAVRINI et al., 2009;
KAM etal., 2012b; SAM; ABUBAKAR, 2006).

A CHIK é considerada uma doenca autolimitante caracterizada por quadros de
incapacidade aguda e cronica que impactam a qualidade de vida daqueles que por ela sdo
acometidos, levando a consequéncias econémicas e sociais (COUTURIER et al., 2012;
GERARDIN et al., 2008; SCHILTE et al., 2013). A maioria dos individuos acometidos pela
CHIK desenvolvem um quadro de febre alta, poliartralgia, artrite, rash cutaneo, mialgia e dor
de cabeca (ROBINSON, 1955; THIBERVILLE et al., 2013), que apresenta uma baixa taxa de
fatalidade de, aproximadamente, 0,1% (RENAULT; JOSSERAN; PIERRE, 2008). Pelo fato
de, em sua fase aguda, apresentar sintomas semelhantes aos manifestados pela doenca causada
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por DENV, sugere-se que casos relatados e imprecisamente atribuidos a infec¢do por este virus
tenham sido causados por CHIKV jaem 1770 (CAREY, 1971; HALSTEAD, 2015).

Seu periodo de incubacéo é de cercade dois a quatro dias, podendo variar entre um e 12
dias, e ser uma infeccdo assintomatica em um percentual de 15% dos casos (APPASSAKIJ et
al., 2013). Apesar de apresentar um bom prognostico e os sintomas agudos da doenca
desaparecerem, normalmente, em menos de duas semanas, 0 quadro de artralgia cronica
incapacitante caracteristico da doenca, que permite distingui-la da infeccdo por DENV, por
exemplo, pode se manifestar por anos (GERARDIN et al., 2011; SCHILTE etal., 2013), sendo
pessoas com idade superior a 45 anos as mais propensas a desenvolver manifestacoes
musculares e reumaticas da doenca (GERARDIN et al., 2013). Sugere-se que este quadro esteja
relacionado & depuracdo incompleta realizada pelo sistema imunologico, permitindo assim a
persisténciado virus em macrdfagos presentes nas articulagdes, o que estimulaa continuidade
da inflamacéo local (DUPUIS-MAGUIRAGA et al., 2012).

Além disso, casos severos, fatais e incomuns de encefalopatia, encefalite, miocardite,
hepatite, falha multipla de 6rgdos e sindrome de Guillain-Barré j& foram descritos e estdo
diretamente relacionados com pacientes que manifestam outras comorbidades (LEBRUN et al.,
2009; WEAVER; LECUIT, 2015; PAHO, 2011; WIELANEK et al., 2007). Neonatos nascidos
de maes infectadas ou que foram expostos ao virus durante o parto apresentam taxas de infeccéo
severa que podem alcancar 50%, podendo resultar em sequelas neuroldgicas e morte
(GERARDIN etal., 2014).

Dados obtidos a partir de ensaios in vitro, demonstraram que CHIKV é facilmente
cultivado em linhagens celulares de mamiferos, como Vero, HeLa e HepG2, porém, em células
de insetos, como C6/36, por exemplo, esse perfil apresenta-se dependente da cepa viral
(WIKAN et al., 2012). Cepas virais submetidasa passagens seriadas em um unico hospedeiro
ou em uma Unica linhagem celular tornam-se mais adaptaveis. Quando transferidas para outras
linhagens celulares, essas cepas apresentam um maior fitness viral, demonstrando um aumento
na capacidade de escapar da acdo de agentes neutralizantes do sistema imunoldgico do
hospedeiro, bem como apresentam resisténciaa componentes antivirais. Essas modificacfes
estdo diretamente relacionadas com o aumento da diversidade genéticado virus, sugerindo que
somente mutagdes favoraveis ou neutras sejam mantidas nas linhagens utilizadas para a
propagacéo viral e que essas variagdes genéticas conservem o fitness desse virus em ciclos
alternados (COFFEY; VIGNUZZI, 2011).
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2.4  Prevencdo, controle viral e tratamento

Uma das formas mais amplamente utilizadas como prevencdo de doencas infecciosas é
a vacinacao, porém, no caso de CHIK, ainda ndo existe nenhuma vacina licenciada disponivel
para atender a populacdo de regides endémicas, por exemplo, o0 que pode ser relacionado aos
recorrentes surtos, de certaforma, limitados a determinada localidade. Por conta disso, maiores
esforgos sdo necessarios para prevenir a doenca e impedir a disseminacdo viral (CHANG et al.,
2014; RUDD et al., 2015; SUHRBIER; JAFFAR-BANDJEE; GASQUE, 2012).

Atualmente, existem diversos estudos de prospeccdo sobre candidatos vacinais e
antivirais contra o CHIKV. Além disso, véarias abordagens vacinais encontram-se em
desenvolvimento e tém sido testadas em animais e humanos (revisado em POWERS, 2018;
REYES-SANDOVAL, 2019). Portanto, enquanto nenhum tratamento ou vacina s&o
licenciados, a forma mais adequada de prevencdo da doenca € o uso de repelentes e roupas
fechadas, impedindo a picada de mosquitos transmissores do virus. Também é recomendado o
uso de mosquiteiros, inseticidas e a vigilancia de ambientes contendo agua parada que podem
servir como locais de deposicao e eclosdo dos ovos desses vetores (REITER; FONTENILLE;
PAUPY, 2006). Apesar dessas recomendagdes, tem se tornado cada vez mais dificil o combate
contra 0 CHIKV, assim como outras doencas que tém vetor em comum, devido ao
desenvolvimento de resisténcia, por parte desses, para os inseticidas amplamente utilizados
(WILKE; MARRELLLI, 2012).

Uma alternativa que tem sido investigada e empregada como promissoraao controle
bioldgico do virus € a transfeccdo da bactéria Wolbachia nos mosquitos vetores de CHIKV.
Esta bactéria atua em simbiose com esses vetores, sendo responsavel por promover mudancgas
reprodutivas em seus hospedeiros, reduzindo o tempo de vida desses insetos e,
consequentemente, nas populacdes de mosquitos nas areas onde 0s insetos portadores da
bactéria sdo liberados. Portanto, além de favorecer a reducdo da incidéncia da CHIK, essa
abordagem também permite a reducdo da incidéncia de outras doengas que sdo transmitidas
pelos mesmos vetores (ITURBE-ORMAETXE; WALKER; O’NEILL, 2011). Ja foi
demonstrado que algumas cepas de Wolbachia inibem o processo replicativo de diferentes
patdgenos, incluindo virus e protozoarios (BLAGROVE et al., 2013; MOREIRA et al., 2009;
VAN DEN HURK et al., 2012). Outra alternativa de controle bioldgico consiste na liberacéo
de mosquitos macho geneticamente modificados, portadores de um gene letal dominante ou
qualquer outra modificacdo hereditaria que interrompa o aumento populacional desses vetores
(WILKE etal., 2009).
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Também ndo existe nenhum medicamento especifico para o tratamento da doenca.
Enquanto isso, os pacientes sdo paleativamente tratados para os sintomas manifestados a partir
do uso de anti-inflamatorios, fluidos e antitérmicos (TAUBITZ et al., 2007). Uma abordagem
alternativa para o tratamento de pacientes acometidos pela doenca é o uso de anticorpos
monoclonais (AcMo) humanos. Por meio de ensaios in vitro, ja foram demonstrados dois AcMo
para as glicoproteinas E1 e E2 do CHIKYV, isolados de um paciente com historico de infecgéo,
capazes de neutralizar fortemente diferentes isolados do virus e de reduzir sua disseminacéo
entre células infectadas e ndo infectadas (WARTER et al., 2011).

2.5  Vacinas em desenvolvimento para o virus Chikungunya

Em janeiro de 2017, ap6s discussdes na Annual review of diseases prioritized under the
Research and Development Blueprint, da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a CHIK
entrou paraa lista das doencas prioritarias e patdgenos com maior potencial de causar epidemias
(WHO, 2017). Diversos foram os fatores que contribuiram para esta classificacdo, dos quais
podem ser citados as inadequadas medidas de controle do vetor viral, os baixos indices de
imunidade coletiva nas populacdes, o rapido processo de globalizacdo, os esporadicos e
episddicos surtos ocorridos ao redor do mundo e a elevada morbidade associada a doenca
(GOYAL etal., 2018).

Frente a esse contexto, aumenta a necessidade de incentivos constantes para pesquisa e
desenvolvimento de vacinas seguras e eficazes que atuem contra essa doenga negligenciada, as
quais apresentem importantes implicacfes nas areas da salde, da economia e da ética, sendo
capazes de reduzir o nimero de casos ao redor do mundo e, consequentemente, 0s custos com
cuidados e hospitalizacdes, de gerar beneficios a economia através da reducdo do absenteismo,
de impedir a eventual disseminacdo do virus para regifes que apresentem vetores urbanos
competentes, e de proteger turistas e militares em regides endémicas e/ou epidémicas (revisado
em GOYAL et al., 2018; REZZA; WEAVER, 2019).

As vacinas consistem em produtos biologicos capazes de conferir protecdo contra uma
infecdo e/ou uma doenca apos a exposicdo a determinado patogeno, a partir da indugédo de
resposta imune aos individuos vacinados contra os antigenos derivados diretamente do
patégeno ou produzidos sinteticamente com o objetivo de mimetiza-los (POLLARD; BIJKER,
2020).
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O histérico de desenvolvimento de vacinas para CHIKV foi iniciado na década de 1960,
impulsionado pelo primeiro surto da doenca, pouco tempo apds o isolamento do virus (GAO,;
SONG; ZHANG, 2019; POWERS, 2018). Diferentemente do que acontece para outras
arboviroses, como a dengue, por exemplo, o CHIKV apresenta como vantagem uma baixa
variabilidade antigénica, possuindo um elevado percentual de similaridade de aminoacidos
entre todas as cepas ja descritas (revisado em GOYAL et al., 2018; POWERS et al., 2000).
Combinado a isso, esta a sua reatividade cruzada comprovada com cepas dos diferentes
gendtipos, o que torna o campo da vacinologia mais objetivo e permite o desenvolvimento de
vacinas de boa qualidade (CHUA et al., 2016; GOO et al., 2016; POWERS, 2011).

Ao longo das ultimas décadas, varios candidatos vacinais foram desenvolvidos a partir
das diversas estratégias vacinais disponiveis, desde as mais tradicionais, como as vacinas
inativadas, atenuadas e de subunidades, até as mais recentemente desenvolvidas, como as de
VLPs (do inglés, virus like particles), de vetores virais e de acidos nucleicos (REYES-
SANDOVAL, 2019; SCHRAUF et al., 2020). Cada uma delas apresenta diferentes vantagens
e desvantagens com relacdo a producdo, dosagem, seguranca, eficécia, escalonamento e custo
durante as etapas pré-clinicas e clinicas de desenvolvimento (revisadoem GOYAL et al., 2018).

O quadro 1 contém a relacdo das vacinas que se encontram em fase de estudos clinicos.

2.5.1 Vacina inativada

Vacinas inativadas correspondem a uma abordagem vacinal bastante segura e eficaz,
pois sdo constituidas por partes de um patégeno ou pelo patdgeno inteiro, porém morto, o que
0 torna incapaz de se replicar no organismo do individuo vacinado. Em contrapartida,
apresentam antigenicidade reduzida, ja que, durante os processos de inativacao e purificacdo, a
conformagdo dos epitopos nativos do virus podem ser danificados e, devido a sua baixa
imunogenicidade, normalmente, necessitam conter adjuvantes que estimulem o processo de
resposta imune e 0 aumento do processamento e entrega dos componentes da vacina, bem como
de doses de refor¢o (DEFILIPPIS, 2019; POLLARD; BIJKER, 2020). Além disso, vacinas
inativadas apresentam um elevado custo para sua producéo, o que se torna um empecilho na
sua acessibilidade em comparacdo com outras abordagens vacinais, pois demandam uma
grande estrutura para sua producdo, e apresentam riscos associados as grandes quantidades de
virus que sd@o manipuladas antes do processo de inativagdo (revisado em GAO; SONG;
ZHANG, 2019; REZZA; WEAVER, 2019).
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Os primeiros testes para o desenvolvimento de vacina para CHIKV foram realizados
com base no virus inteiro inativado por meio de tratamentos quimicos ou fisicos, dos quais
foram observados resultados satisfatorios, demonstrando sua capacidade em promover resposta
imune sem potencial risco de infeccdo e garantindo seu elevado nivel de seguranca (revisado
em GAO; SONG; ZHANG, 2019; POWERS, 2018). Dentre os diferentes métodos de
inativacdo viral empregados podem ser citados os tratamentos com formalina, radiagdo
ultravioleta (UV) (NAKAO; HOTTA, 1973; TIWARI et al., 2009), B-propiolactona (KUMAR;
SUDEEP; ARANKALLE, 2012), etilenoimina binaria (GARDNER et al., 2010), e Tween
80/éter (ECKELS; HARRISON; HETRICK, 1970).

O estudo dessa abordagem vacinal que mais se destacou foi o realizado pelo Walter
Reed Army Institute of Research (WRAIR), nos Estados Unidos da América, no qual foi
utilizada uma producdo viral inativada por formalina da cepa africana 168, a mesmaisolada na
provinciade Tanganyika, proveniente de diferentestipos celulares, como embrides de galinha,
cérebro de camundongos neonatos e células de rim de macaco verde africano (GMKC, do inglés
green monkey kidney cells), paraensaios de poténciaem camundongos e primatas ndo humanos
(BINN; HARRISON; RANDALL, 1967; MASON; HADDOW, 1957; revisadoem POWERS,
2018). Com base nos resultados obtidos, os pesquisadores avaliaram a capacidade de protecdo
homologa e heter6loga de uma vacina inativada entre as seguintes cepas: 168 africana; E.103 —
isolada de mosquitos A. africanus capturados na Floresta de Zika, em Uganda (WEINBREN,;
HADDOW,; WILLIAMS, 1958); BaH-306, isolada de pacientes tailandeses (HALSTEAD;
BUESCHER, 1961); e a indiana C-226, isolada em Calcuta (SHAH; GIBBS; BANERJEE,
1964).

Para o primeiro estudo clinico de vacinas para CHIKV, realizadoem 1971, foi utilizado
0 virus semente da cepa 15561, isolada do soro de um paciente tailandés, proveniente do United
State Army Medical Component SEATO, em Bangkok. Este estudo clinico demonstrou que a
vacina administrada induziu a producdo de anticorpos neutralizantes dentro de duas semanas
apos a segunda dose vacinal nos individuos que foram vacinados, sem apresentar efeitos
adversos nos mesmos (HARRISON et al., 1971). Entretanto, apesar da excelente
imunogenicidade obtida por essa vacina, o estudo foi parado por conta do seu elevado custo de
producéo (revisado em GOYAL et al., 2018).
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2.5.2 Vacina atenuada

Assim como para as vacinas inativadas, os estudos envolvendo virus vivo atenuado séo
realizados ha bastante tempo. Inicialmente, a producdo tradicional de vacinas atenuadas
baseava-se, basicamente, na realizacéo de passagens seriadas do virus selvagem em culturas de
células com o objetivo enfraquecé-lo, reduzir sua viruléncia, porém manter sua capacidade
replicativa no organismo vacinado. Para isso, 0 desenvolvimento de vacinas atenuadas deve
consistir no balango entre uma capacidade de replicacdo suficiente que seja capaz de induzir
uma forte resposta imune e uma atenuacdo do patdgeno que evite a manifestacdo da
sintomatologia da doenca (POLLARD; BIJKER, 2020; POWERS, 2018).

A partir de passagens seriadas da cepa 15561 selvagem em culturas celulares de GMKC
e MRC-5, a cepa CHIK 181/Clone 25 foi selecionada como o0 virus semente para o
desenvolvimento da primeira vacina atenuada (LEVITT et al., 1986), denominada TSI-GSD-
218, a qual revelou resultados promissores obtidos nos ensaios das fases I e Il (EDELMAN et
al., 2000; MCCLAIN et al., 1998). Apesar de ser uma alternativa segura e altamente
imunogénica, seu desenvolvimento foi interrompido ainda nos estudos de fase Il. Porém, o
ressurgimento de casos de CHIK nas ilhas do Caribe e do oceano indico despertou o interesse
de empresas farmacéuticas para dar continuidade aos estudos com base nesta cepa (HOKE et
al., 2012).

A ocorréncia de reversao na viruléncia das cepas utilizadas para o desenvolvimento de
vacinas atenuadas pelas técnicas tradicionais de producéo deve ser monitorada constantemente
e, por conta disso, a seguranca vacinal dessa abordagem deve ser avaliada de maneira cautelosa
ao longo dos ensaios ndo clinicos e clinicos (revisado em GAO; SONG; ZHANG, 2019;
GOYAL et al., 2018; POWERS, 2018). A resolugdo desse problema tem sido possivel a partir
da implementacdo dos avancos na area de genética reversa que permitem, a partir da aplicacéo
de técnicas mais avancadas, a realizacdo de mutacdes especificas e estaveis nos virus estudados,
as quais possibilitam a manutencéo de seu elevado potencial imunogénico, sendo capazes de
estimular uma resposta imune forte e duradoura (PLANTE et al., 2015; POWERS, 2018).

Com base nesses avancos, diferentes alvos virais puderam ser modificados e utilizados
como estratégia nos estudos de desenvolvimento de vacinas atenuadas para CHIKV, dos quais
podem ser citados: as nsPs, proteinas responsaveis pela ativacdo da resposta imune inicial logo
apos a entrada do virus na célulahospedeira (CHAN et al., 2019); o capsideo viral (ZHANG et
al., 2019b); a sequénciade localizacdo nuclear (NoLs, do inglés nuclear localization sequence)
da regido N-terminal da proteina do capsideo, a qual é importante para o evento de replicacéo
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viral (ABEYRATNE etal., 2019; TAYLOR et al.,2017); sitio interno de entrada no ribossomo
(IRES, do inglés internal ribossome entry site) (revisado em POWERS, 2018), e também as
multiplas substituigdes de codons sindnimos, capazes de reduzir a habilidade de mutacdo do
virus a partir de codons de parada, direcionando-os a um processo de delecdo evolutiva
(CARRAU etal., 2019).

Atualmente, nos estudos clinicos mais avancados de uma vacina para CHIKV é
empregadaa tecnologiade virus atenuado. Em fase 3 desses estudos, a denominada VLA 1533
€ uma vacina de dose Unica baseada na cepa La Reunion (genétipo ECSA), clone CHIKV
LR2006-OPY1, e produzida em células Vero. Essa é constituida por uma delecdo de 60
aminoacidos do gene codificante para a nsP3, mais precisamente entre o0s residuos de
aminoécidos 1656 ao 1717 da poliproteina P1234, desencadeando a atenuag&o do virus in vivo.

Os estudos de fase 1 demonstraram-na como uma vacina segura, onde os individuos
vacinados apresentaram 100% de soroconversao em apenas 14 dias ap0s a imunizacdo. Além
disso, foram obtidos elevados titulos de anticorpos neutralizantes no soro dos individuos
vacinados no periodo de 12 meses apds a vacinagdo (MURA; TOURNIER, 2020;
WRESSNIGG etal., 2020). Em maio de 2020, a empresa farmacéutica francesa VValneva SE e
o Instituto Butantan assinaram um acordo para o desenvolvimento, producdo e comercializagao
dessa vacina, o que podera ocorrer somente ap0s a finalizacdo dos estudos clinicos de fase 3 e
a transferéncia de tecnologia da Valneva SE para o Instituto Butantan (INSTITUTO
BUTANTAN, 2020; PRECISION VACCINATIONS, 2021).

2.5.3 Vacinas de subunidade

Altamente seguras, de facil desenvolvimento e de producdo escalavel em diferentes
sistemas de expressdo, as vacinas de subunidades correspondem a uma abordagem atrativa ja
que, assim como as VLPs, ndo contém acidos nucleicos ou particulas virais infecciosas em sua
composicao (POWERS, 2018), além de ser uma plataforma adaptavel em casos de surgimento
de variantes do virus de interesse. Contudo, corresponde a uma abordagem vacinal pouco
imunogénica quando administradas somente as subunidades virais, sendo necessario o emprego
de adjuvante no formulado vacinal com o intuito de obter uma resposta imune mais forte, 0 que
tente a elevar seu custo de producdo (DEFILIPPIS, 2019; SCHRAUF et al., 2020).

Ja utilizada contra diferentes patdgenos, como bactérias e protozoarios (revisado em
WALLIS; SHENTON; CARLISLE, 2019), essa abordagem também tem sido base para o
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desenvolvimento de vacinas contra o CHIKV. Diferentes grupos de pesquisatém investigado a
imunogenicidade promovida a partir de vacinas contendo sPs E1 e E2 recombinantes,
associados ou ndo a outras sPs do CHIKV. Os estudos realizados ja demonstraram, por
exemplo, que as proteinas produzidas apresentam perfil de glicosilacao apropriado e que 0s
anticorpos gerados contra a sP E2 recombinante, em camundongos, sao capazes de neutralizar
o0 CHIKV, além de apresentar uma variacdo no potencial neutralizante de acordo com o
adjuvante utilizado na formulacdo vacinal (KHAN et al., 2012; KUMAR; SUDEEP;
ARANKALLE, 2012; METZ et al., 2011).

2.5.4 Vacina de virus-like particles (VLPs)

Produzidas a partir da expressdo das sPs do virus de interesse, as VLPs sdo estruturas
que apresentam a capacidade de automontagem, tendo como principal finalidade mimetizar a
estrutura viral original, apresentando caracteristicas estruturais e imunoquimicas similares ou
idénticas ao virus nativo, o que possibilita a indugdo de elevados titulos de anticorpos
neutralizantes nos individuos vacinados. Sua vantagem é que, por ndo conter o genoma viral
em seu interior, as VLPs sdo incapazes de infectar e de se replicar nas células hospedeiras e
isso reflete na produgédo de vacinas altamente seguras (DEZURE et al., 2016; DING et al.,
2018). Por conta disso, em geral, representam uma potencial alternativa as vacinas atenuadas,
ja que tém se demonstrado capazes de gerar uma forte resposta imune mesmo na auséncia de
adjuvantes (ZHANG et al., 2000).

Sua constituicdo mais simples favorece o desenvolvimento de vacinas para patdgenos
altamente mutantes, pois € uma abordagem de producdo facil e mais rapida do que as
abordagens tradicionais (BUONAGURO; L. TORNESELLO; M. BUONAGURO, 2010;
ROLDAO etal., 2010; WALLIS; SHENTON; CARLISLE, 2019), além de permitir a geraco
de grandes estoques de maneirarapida (revisadoem GOYAL etal., 2018).

A producdo de elevados titulos de VLPs apresentando conformacdo correta é
dependente da adequacgdo ao sistema de expressdo, ja que os diferentes sistemas apresentam
distintas vantagens e desvantagens que abrangem desde a capacidade do sistema em realizar
modificacdes pos-traducionais nas proteinas constituintes da particula at¢é mesmo problemas
relacionados ao custo de sua producdo e a sua seguranca de uso em humanos. Até o0 momento,

0s sistemas de expresséo utilizados para a producdo de vacinas de VLPs empregados contra
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diferentes patdgenos sao bactérias, leveduras, células de insetos, de mamiferos e de aves, assim
como plantas (revisadoem DING et al., 2018).

As vacinas de VLPs para CHIKV que encontram-se nas etapas de testes nao clinicos e
clinicos tém apresentado resultados satisfatérios, tanto com relacdo a confirmacao da identidade
morfologicadas VPLs geradas por um dos sistemas de expressao citados anteriormente quanto
a sua capacidade de induzir consideraveis niveis de anticorpos neutralizantes nos individuos
vacinados (AKAHATA et al., 2010; AREVALO et al., 2019; CHANG et al., 2014; GOO et al.,
2016; METZ et al., 2013; SARASWAT et al., 2016). Apesar desses resultados, a possibilidade
de as VLPs sofrerem alteracdes conformacionais durante o transporte através do microambiente
tecidual ou até mesmo do microambiente celular, levando a sua perda de fungdo, é bastante
significativa, o que reforca a necessidade de estudos aprofundados para desvendar como o
organismo responde as infeccgdes virais. Somente a partir da compreensdo desses fendmenos
serd possivel desenvolver melhores estratégias de design das VLPs que resistam as possiveis

dificuldades durante sua entrega e processamento (DING et al., 2018).

2.5.5 Vacinas de vetor viral

Outra plataforma vacinal que tem sido bastante empregada para o desenvolvimento de
vacinas para diversos virus é a de vetor viral. Esta € assim denominada porque utiliza um virus
capaz de incorporar, por meio da engenharia genética, 0 genoma ou parte do genoma de o virus
de interesse, passando a codificar e expressar 0s antigenos desse patdgeno e, consequentemente,
resultando em uma forte resposta antigénica nos individuos vacinados (revisado em GAO;
SONG; ZHANG, 2019; POWERS, 2018).

Baseadas em um virus recombinante, replicante ou ndo, sdo capazes de induzir resposta
imune celular e humoral robusta e, na maioria das vezes, um elevado grau de seguranca por
conta da utilizag&o de vetores virais ndo virulentos (POLLARD; BIJKER, 2020; POWERS,
2018). Por conta dessa caracteristica, a adi¢cdo de substancias adjuvantes, utilizadas para
estimular a resposta imune, ndo é necessaria.

Além disso, os vetores virais utilizados podem ser produzidos em grandes quantidades,
apresentando um custo de producdo relativamente baixo (SCHRAUF et al., 2020). Apesar disso
ser um facilitador de sua implementacao em paises que apresentam baixa renda (GOYAL et al.,
2018), essa plataforma demanda condicBes especificas de fabricacdo, transporte e

armazenamento que nem sempre sao vivaveis nesses paises (revisado em DEFILIPPIS, 2019).
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Ademais, um outro ponto que pode ser considerado como desvantagem dessa abordagem é uma
possivel imunidade preexistente ao vetor viral utilizado, devido a uma exposicédo prévia do
individuo vacinado ao virus que atua como vetor, o que pode desencadear uma fraca resposta
imune pés-vacinacdo (POWERS, 2018).

Diferentes plataformas vetoriais tém sido utilizadas para o desenvolvimento de vacinas
para CHIKV, podendo citar as baseadas nos seguintes vetores virais: sarampo (BRANDLER et
al., 2013); alguns alfavirus, como o virus da encefalite equina venezuelana (VEEV, do inglés
Venezuelan equine encephalitis virus) (PAESSLER et al., 2003); uma variante brasileira do
virus Madariaga (AGUILAR et al., 2008), o virus Sindbis (SINV) (WANG et al., 2008), e o
virus Eilat (EILV), exclusivo de insetos (JOON YAU LEONG, AMIR S. PATEL, 2017); virus
Vaccinia Ankara modificado (MVA, do inglés modified vaccinia virus Ankara) (GARCIA-
ARRIAZA et al., 2014); adenovirus (EWER et al., 2017; WANG et al., 2011) e virus da
estomatite vesicular (VSV, do inglés vesicular stomatitis virus) (CHATTOPADHYAY et al.,
2013). Até o momento, todos os ensaios ndo clinicos realizados com essas empregando as
plataformas citadas foram capazes de induzir a producdo de anticorpos contra CHIKV pouco
tempo apds a vacinacao (revisado em POWERS, 2018).

2.5.6 Vacinas de acidos nucleicos

Considerada como a mais recente plataformavacinal desenvolvida, as vacinas de acidos
nucleicos utilizam o proprio organismo dos individuos vacinados como sistema de sintese e
expressdo de antigenos codificados pelas sequéncias de DNA ou RNA do patégeno que
compBem a vacina. Assim, os antigenos sintetizados serdo identificados pelo sistemaimune do
hospedeiro e induzirdo uma respostaimune a partir da geracdo de anticorpos especificos contra
0 patdgeno de interesse (revisado em GAO; SONG; ZHANG, 2019; POLLARD; BIJKER,
2020).

O desenvolvimento de vacinas de DNA contra CHIKV foi iniciado com a utilizacdo de
plasmideos vetoriais contendo sequéncias consenso das sPs C, E1 e E2 do virus
(MUTHUMANI et al., 2008), evoluindo para uma segunda geragdo dessas vacinas, nas quais
esses plasmideos sdo utilizados como vetores do DNAc completo de cepas atenuadas
(HALLENGARD et al., 2014). A estratégia mais recente emprega plasmideos carreadores da
sequéncia codificante de AcMo anti-CHIKYV especifica para as proteinas de envelope do virus,
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0S quais permitem a geracdo de anticorpos ativos, servindo como uma abordagem tanto
terapéuticacomo preventiva(MUTHUMANI et al., 2016).

Vacinas de DNA apresentam como maior vantagem a capacidade de serem produzidas
de maneira simples e rapida, ja que esta € realizada de maneira sintética, além de permanecer
estavel, permitindo, assim, seu armazenamento e transporte por longas distancias. Essa
abordagem também é capaz de induzir imunidade tanto humoral quanto celular, representando
um progresso no &mbito das vacinas, quando comparada as abordagens vacinais tradicionais, e
sendo de grande utilidade quando a via de protecdo ao patdgeno ainda ndo foi caracterizada.
Entretanto, a possibilidade do DNA exdgeno se integrar ao material genético do individuo
vacinado, desencadeando uma resposta autoimune, assim como a deficiéncia no processo de
captacdo do DNA administrado, a necessidade de doses de reforco e do uso de adjuvantes na
formulacdo vacinal devido a baixa imunogenicidade gerada por essa abordagem em humanos
sdo algumas das desvantagens que podem ser citadas para essa abordagem (FERRARO et al.,
2011; revisadoem POWERS, 2018).

As vacinas baseadas em RNA desenvolvidas paraa prevencgdo de patdgenos infecciosos,
como os virus, podem ser classificadas como ndo replicantes e autoamplificantes. As vacinas
autoamplificantes utilizam vetores que carreiam sequéncias de RNA de fita simples positiva
capazes de codificar tanto o antigeno quanto as nsPs responsaveis pela maquinaria de replicacéo
viral, permitindo a amplificagdo intracelular do RNA. Assim, teoricamente, ocorre um unico
ciclo de replicacéo, porém sem o risco de gerar uma progeénie viral infecciosa apds a aplicacao
da vacina, ja que o vetor ndo carreia sequéncias dos genes codificantes das sPs. A partir dessa
abordagem, entdo, é possivel obter uma grande quantidade de antigenos mesmo quando
administrada uma pequena dose de vacina. Enquanto isso, as vacinas nao replicantes séo
constituidas somente pela sequéncia do gene que codifica o antigeno de interesse flanqueada
pelas regides 5° e 3’ ndo traduziveis. Essa alternativa apresenta uma produgdo mais simples e
mais barata, apesar de ser limitada quanto a duracéo e ao nivel de expressdo capaz de alcancar
(PARDI etal., 2018; WALLIS; SHENTON; CARLISLE, 2019).

Estudos ndo clinicos de vacinas de RNA contra CHIKV demonstraram que essa
abordagem foi capaz de proteger todos os camundongos utilizados no estudo contra o virus
apos Unica dose e de gerar uma forte resposta imune mediada por anticorpos em primatas ndo
humanos (revisado em GOYAL et al., 2018). Além disso, resultados preliminares de estudos
clinicos de fase | demonstraram a capacidade dessa plataforma vacinal em gerar anticorpos

neutralizantes nos humanos vacinados (SHAW et al., 2019).



48

Quando comparada as vacinas de DNA, a plataforma vacinal baseada em RNA é mais

suscetivel a degradacdo, o que demanda mais rigor durante as etapas de formulacdo e de

processamento e entrega de seus componentes vacinais no organismo dos individuos vacinados,

sendo necessario 0 emprego de alternativas protetivas que permitam que as moléculas de RNA

alcancem o citoplasma das células hospedeiras em sua forma integra (DEFILIPPIS, 2019).

Alem disso, para ser bem preservadas, essas vacinas necessitam de uma cadeia de frio muito

bem estruturada de armazenamento e transporte. Apesar dessas desvantagens, as vacinas de

RNA sdo muito mais seguras do que as de DNA, pois as moléculas de RNA néo sdo capazes

de gerar particulas virais infecciosas nem de se integrar ao material genético da célula

hospedeira, ja que seu processamento e degradacdo ocorrem, naturalmente, no citoplasma

celular. Por conta disso, essa pode ser considerada uma abordagem promissora para 0

desenvolvimento de vacinas virais. (ZHANG et al., 2019).

Quadro 1 - Relagéo das vacinas para o virus Chikungunya em fase de estudo clinico

Abordagem/ . Fase do estudo Estudo A
Plataforma N DEce clinico clinico R
. CHIKY inteiro inativado NCT0460313 | HARRISON et al.,
Inativada FIV 15562 por formalina | 1 1971
EDELMAN et al.,
181/25 é’:sggégi"r:‘a%d;% I NCT0310111 | 2000; LEVITTet al.,
(TSI-GSD-218) cultura de células MRC-5 (interrompida) 1 1986; MCCLAIN et
al., 1998
Atenuada NCT0238296
CHIKYV atenuado por '
VLA 1553 mutacdes nas proteinas 111 NCT0254672 \2/\(/)?5 SohIGGetal,
IEFE @ O NCT0478644
4
CHANG etal., 2014;
VRC- VLP de CHIKYV produzidas GOOetal., 2016;
CHKVLP059- em cultura de células 1 NCTO§56248 KAMetal., 20123,
00-VP HEK293 2012b; SUN et al.,
VLP 2013
VLP de CHIKYV produzidas
PXVX0317 | em cultura de células Sf21 1 NCTO?"'S?’% METZ etal., 2013
usando baculovirus
NCT0363508 | RAMSAUER et al.,
MV-CHIKV 1 6 2015
. Virus do sarampo
Vaito el codificando sPs de CHIKV BRANDLERetal.,
MV-CHIKV- " NCT0286158 | 2013; ROSSI et al.,
202 6 2019; REISINGER et
al., 2019
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ChAdOx1 Adenovirus de chimpanzé NCTO0359039
CHIK expressando sPs de CHIKV I 2 ErtiER e, 200

Acido mRNA-1388
nucleico (VAL-181388)

mRNA ndo replicante
encapsulado em lipossomas | NCTO§32507 SHAW et al., 2019
codificando sPsde CHIKV

Continuacdo Quadro 1

CHIKYV, Chikungunya virus; FIV, formalin inactivated vaccine (vacina inativada por formalina); MRC-5, linhagem
celularde fibroblasto de pulm&o humano; nsP3 e 6K, non-structural proteins (proteinas ndo estruturais); VVLP, virus-
like particle (particulasemelhante a virus); sPs, structural proteins (proteinas estruturais); mMRNA, messenger RNA
(RNA mensageiro). Fonte: Prépria autoria.

2.6 Deteccdo viral e diagnostico laboratorial

O diagnostico de infeccdo por CHIKV é feito, basicamente, através de critérios clinicos,
epidemioldgicos e laboratoriais. A detec¢do viral por meio de exames laboratoriais é crucial
para que a infeccdo nao seja confundida com outras doencas que apresentam manifestacdes
clinicas similares a da CHIK, sendo interpretada com base na resposta do sistema imune do
hospedeiro por meio da producdo de anticorpos especificos para o virus. Esses anticorpos
podem ser detectados por meio de métodos soroldgicos, apos a fase aguda da infeccéo, e na
cinética de viremia, onde é feita a deteccdo das particulas infecciosas presentes nos estagios
iniciais (fase aguda) da infeccdo, normalmente, entre o 5° e o0 10° dia pds-infecgdo e/ou do
material genético do virus (CAGLIOTI et al., 2013).

A deteccdo de anticorpos especificos para CHIKV baseia-se em diferentes métodos
soroldgicos, podendo ser citados como 0s mais empregados: ensaio de imunoabsor¢do
enzimatica (ELISA), ensaio de imunofluorescénciaindireta (IFA), inibicdo da hemaglutinacéo
(HI) e ensaio de neutralizacdo (Nt). Os ensaios de ELISA e IFA correspondem a técnicas
rapidas e sensiveis, capazes de detectar anticorpos especificos (IgM e IgG) para determinada
doenga (CHO et al., 2008; LITZBA et al., 2008; SAM; ABUBAKAR, 2006), enquanto 0s
ensaios de HI e Nt sdo alternativas para confirmacéo do resultado obtido por outros métodos,
porém sao incapazes de distinguir os anticorpos entre IgM e IgG. O ensaio de Nt é bastante
empregado por meio do teste de neutralizagéo por reducgéo de plaques (PRNT, do inglés plaque-
reduction neutralization test), o qual é capaz de detectar e quantificar anticorpos neutralizantes
(monoclonais e policlonais), determinando o percentual de reducdo da atividade viral (AZAMI;
MOI; TAKASAKI, 2016; BLACKBURN; BESSELAAR; GIBSON, 1995).

A habilidade de invadir a célulahospedeirae se replicar é a propriedade mais importante

de um virus. A quantificacdo da replicacdo viral € um meio essencial para caracterizar o
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comportamento de diferentes virus in vitro (GRIGOROV et al., 2011; ZANG et al., 2014).
Conhecer o perfil replicativo de um agente infeccioso em particular é extremamente relevante
para 0 desenvolvimento de imunobioldgicos ou abordagens terapéuticas. Por isso, para
quantificar a carga viral de particulas infecciosas sdo empregadas diversas técnicas ja
estabelecidas e outras ainda em desenvolvimento.

Os dois métodos mais comuns para quantificar a infectividade de virus que promovem
a lise celular sdo o ensaio de plaque e o ensaio de dose infectante em 50% da cultura de tecidos
(TCIDso, do inglés fifty-percent-tissue-culture-infective-dose) (CANNON et al., 2006;
FARKAS et al., 2008; WOBUS; THACKRAY; VIRGIN, 2006). Ambos se baseiam na
ocorréncia de efeitos citopaticos (CPE, do inglés cytopathic effects) em culturas celulares. O
ensaio de plaque é responsavel por quantificar as unidades formadoras de plaque (PFU, do
inglés plaque forming units) geradas a partir de uma particula viral. Ja TCIDso corresponde a
um ensaio de diluicao endpoint, que quantificaaconcentracao viral necessaria para causar CPE
ou matar 50% das células em culturas inoculadas com o virus estudado (SHAN et al., 2016).
Apesar de ensaios para a quantificacdo viral baseados em células serem os métodos mais
comuns, estes apresentam algumas limitacfes como a necessidade de um laboratorio com
cultivo celular bem estabelecido, demora nasua realizacdo, além de serem de dificil reproducao
em diferentes ambientes.

Abordagens moleculares, como as metodologias baseadas na reacdo em cadeia da
polimerase (PCR, do inglés polymerase chain reaction), tém sido desenvolvidas e exploradas
como métodos alternativos para identificar a presenca de diferentes virus, j que correspondem
atécnicas rapidas, sensiveis e reprodutiveis ao diagnostico de doengas em seus estagios iniciais.
Como pacientes infectados por CHIKV apresentam uma elevada carga viral no soro, a deteccdo
de material genético do virus é facilitada por meio dessas metodologias (PAROLA et al., 2006),
sendo consideradas cruciais para estudos de virologia.

A PCR quantitativa (qQPCR) e a reacdo em cadeia da polimerase de transcri¢cdo reversa
guantitativa (RT-qPCR, do inglés quantitative reverse transcription-polymerase chain
reaction) sdo os métodos de biologia molecular mais comumente utilizados para deteccao viral.
Atualmente, esses métodos somente identificam a presenca de fragmentos do genoma do
patdgeno especifico, o que sugere a infeccdo viral, porém ndo asseguram que a deteccédo do
segmento génico alvo foi realmente derivada de uma particula infecciosa. Além disso, genomas
virais sdo normalmente produzidos em excesso e muitos deles nunca se tornam virions

(SMITHER et al., 2013). Entretanto, testes de biologia molecular oferecem varias vantagens,
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incluindo: resultados rapidos que auxiliam na deteccdo viral durante surtos e na emergénciade
novas cepas; alta sensibilidade e especificidade; identificacdo de organismos resistentes e
correlagcdes mensuraveis para revelar a severidade de uma doenca. Tudo isso contribui para
decisdes clinicas terapéuticas oportunas e intervencdes precoces de controle de infeccOes
(EMMADI et al., 2011; ESPY et al., 2006).

Além do mais, a realizacdo de ensaio de plaque com soro descongelado, por exemplo,
pode gerar resultado falso negativo para alguns virus por conta do decréscimo de titulo viral
apos seu descongelamento. Portanto, conhecer a correlacdo entre ensaios baseados em culturas
de células e PCR garante a confiabilidade dos dados de viremia em estudos ndo clinicos e
clinicos, especialmente quando ndo é possivel realizar as analises com amostras frescas
(BORGES etal., 2019).

2.7 Principios basicos da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Desenvolvida na década 1980 (VALASEK; REPA, 2005), a PCR é uma técnica
realizada in vitro que permite a sintese de copias de &cidos nucleicos com base em um DNA
molde, também chamado de sequéncia alvo, a partir do emprego da enzima DNA polimerase
(DNApol), a qual encarrega-se de sintetizar uma sequéncia de DNA complementar (DNAc) a
sequéncia alvo, promovendo, assim, a amplificacdo de uma regido genémica especifica de
interesse (MULLIS, 1990). A PCR convencional baseia-se na analise “endpoint” dos produtos
de PCR, também chamados de amplicons, obtidos numa reacao, sendo considerada umatécnica
relativamente laboriosa, pois necessita de passos adicionais, como, por exemplo, a realizacdo
de eletroforese em gel para a detec¢do do produto da PCR obtido (NOLAN; HANDS; BUSTIN,
2006).

Com o avango das técnicas em biologia molecular, a metodologia de PCR evoluiu
bastante, ao ponto de possibilitar o acompanhamento em tempo real da amplificacdo do
contetdo de &cido nucleico desejado por meio da PCR em tempo real. O maior advento da PCR
em tempo real foi alcancado com a gPCR, que consiste na relagdo quantitativa, exponencial e
semiconservativa entre a concentracdo de sequéncia alvo presente no inicio da reacdo e a
quantidade de produto de PCR acumulada em cada um de seus ciclos (NOVAIS; PIRES-
ALVES; SILVA, 2004).

Para que a reacdo de qPCR aconteca é necessaria a acdo da enzima Taq polimerase

amplamente aplicada nesta técnica. Esta enzima corresponde a uma DNApol de acédo
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exonuclease, capaz de clivar o DNA molde a partir de sua extremidade 5°, permitindo a
amplificacdo de fragmentos de DNA especificos (DIDENKO, 2001). Além disso, a qPCR pode
ser combinada com o processo de transcricao reversa, sendo mais conhecida como RT-gPCR,
na qual esta presente a enzima transcriptase reversa, indispensavel em ensaios de deteccéo de
patdgenos que apresentam genoma RNA, por exemplo. Neste caso, a transcriptase reversa é a
responsavel por gerar um DNAc partir de uma fita simples de RNA molde. Esta variagdo da
metodologia de gPCR pode ocorrer em um ou dois passos. Enquanto na RT-gPCR de um passo
ou, do inglés, one-step, a sintese do DNAc e a amplificacdo da sequéncia alvo ocorrem em um
Unico tubo, na RT-gPCR de dois passos ou, do inglés two-step, essas etapas ocorrem
separadamente. Deve ser ressaltado que a RT-qPCR one-step é considerada mais eficiente, pois
reduz o risco de contaminagdo da amostra, a ocorréncia de possiveis variagdes entre ensaios e,
também, a degradacdo do material em caso de repetidos ensaios com uma mesma amostra
(NOLAN; HANDS; BUSTIN, 2006).

Nos ciclos iniciais da qPCR nao é possivel detectar as amplificacdes do DNA molde,
pois suas concentracdes ainda se encontram abaixo do baseline do sistema. Conforme a
concentragdo de amplicons aumenta, pode ser, entdo, observada a fase logaritmica, onde ocorre
0 aumento exponencial do produto da PCR, seguida da fase plateau, onde os componentes da
reacdo esgotam-se, impossibilitando novas amplificagdes (Figura4).

A concentracdo de amplicons produzidos em cada ciclo da reacdo é inversamente
proporcional ao numero de ciclos em que este foi detectado (BURNS et al., 2005). Logo, quanto
maior o numero de amplicons presentes na amostra, menor € o nimero de ciclos necessarios
para sua deteccdo e quantificacdo (GIULIETTI etal., 2001).

Diferentemente do que acontece na PCR convencional, a qual revela somente a presenca
ou ausénciade uma moléculaalvo ao final da reagdo — o chamado “endpoint”, a qPCR permite
a quantificacdo do namero inicial de moléculas alvo presentes numa amostra, comparando o
numero de ciclos necessarios para que a curva de amplificacdo alcance determinado limiar de
fluorescéncia (threshold), sendo este nimero denominado pelos termos threshold cycle (C) ou
quantification cycle (Cq), sendo este tltimo o mais utilizado (KUBISTA et al., 2006).

O quadro 2 contém a definicdo de alguns termos e parametros utilizados na interpretacao
da RT-gPCR.



Figura 4 — Representacdo grafica do evento de amplificagdo em uma corridade RT-qPCR.
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Na figura estdo sendo apresentadas as fases e os termos adotados em RT-qPCR. C;, threshold cycle; ARn,
normalizacdo de Rn. Fonte: Adaptadode ARYAetal., 2005.

Quadro 2 — Definigdo dos termos e parametros utilizados na RT-qPCR.

Termos e parametros importantes da RT-gPCR

Parametro

Definicao

Baseline

Corresponde a linha de corte ou base que define o que é considerado
ruido da reacéo, sinal fluorescente que se acumula, porém esta abaixo
do limite de deteccdo (LD) do aparelho, e o que é amplificacéo real.

ARn

E a proporcéo da intensidade de emissdo do sinal fluorescente
emitido pelo produto da PCR em cada tempo da reagéo, obtido
subtraindo Rn do baseline (ARn = Rn — baseline).

Threshold

Valor arbitrario limite estipulado pelo software de analise da reacéo
de acordo com a variabilidade do baseline , que pode ser modificado
manualmente para cada analise. O sinal fluorescente detectado acima
do threshold é considerado real e pode ser utilizado para definir o

quantification cycle (C) dareagdo.

Quantification cycle (C)

Corresponde ao ciclo onde o sinal fluorescente do reporter € maior
do que a deteccéo do threshold durante a fase exponencial da

amplificacdo.

Fonte: ARYAetal., 2005

A mensuracdo da amplificacdo da sequéncia alvo é feita por meio de um

oligonucleotideo, contendo um fluor6foro em sua extremidade 5°, desenhado de maneira que

seja capaz de hibridizar com a sequéncia alvo a ser detectada, atuando como sonda da reacao.

A deteccdo do produto de PCR é normalmente realizada pelo emprego de agentes quimicos
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capazes de interagir com a sequéncia alvo a ser analisada. Assim, podem ser empregados
corantes intercalantes de DNA de dupla fita (DNAdf) e sondas de hidrélise fluorescentes.

Os agentes intercalantes de DNAdf, por exemplo o0 SYBR Green®, como 0 proprio
nome diz, s6 emitem sinal fluorescente quando intercalam ao material genético, sendo a
intensidade da fluorescéncia dependente da quantidade de DNAdf presente na reagdo. Apesar
de apresentar baixo custo, este € um método inespecifico e de seletividade limitada, pois o
SYBR Green® é capaz de intercalar em qualquer tipo de DNAdf formado na reacao, como, por
exemplo, amplicons ndo especificos e com dimeros de primers, o que impede sua
implementacdo no diagnostico de diferentes alvos numa mesma reacéo (Figura 5) (ARYA et
al., 2005; NAVARRO et al., 2015). J& com as sondas de hidrolise fluorescentes, como a
TagMan®, isto ndo ocorre, pois para que esta gere um sinal fluorescente é preciso que ocorra a
hibridizacéo especificaentre a sonda e 0s primers senso e anti-senso complementares ao DNA
molde (Figura 6). Além dessa vantagem, as sondas de hidrolise fluorescentes podem ser
acopladas a diferentes corantes permitindo, assim, a deteccao de mais de uma sequéncia alvo
em uma Unica reagdo, como acontece na RT-PCR multiplex, onde diferentes sondas séo
desenhadas para diferentes alvos (ARYA et al., 2005).

Figura 5 - Anelamento de moléculas intercalantes de DNA e polimerizacdo da fitaduplade DNA

Anelamento e
polimerizacdo do
primer e da sonda

o <><><><>

Moléculas de corante SYBR®
Green nao ligadas

Fonte: Adaptado de ARYA etal., 2005.

O anelamento por complementariedade entre a sequénciaalvo e os primers permite que
aenzima DNApol acople-se a este segmento e exerca sua atividade de exonuclease, estendendo
uma fita complementar por meio de polimerizacdo utilizando os nucleotideos livres
componentes da reacdo (ARYA et al., 2005; HEID et al., 1996).
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No sistema TagMan®, o mais aplicado para ensaios de gPCR, a sonda € acoplada a dois
diferentes marcadores fluorescentes, um na extremidade 5°, conhecido como reporter ou donor,
e outro na extremidade 3’, chamado de quencher ou acceptor. Esta anela-se a uma sequéncia
de nucleotideos especifica presente na molécula alvo logo apos a do primer (CARDULLO et
al., 1988). A integridade da sequéncia determina a inibicdo da fluorescéncia do reporter pelo
quencher.

Durante a reacdo, a sonda hibridiza com a sequéncia alvo e, por acdo da enzima Taq
polimerase, esta ¢ clivadano sentido 5°-3°, separando o reporter do quencher e permitindo que
a fluorescéncia do reporter seja restaurada e emitida (Figura 6) (DIDENKO, 2001). O
comprimento de onda da fluorescéncia emitida pelo reporter é transferida e captada pelo
guencher através do principio conhecido como transferéncia de energia fluorescente por
ressonancia ou FRET, do inglés fluorescence resonance energy transfer (CARDULLO et al.,
1988). Conforme ocorre a clivagem da sonda pela enzima Taq polimerase, a intensidade do
sinal fluorescente aumenta exponencialmente e se acumula a cada ciclagem. Esse sinal
fluorescente é detectado, em tempo real, por meio de uma foto sensor presente no
termociclador, equipamento acoplado a um computador contendo software especifico capaz de
interpretar os sinais fluorescentes emitidos e construir graficos durante a amplificacdo da PCR,

como demonstrado na figura4 (HEID et al., 1996).

Figura 6 — Estrutura e mecanismo de acéo da sonda de hidrolise do tipo TagMan.
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DNAc, DNA complementar. Fonte: Adaptado e modificado de NAVARRO et al., 2015.

A quantificacdo absoluta de amplicons em uma amostra desconhecida é realizada por
meio da mensuragdodo Cq e do uso de uma curva padrdo para determinar o nimero de copias
iniciais existentes na reacdo de amplificacdo. O emprego de uma curva padrao € aplicado em
casos nos quais a quantificacdo absoluta € critica como, por exemplo, para ensaios de
quantificacdo da carga viral em uma amostra desconhecida (BORG et al., 2003; CASTELAIN
etal., 2004; LIN et al., 2004).
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A forma mais comum empregada para a construcdo de uma curva padrdo € por meio da
utilizacdo de um plasmideo contendo a sequéncia alvo desejada, do qual é feita uma diluicéo
seriada que servira como base para a quantificacdo do nimero de copias de material genético
em uma amostra. Além desta, uma outra maneira de construcdo de curva padrdo € por meio de
oligonucleotideos sintéticos, comercialmente adquiridos, na forma de fita simples
correspondentes ao amplicon que se deseja quantificar (ARYA et al., 2005). Embora ambas as
alternativas de curva padrdo sejam eficazes, a utilizacdo de uma curva plasmidial apresenta
algumas vantagens, como facil producao, estabilidade e baixo custo (KRALIK; RICCHI, 2017).

A capacidade de quantificar o produto resultante das diversas amplificagcdes na qPCR
esta diretamente associado a sua capacidade qualitativa em identificar a positividade ou
negatividade da sequéncia de interesse em determinada amostra. A complementariedade destas
capacidades permite a obtencdo de uma resposta adequada frente ao resultado obtido em um
ensaio de qPCR dedicado a investigacdo de uma infeccao viral, por exemplo.

Este método é importante para estudos epidemiologicos devido a sua capacidade de
quantificar a presenca de &cidos nucleicos de um patdégeno em uma Unica reagdo, indicando
uma infecgéo ativa (CHIAM etal., 2013) em uma ampla faixa de quantificagao (KLEIN, 2002);
por apresentar maior sensibilidade analiticaem comparacdo a métodos tradicionais de avaliacdo
da carga viral (MACKAY; ARDEN; NITSCHE, 2002); para o estabelecimento de protocolos
terapéuticos adequados em casos de reativacdo ou persisténcia na progressao de uma doenga
(EMMADI et al., 2011); bem como método alternativo complementar aos métodos tradicionais
paraa avaliacdo da poténciade vacinas (KUMAR et al., 2018).

A metodologiade gPCR apresenta-se como um método sensivel, preciso, reprodutivel,
de rapidaanalise e com baixo risco de contaminacao, capaz de detectar e mensurar, de maneira
confiavel, os produtos de PCR obtidos ao longo de cada ciclo da reacdo proporcionalmente a
quantidade inicial de DNA molde adicionado a reacdo e obter resultados com maior rapidez,
quando comparada a técnica de PCR convencional (KUBISTA et al., 2006; MORILLO et al.,
2003; NOVAIS; PIRES-ALVES; SILVA, 2004). Além disso, € comumente utilizada para
diferentes propositos, como para a identificacdo de patdgenos e para a quantificacao da carga
viral em uma amostra (CHIAM et al., 2013; WAGGONER et al., 2018), seja ela proveniente
de um individuo infectado ou até mesmo de um formulado vacinal.

A aplicacdo da metodologia de gPCR para 0 acompanhamento da carga viral em vacinas
é uma alternativarapida, precisae reprodutivel (KUMAR et al., 2018), permitida pela Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), desde que sejam cumpridos todos 0s parametros
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exigidos no processo de validacdo do método (ANVISA, 2019) para que os resultados obtidos
sejam considerados seguros.

A producdo de vacinas € uma atividade rigorosamente monitorada quanto a sua
esterilidade, pureza e poténcia, devendo passar por uma série de critérios em cada uma das
etapas do ciclo produtivo até seu licenciamento e liberagdo para o publico. Por isso, diversos
ensaios analiticos sdo utilizados para o0 monitoramento e caracterizagdo das etapas de
desenvolvimento, producdo e vigilancia, de acordo com a abordagem vacinal empregada
(WOLF; WANG; WANG, 2007).

Métodos baseados em PCR tém sido cada vez mais utilizados no desenvolvimento de
vacinas, na liberacéo e caracterizacdo de suprimentos vacinais, em estudos de avaliacéo de
seguranca em estudos ndo clinicos e na analise de amostras em ensaios clinicos. Portanto, para
gue uma vacina seja disponibilizada ao publico esta deve atender parametros estabelecidos por
orgaos regulamentadores de produtos biofarmacéuticos, que devem ser avaliados por uma série
de ensaios compreendidos no processo de validacdo (WOLF; WANG; WANG, 2007).

A partir do aumento da disponibilidade de métodos de diagndstico molecular de elevada
complexidade, a validagcdo destes tem apresentado desafios significativos (WOLF; WANG,;
WANG, 2007). Para os ensaios de PCR, alguns aspectos criticos como selecdo de controles
positivo e negativo, controles internos e de inibicdo, 0 nimero aceitavel e o tipo de amostra
devem ser avaliados (ESPY et al., 2006).

2.8 Validacédo da metodologiade RT-gPCR

Com o objetivo de garantir que um método analitico obtenha resultados confiaveis sobre
uma determinada amostra em estudo, este deve ser submetido a avaliagdo de desempenho
através de diferentes estudos contemplados num processo denominado validacéo, o qual tem
como objetivo demonstrar que 0 método aplicado é adequado para o propésito pretendido, seja
ele uma determinacdo qualitativa, semi-quantitativa ou quantitativa de um determinado analito
(ANVISA, 2017).

O processo de validacdo da metodologiade PCR € uma etapa essencial e indispensavel
para sua implementacdo. Seu estabelecimento visa garantir a qualidade dos resultados
atingidos, os quais devem se apresentar dentro dos parametros analiticos exigidos pelas
agéncias regulamentadoras para que seja comprovadaa conformidade tanto do objetivo quanto
do desempenho do ensaio realizado (BURD, 2010; BUSTIN et al., 2009).
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Duas sdo as agéncias brasileiras responsaveis pela regulamentacdo da validacdo de
ensaios laboratoriais, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto
Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO). Apesar de ambas ditarem 0s
pardmetros de aceitacdo para cada método especifico, estas ndo utilizam nomenclaturas
universais para os parametros avaliados, apresentando variacGes nas expressdes empregadas e,
quando comparadas aos diversos guias de métodos de validagdo disponiveis e estabelecidos em
outros paises, demonstram diferencas quanto aos parametros que devem ser avaliados.

Atualmente,a ANVISA apresenta dois documentos complementares, as Resolucdes de
Diretoria Colegiada (RDC) n° 27 e n° 166, que ditam os parametros que devem ser atendidos
para a validagéo de métodos laboratoriais. A RDC n° 27, estabelecida em 2012, contempla as
exigéncias para validacGes bioanaliticas que utilizam matrizes complexas de origem bioldgica,
ou seja, matrizes compostas por um nuamero indefinido de substancias variadas, com a
finalidade de estabelecer os requisitos minimos a serem empregados em estudos para registroe
pos-registro de medicamentos no pais. No entanto, em seus artigos 3° e 5°, respectivamente,
fica explicito que esta dedica-se a métodos cromatograficos e que os ensaios aplicados podem
ser ajustados ou modificados, atendendo aos fundamentos desta Resolugdo, quanto a validacao
de metodologias alternativas (ANVISA, 2012). Ja a RDC n° 166, de 2017, abrange métodos
analiticos utilizados em todas as fases de producédo de insumos farmacéuticos, medicamentos e
produtos biologicos, como ensaios bioldgicos e imunobioldgicos, com excecdo dos métodos
microbiologicos (ANVISA, 2017).

A falta de consenso acerca da melhor maneira de executar e interpretar os resultados de
experimentos de gPCR e de detalhes experimentais, impede a avaliacdo critica sobre a
qualidade desses resultados. Exemplos desse impasse é o fato de que, enquanto a ANVISA
preconiza os parametros de precisdo, exatiddo, curva de calibracdo, efeito residual, efeito
matriz, seletividade e estabilidade no processo de validacdo analitica (ANVISA, 2012), o
INMETRO por meio de seu documento DOQ-CGCRE-008, que ditaos parametros que devem
ser aplicados na validacdo de métodos analiticos, inclui também a realizagdo de ensaios de
limite de deteccdo (INMETRO, 2020).

Por conta das diversas divergéncias encontradas em artigos sobre validacdo de métodos
de qPCR, em 2009, foi realizada a publicacdo de um guia abordando o conjunto de diretrizes
que descrevem o minimo de informacgdes necessarias para a avaliacdo de experimentos de
gPCR, o Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments
(MIQE) (BUSTIN et al., 2009).
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Nos altimos anos, alguns guias abordando tépicos importantes para a avaliacdo do
desempenho a ser considerado ao longo do processo de validacdo de métodos que empreguem
técnicas baseadas na amplificacdo de acidos nucleicos foram publicados por agéncias
internacionais, podendo ser citadas as publicagcdes realizadas pela U.S. Environmental
Protection Agency (EPA), pela U.S. Food and Drug Administration (FDA) e pela European
Medicine Agency (EMA) (EMA, 2015; EPA, 2016; FDA, 2019).

Portanto, com o intuito de atender as particularidades acerca dos parametros analiticos
exigidos para a metodologia de gPCR que ndo sdo abordadas nos documentos ofertados pelas
agéncias regulamentadoras brasileiras, decidiu-se por incluir no estudo de validagéo alguns
pardmetros contemplados em documentos internacionais que permitam a obtencdo de
resultados mais consistentes para o desenvolvimento, producdo e acompanhamento de projetos
de vacinas contra o0 CHIKV.

Assim sendo, os parametros aplicados no estudo serdo:

e Eficiénciade extracdo;

e Curva de calibracdo;

e Eficiénciade amplificacéo;

e Faixalinear;

e Limitede quantificagédo (LQ);

e Preciséo;

e Exatiddo;

e Sensibilidade analiticaou Limite de deteccao (LD 95%);

e Especificidade analitica ou Seletividade.

2.8.1 Eficiénciade extracdo

A eficiéncia de extragdo corresponde ao pardmetro que demonstra se 0 processo de
extracdo aplicado no método é satisfatorio e reprodutivel, levando em consideracdo a matriz
utilizada. Além disso, nesta etapa também devem ser testadas amostras negativas, ou controles,
para o alvo desejado na intengéo de garantir a ndo ocorréncia de contaminagédo cruzada durante
a execucéo do ensaio (FDA, 2019).

Os controles de extracdo de ensaios que incluem o procedimento de extracdo de acidos
nucleicos devem ser capazes de detectar erros decorrentes do processo. A preparacdo desses

controles consiste em amostras contendo o analito de interesse, em baixa concentracdo, na
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matriz apropriada ao método. Estas amostras sao submetidas a corridas em paralelo com as
amostras que se deseja analisar (BURD, 2010).

Em metodos moleculares, ainibic¢do pode ser decorrente de diferentes fatores endogenos
ou exogenos a amostra em analise, gerando resultados falso-negativos e sendo necessario o
emprego de controles internos & reacdo. Esses controles servem como indicadores de inibicao
e devem ser ajustados em concordancia com a menor concentracdo de analito capaz de ser

detectado pelo método com o objetivo de evitar a reducéo de sua sensibilidade (BURD, 2010).

2.8.2 Curva de calibracdo, eficiéncia de amplificacdo e faixa linear

A curva de calibracdo estabelecida para um processo de validacdo deve ser constituida
por diluicGes seriadas de concentrac¢Bes conhecidas do produto de PCR ou de um plasmideo
purificado que apresente a sequéncia alvo de interesse (RUTLEDGE; COTE, 2003), a qual é
responsavel por relacionar a respostaobtida pelo instrumento de medi¢do com a concentragao
conhecida do analito em investigacdo (ANVISA, 2012). A partir dela € possivel realizar a
avaliacdo de alguns parametros indispensaveis ao estabelecimento do método, como eficiéncia
de amplificacdo (E) do método, faixa linear que este compreende e seus limites inferior e
superior de quantificagdo do método (EPA, 2016; FDA, 2019).

A eficiéncia de amplificacdo (E) avalia a capacidade do método em amplificar a
sequéncia alvo desejada, sendo estimada por meio do coeficiente angular (slope) obtido pela
equacdo de regressao linear da curva de calibracdo. Este pardmetro compreende o intervalo
entre 0 e 1 (0-100%), onde E = 1 indica que o numero de cépias de DNA duplicou em cada
ciclo da reacdo, revelando que o método é detentor de 100% de eficiéncia (BROEDERS et al.,
2014; JOHNSON; NOLAN; BUSTIN, 2013).

Além disso, a determinacdo da eficiéncia de um ensaio de PCR utilizando uma curva
padréo permite identificar a presencade inibidores dareacéo, a ocorrénciade erros de execugdo
da PCR como, por exemplo, erro de pipetagem, ou até mesmo indica que o ensaio deve ser
otimizado. Essa analise torna-se possivel através do coeficiente de determinacéo (R?), o qual
deve ser maior do que 0,98 indicando eficiéncia satisfatoria da reacdo (BROEDERS etal., 2014;
JOHNSON; NOLAN; BUSTIN, 2013; FDA, 2019).

A ANVISA determina que para métodos analiticos devem ser avaliadas, pelo menos,

trés curvas de calibracdo que apresentem, no minimo, seis amostras de diferentes
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concentracdes, enquanto a EPA, mais especifica, indicaa necessidade de cinco a oito diluicdes,
em fator 10, para o intervalo de concentragdes utilizadas na PCR (ANVISA, 2012; EPA, 2016).

A faixa linear de um método compreende o intervalo entre 0 maior e 0 menor nimero
de codpias de acido nucleico quantificaveis (limites inferior e superior de linearidade,
respectivamente), estabelecido pela curva de calibragdo empregada no método. O MIQE
determina que esta deve compreender, pelo menos, trés ordens de magnitude e alcancar
concentracdes de cinco ou seis logio (BUSTIN et al., 2009).

Também denominada como intervalo de quantificacdo, a faixa linear é definida pela
EPA como o intervalo de concentragdes de acidos nucleicos alvo capazes de serem detectados
e que apresentem um nivel aceitavel de precisao, exatiddo e especificidade. Na gPCR a faixa
linear é determinada pelo R?, medida estatistica que indica o quanto a regressdo linear se
aproxima dos valores de Cq obtidos de repetidos testes da curva de calibragcdo empregada no

método, sendo R? = 1 (100%) o ajuste perfeito para a reta de regressdo (EPA, 2016).

2.8.3 Precisdo

A ANVISA consideraprecisao como o parametro capaz de avaliar a proximidade entre
os resultados obtidos por repetidas aferi¢fes de véarias aliquotas de uma mesmaamostra matriz,
enquanto a FDA, além de considerar analises de uma mesma amostra, também admite a
concordancia de resultados com amostras semelhantes, sob condicao especifica (ANVISA,
2017; FDA, 2019).

A precisdo é expressa por meio da repetibilidade, da precisdo intermediaria e da
reprodutibilidade. A repetibilidade representaa concordancia nos resultados obtidos dentro de
uma unica corrida analitica, sendo o ensaio realizado por um Unico analista utilizando os
mesmos instrumentos. A precisdo intermediéria corresponde a concordancia dos resultados
obtidos em um laboratério a partir da analise de resultados obtidos em, pelo menos, dois dias
diferentes e por analistas e/ou equipamentos diferentes. Ja a reprodutibilidade consiste na
concordancia entre os resultados obtidos em diferentes laboratérios a partir de estudos
colaborativos ou na padronizacao de determinada metodologia (ANVISA, 2017).

Conforme a RDC n° 27 da ANVISA, a precisao deve ser determinada em uma mesma
corrida (intracorrida) e em, pelo menos, trés corridas diferentes (intercorridas) em dias distintos,
nas quais devem ser realizadas, no minimo, cinco replicatas utilizando cinco ou mais
concentracdes do analito (ANVISA, 2012).
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A precisdo ndo apresenta como um valor numérico e € expressa qualitativamente como
alta, média ou baixa, por meio do DPR ou CV%, medidas estatisticas de imprecisdo, que
correspondem a dispersdo de resultados sob condicdes especificas de andlise, utilizando a
analise de variancia (ANOVA) mais adequada para 0 método (BURD, 2010).

2.8.4 Exatidado

A exatidao é definida, tanto pela ANVISA quanto pelo FDA, comoa concordanciaentre
o resultado de um ensaio e um valor de referéncia (ANVISA, 2012; FDA, 2019). Mais
especificamente para a metodologia de qPCR, a EPA a define como a capacidade do método
em quantificar corretamente um nimero de alvos de DNA presentes em uma amostra, quando
esta é comparada com uma amostra de referéncia apresentando uma quantidade conhecida de
moléculas alvo (EPA, 2016).

Este parametro aplica-se a métodos que tem como objetivo, por exemplo, o diagndstico
de doencas, a confirmacéo de um diagndstico soroldgico e a avaliacdo do efeito de determinada
terapia (BURD, 2010), o qual deve ser determinado em uma mesma corrida analitica (exatiddo
intracorrida) e em, pelo menos, trés corridas diferentes (exatiddo intercorrida) em dias distintos
com base em um material de referéncia. Cada uma das corridas deve conter, no minimo, cinco
replicatas utilizando, pelo menos, cinco diferentes concentracdes do analito de interesse
(ANVISA, 2012).

2.8.5 Limitede quantificacdo (LQ)

O limite de quantificacdo (LQ) compreende os limites inferior e superior de
quantificacdo, que sao definidos, respectivamente, como a menor e maior quantidade de um
analito que pode ser medido e quantificado com precisdo e exatiddo aceitaveis, sob as condi¢des
experimentais do método (ANVISA, 2012, 2017; NCCLS, 2004).

Normalmente, o LQ é determinado como o limite de detec¢do (LD) por meio de
replicatas de amostras diluidas e analisado na forma de coeficiente de varia¢do (CV%), o qual,
para gPCR, consideram-se valores menores do que 25% (KRALIK; RICCHI, 2017).

2.8.6 Sensibilidade analiticaou Limite de detecgdo (LD)

A sensibilidade analitica é um parametro critico nos ensaios de qPCR, a qual se refere

ao menor numero de moléculas de DNA alvo que podem ser detectadas e distintas de um
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resultado negativo, porém, ndo necessariamente quantificadas, sendo calculado com base na
curva de calibracdo do método, permitindo, assim, a definicdo da faixa limite do ensaio
(BUSTIN; NOLAN, 2004; ANVISA, 2017).

A sensibilidade analitica é expressacomo limite de deteccdo (LD) sendo, normalmente
realizada de maneiraempirica, por meio de dilui¢des seriadas do alvo em uma matriz especifica
contendo uma concentracdo do alvo, que esteja dentro da faixa de linear, e definido como a
diluicdo onde é possivel detectar a presenca do alvo em 95% das replicatas (BURD, 2010;
BUSTIN et al., 2009; KRALIK; RICCHI, 2017).

A sensibilidade analitica é bastante relevante, pois determina um método como uma
poderosa ferramenta utilizadas para o diagnéstico de doencas infecciosas e para a determinacao
do tratamento dessas doencas. Por conta da sua relevancia, deve estar presente tanto em
métodos quantitativos, quanto em métodos qualitativos por representar um parametro
importante para a avalia¢do da performance da técnica que se aplica. Pelo fato de se basear na
concentracdo do analito mensurado, quanto menor for a quantidade detectada de analito, maior
é a sensibilidade analitica do ensaio utilizado. Na maioria das vezes, o LD corresponde a um
valor abaixo da faixa de linearidade do ensaio e é menor do que o limite inferior de

quantificacdo (LIQ), ndo podendo ser superior a este (BURD, 2010).

2.8.7 Especificidade analitica ou Seletividade

Assim como a sensibilidade analitica, a especificidade analiticade um método também
é um parémetro critico nos ensaios de gPCR. Este refere-se a capacidade apresentada pelos
primers utilizados nas reacdes de PCR de se anelarem somente ao alvo de interesse. Este baseia-
se nos conceitos de inclusédo, definida como a habilidade do método em detectar uma ampla
variedade de alvos correlatos ou mesmo cepas ou isolados de um determinado alvo, e de
exclusividade, que corresponde a capacidade do método de distinguir o alvo de interesse entre
alvos similares capazes de gerar reacdo cruzada (KRALIK; RICCHI, 2017).

Apesar de ser denominada como seletividade pelas agéncias regulatérias brasileira e
europeia, ANVISA e EMA, a especificidade analitica compartilha da mesma teoria também
com a FDA, sendo descrita como a capacidade de um método de diferenciar ou quantificar o
analito de interesse, de maneira inequivoca/exclusiva, mesmo na presenca, por exemplo, de
impurezas, diluentes e componentes da matriz contidos na amostra (ANVISA, 2012, 2017,
EMA, 2015; FDA, 2019).
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EMA e EPA incluem em seus guias defini¢cdes do parametro especificas para 0 método
de PCR. Segundo a EMA, a especificidade analitica é definida como a habilidade do método
de PCR em discriminar o alvo de interesse entre diferentes sequéncias alvos (EMA, 2015).
Além disso, a EPA, em seu documento base Microbiological Methods of Analysis, destaca
diversos fatores que podem impactar na especificidade analitica do método de PCR, sendo
citados, de modo geral, variagdes e interferéncias nos primers utilizados, na matrizempregada
para 0s ensaios, na concentracdo da sequéncia de interesse, na etapa de extracdo, na composicao

e concentracdo dos insumos, e na temperatura de ciclagem adotada para o ensaio (EPA, 2016).

2.8.8 Cenario dos estudos de validacdo de gPCR para o desenvolvimento de vacinas virais

Com base no panorama atual relacionado ao desenvolvimento e estabelecimento de
metodologias capazes de identificar e quantificar o CHIKV que possam ser empregadas no
desenvolvimento de projetos de vacinas contra este virus, muitas dificuldades ainda sdo
enfrentadas devido a variabilidade de resultados apresentados pelos métodos amplamente
utilizados para este fim. Aliado a este fato, também ha a necessidade da implementacdo de
métodos que apresentem elevada sensibilidade e especificidade para a obtencéo de resultados
confiaveis ao longo de todas as etapas de desenvolvimento, produgdo e monitoramento de
vacinas virais.

Diante dessa necessidade, técnicas de biologia molecular,como a qPCR, tém sido cada
vez mais aprimoradas e empregadas no estudo de vacinas virais nas ultimas décadas, abrindo
novos caminhos para mitigar essas questdes. Entretanto, por ndo existir um documento
dedicado ao esclarecimento e normatizacao dos parametros a serem avaliados nas etapas da
gPCR para o estudo e desenvolvimento de vacinas virais, uma série de interpretacfes podem
ocorrer, impedindo o consenso nos resultados apresentados em cada estudo e fazendo
necessaria validacdo do método aplicado.

Assim, neste trabalho, a técnica de RT-qPCR foi submetida ao estudo de validagdo que
consistiu em um compilado de parametros, além daqueles exigidos pela ANVISA para 0s
métodos bioanaliticos disponiveis, possibilitando, assim, um monitoramento mais robusto das
diversas etapas de desenvolvimento e producéo de uma vacina contra o CHIKV. Além disso, o
estabelecimento de um ensaio de RT-gPCR devidamente validado para este virus confere a Bio-
Manguinhos a capacidade de atender de maneira rapida e eficiente as demandas de salde
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publica, mantendo seu elevado padrdo de qualidade com relacdo aos produtos e servigos

oferecidos a sociedade.
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3 JUSTIFICATIVA

Como ja foi abordado anteriormente, a emergéncia e reemergéncia de diversas
arboviroses representam um grande desafio a ser enfrentado pelas agéncias de saude publica ao
redor do mundo. Ha algumas décadas, 0 CHIKV vem causando grandes impactos em diferentes
ambitos da sociedade (HOSSAIN et al., 2018; KURI-MORALES et al., 2015; NAVA et al.,
2017) por conta de seu comportamento debilitante em individuos infectados. Neste contexto,
nos ultimos anos, diversos esforcos de pesquisadores e 6rgdos de satde tém sido realizados em
busca de alternativas que levem ao desenvolvimento de imunobioldgicos paraa prevencgéo e/ou
tratamento dos individuos que por elas sdo acometidos (REYES-SANDOVAL, 2019; REZZA,;
WEAVER, 2019).

O antigeno viral é detectado basicamente por técnicas que envolvem a infeccdo viral em
cultivo celular. Apesar de serem capazes de mensurar a quantidade de particulas infecciosas, as
metodologias baseadas em cultivo celular demandam maior tempo para a obtencdo de
resultados, além de serem laboriosas e, muitas vezes, ndo apresentarem reprodutibilidade
favoravel devido as condicdes de cultivo de acordo com o patégeno em estudo. Com base nesses
fatores, se faz importante a implementacdo de uma metodologia de RT-qPCR mais especifica
e sensivel e que atenda a todos os parametros preconizados pela ANVISA. Esse método
quantitativo visa contribuir em futuros projetos de desenvolvimento tecnoldgico em vacinas,
pois, além de avaliar a replicacdo viral em ensaios ndo-clinicos, podera também contribuir para

0 monitoramento das diferentes fases de produc¢édo de uma vacina para CHIKV.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Padronizar métodos de propagagdo e quantificagcdo do virus Chikungunya a fim de

avaliar o potencial replicativo do virus e a aplicacdo desses métodos em projetos de

desenvolvimento de vacinas.

4.2  Especificos

a)
b)

c)
d)
e)
f)

9)

Identificar a linhagem viral de CHIKV empregada nos ensaios;

Avaliar a proliferacdo do CHIKV por meio de cinéticaem culturas de células Vero;
Titular CHIKV por meio da metodologia de ensaio de plaque;

Quantificar CHIKV por meio da metodologiade RT-gPCR;

Comparar as titulacbes obtidas por ensaio de plaque (PFU/mL) e RT-gqPCR
(copias/mL);

Avaliar a eficiénciado método de RT-gPCR para a determinacéo da carga viral de
CHIKV.

Aprimorar o desempenho da metodologia visando validar o ensaio de quantificacéo
viral por RT-qPCR para CHIKV.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Biosseguranca

Todos os ensaios foram devidamente realizados de acordo com as normas de
biosseguranca, a partir do uso de equipamentos de protecdo individual e coletiva em laboratorio
de nivel de biosseguranca 2 (NB2). Amostras de células e virus foram manipuladas e
processadas em cabines de seguranca bioldgica previamente desinfetadas com etanol a 70% e
submetidasa radiacdo ultravioleta por 15 min. Todos os procedimentos de biologia molecular
foram realizados em salas separadas de fluxo unidirecional, destinadas a cada uma das etapas

de extracdo do RNA viral, obtencdo de DNAC e realizacdoda RT-gPCR.

5.2  Linhagem celular

Células Vero, uma linhagem celular derivada de rim de macaco verde africano da
espécie Cercopithecus aethiops (ATCC CCL-81), foram cultivadas em estufaa 37 °C e 5% CO,
em meio de cultura 199 Earle suplementado com 40 pg/mL de sulfato de gentamicinae 5% de
soro fetal bovino (SFB) inativado, ajustado para 4 mM de L-glutamina (todos da Gibco®BRL,

Invitrogen, Life Technologies, Paisley, U.K.) para cultivo do virus e ensaios de titulacdo viral.

5.3 Virus

Para o estudo de padronizacédo e validacdo da RT-gPCR foram necessarios, além do
virus CHIKV, outros virus para a avaliacdo de determinados parametros exigidos pelos 6rgdos
regulamentadores. Assim, foram preparados bancos de trabalho desses virus, demonstrados no

quadro 3, cada um com seu respectivo titulo viral/concentracéo.

Quadro 3 - Virus utilizados nos ensaios de cultivo, titulacdo viral e RT-gPCR executados pelo LATEV.

Virus Fonte Titulo viral/Concentracgéo

Virus Chikungunya SISGEN AF444 A7 (21/09/2018) 2,14 x 108 copias/uL

. . Isolado de paciente na Paraiba )
Virus Zika 1,60 x 107 copias/uL
(ZIKV PB81 - Gene Bank KX280026)
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Dengue 1

1,58 x 107 cOpias/reacdo
Dengue 2

Virus Dengue 1,68 x 107 copias/reacdo
(Sorotipos1,2,3e4) Dengue 3

2,27 x 107 copias/reacdo

Dengue 4
Fornecidospelacolecdodo LATEV —
Instituto de Tecnologiaem
Imunobioldgicos —

1,18 x 107 cOpias/reacdo

Virus Febre Amarela

Bio-Manguinhos/Fiocruz 8,53 x 107 copias/uL
vacinal 17DD
Virus Caxumbavacinal
6,4 Logio PFU/mL
cepaJeryl Lynn
Virus Sarampo vacinal
7,72 Logio PFU/mL

cepa Schwartz

Virus Rubéola vacinal

. 5,98 Logio CCID50
cepa WistarRA27/3

Continuacdo do Quadro 3

Relacdo dos virus utilizados para os ensaios de validacdo da RT-qPCR para o virus Chikungunya. Fonte: LATEV
— Bio-Manguinhos

54  Propagacéo viral

O virus Chikungunya (CHIKV) foi gentilmente cedido pelo Dr. Ricardo Lourenco
(Laboratorio de Mosquitos Transmissores de Hematozoarios, Instituto Oswaldo Cruz,
FIOCRUZ) a partir do isolamento de uma amostra clinica. Para a constru¢do de um banco de
trabalho de CHIKYV, este foi cultivado em células Vero em meio de cultura 199 Earle a 37 °C
em atmosfera imida contendo 5% CO,, em condic¢des assépticas, com multiplicidade de
infecgdo (MOI, do inglés, multiplicity of infecction) de 0,01 predeterminado. O banco de
trabalho foi coletado no segundo dia pés-infeccdo (d.p.i.) e o volume total do sobrenadante das
culturas foi ajustado para 8% de D-sorbitol (SigmaAldrich, Darmstadt, Germany). Em seguida,
este foi submetido a esterilizagdo por meio de filtros de 0,22 um (Stericup® filter, Merk
Millipore, Burlington, Massachusetts, EUA), aliquotado e armazenado a -80 °C ate a realizacdo
dos ensaios.

Posteriormente, o virus foi sequenciado e o titulo do banco de trabalho de CHIKYV foi

determinado por meio de ensaio de plaque. As aliquotas deste banco de trabalho foram


https://www.google.com/search?safe=active&rlz=1C1GCEB_enBR871BR871&q=burlington+massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MKoyLjMtUuIEsQ1zjXILtbSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFi1glkkqLcjLz0kvy8xRyE4uLE5MzSotTS0qKd7AyAgAveiiZYwAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjB4oyXibvnAhWRGbkGHVg8B4cQmxMoATAXegQIDRAK
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utilizadas no ensaio de cinética viral e, também, para a constru¢do dos painéis de diluicéo
utilizados para a quantificacdo e determinacdo das concentragdes virais aplicadas nos ensaios
de precisdo, exatiddo, sensibilidade analitica/limite de deteccdo e especificidade

analitica/seletividade.

55  Determinacdo do titulo viral

Células Vero foram cultivadas em placas de seis pogos na concentracdo de 6 x 10*
células/cm? e mantidas por 24 h como descrito acima. No dia seguinte, o meio de cultura foi
cuidadosamente aspirado e dilui¢Oes seriadas de suspensdes virais obtidas a partir do banco de
trabalho ou dos ensaios de cinética viral foram diluidas em meio de cultura livre de SFB e
adicionadas as monocamadas celulares. As placas foram incubadas a 37 °C com 5% CO, por
1h, sob suave agitacdo de 15-15 min, para a adsorcdo viral. Apds o tempo de incubacao, o
inoculo foi removido e as monocamadas foi adicionado meio semissolido 199 Earle, contendo
2% de carboximetilcelulose (CMC) e suplementado com 5% SFB inativado, 40 pg/mL de
sulfato de gentamicina e 0,4% de anfotericina B, e incubadas em 37 °C com 5% CO; por 2 dias.
Apos o periodo de incubacdo, as culturas foram fixadas com 5% de formaldeido por, pelo
menos, 2h e, entdo, coradas com 0,04% de cristal violeta por 30 min para a visualizagéo e

contagem dos plaques obtidos.

5.6  Sequenciamento viral e alinhamento

O sequenciamento do CHIKV foi realizado em colaboracdo com o Laboratério de
Tecnologia Recombinante (LATER), onde uma aliquotado virus replicado em células Vero foi
submetida a analise de sequenciamento genético com o objetivo de verificar a qual linhagem
pertence o virus empregado no estudo. Para isto, a suspensao viral foi submetidaa extracao do
RNA viral e amplificacdo por meio do ensaio de RT-gPCR. Em posse do produto de PCR, este
foi submetido & purificacdo e, em seguida, & reacdo de sequenciamento utilizando o kit
BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing, realizado no sequenciador automatico 3500XL
Genetic Analyzer (ambos da Thermo Fisher, Waltham, MA USA) e analisado através do
software DNASTAR versao 5.05.

Apbs a andlise e obtencdo da sequéncia genética do virus, esta foi submetida ao

alinhamento pelo programa online da familia Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) na
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pagina do National Center for Biotechnology Information (NCBI) entre as sequéncias de DNA
depositadas no banco de dados (GenBank), para identificacdo da linhagem viral utilizada nos

ensaios.

5.7  Cinéticade replicacéo viral

Células Vero foram semeadas em frascos estéreis na concentracao de 6 x 104 células/cm?
e cultivadas por 24 h em meio de cultura 199 Earle suplementado com 40 pug/mL de sulfato de
gentamicina e 5% de soro fetal bovino (SFB) inativado, ajustado para 4 mM de L-glutamina
(todos da Gibco®BRL, Invitrogen, Life Technologies, Paisley, U.K) a 37 °C com 5% CO,.
Apos 24 h, as culturas foram inoculadas com CHIKV utilizando MOI de 0,01 em volume
reduzido de meio de cultura199 Earle - 0% de soro fetal bovino durante 1 h com suave agitagéo
para a adsorc¢ao viral.

Ap0s o periodo de adsorc¢éo, o indculo foi cuidadosamente aspirado e substituido por
meio de cultura 199 Earle suplementado, conforme descrigéo acima, apenas com modificacdo
no percentual de SFB, pois para o periodo de incubacdo final empregou-se 2% de SFB. Uma
das garrafas ndo foi inoculada servindo como controle. O efeito citopatico (CPE) das culturas
foi monitorado por meio de microscépio 6ptico com o intuito de demonstrar a extensdo da
infeccdo. Ao longo de 76 h de infeccdo, amostras do sobrenadante das culturas foram coletadas
em sete tempos pos-infeccdo (4, 21, 28, 45, 52, 69 e 76 horas pos-infeccdo (h.p.i.)) e
armazenadas a -80 °C até o momento de processamento. A quantificacdo de CHIKV nas
amostras de sobrenadante foi realizada por meio de ensaio de plaque e reacdo da cadeia da

polimerase quantitativa.

5.8  Padronizacdo da RT-gqPCR para o virus Chikungunya
5.8.1 Estoques virais

Para realizar a avaliacdo dos parametros exigidos pelo processo de validagdo da RT-
gPCR, além do banco de trabalho de CHIKV, foram preparados bancos de trabalho de
diferentesvirus (ZIKV, DENV-1, 2, 3 e 4, YFV, MuV, MeV e RuV) . As aliquotas referentes
aos estoques virais foram armazenadas em freezer a -80 °C até o0 momento de uso. Todos 0s
virus foram submetidos a titulacdo e os titulos virais obtidos para cada um deles podem ser
observados no quadro 3 (se¢éo 5.3).
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5.8.2 Controles de ensaio
5.8.2.1 Controles de extracdo

Como controle positivo da extracdo (PEC) foi utilizada uma das aliquotas do painel de
concentracdes previamente preparado no volume de 200 uL, apresentando 1 x 102 cépias/pL
de concentracdo final, com o objetivo de verificar a eficiéncia de extracdo. Para o controle
negativo da extracdo (NEC), que verifica a presenca de contaminacao durante a extracao de
material genético, foi utilizada umaamostrade 200 pL ou 140 pL da matriz pura (sema adicéo
de CHIKV) utilizada para cada avaliacdo realizada e de acordo com a metodologia de extracao

de &cido nucleico empregada.

5.8.2.2 Controle negativo da RT-gPCR

Para a verificacdo de possivel contaminacao durante a realizacdo da RT-gPCR, em cada
ensaio foi adicionada 5 pL de agua livre de nuclease como controle negativo da reagdo (NTC,

do inglés no template control), juntamente com a mistura de reagentes.

5.8.3 Extracdo semiautomaticade acido nucleico (método de particulas magnéticas)

A extracdo do RNA de CHIKV foi realizada no sistema KingFisher 96/Flex (Thermo
Fisher, Waltham, MA USA), o qual foi extraido de 200 puL de cada uma das aliquotas dos
painéis de concentracdes previamente preparados utilizando o kit comercial de extracéo
MagMAX™ CORE Nucleic Acid Purification Kit (Applied Biosystems, Hammonton, NJ,
USA) seguindo as recomendagdes do fornecedor. O principio desse método de extracao
consiste na utilizacao plataforma automatizada composta por um brago rob6tico constituido por
96 hastes de ima que, com o auxilio de particulas (beads) magnéticas diluidas naamostra, retém
0s acidos nucleicos nela contidos. Por ser realizada por um equipamento, a extracdo do RNA
viral por essa metodologia se torna muito mais pratica e rapida, pois realiza a extracéo
simultaneade varias amostras.

As etapas realizadas pelo equipamento sdo: coleta, liberagao, lavagens e incubacao das
particulas magnéticas diluidas em cada amostra, seguidas da concentracdo/eluicdo do RNA
viral, sendo cada uma delas correspondente a uma placa contendo cada um dos reagentes, 0S

quais devem ser previamente aliquotados e/ou preparados, de acordo com as instrucfes do
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fornecedor. Ao todo sdo utilizadas cinco placas, tendo cada uma delas os pocos preenchidos
com o0s seguintes reagentes e colocadas no equipamento na seguinte ordem: 12 placa — servindo
de suporte para a tip comb, placa que reveste as hastes de ima do brago magnético; 22 placa —
90 pL do tampéo de eluicdo; 32 placa— 500 pL do tampéo de lavagem 2; 42 placa — 500 uL do
tampao de lavagem 1; 52 placa — 30 puL da mistura das particulas magnéticas (20 uL) com a
proteinase K (10 pL). Todas as placas séo colocadas no equipamento, com excecdo da 52 placa
a qual sao adicionados 200 pL de amostra. A placa é vedada com um plastico selante e levada
ao agitador por 2 min, a temperaturaambiente, para que as particulas magnéticas se misturem
homogeneamente & amostra.

Ao término da agitacdo, cada pogo contendo a mistura de amostra-particulas
magnéticas-proteinase K recebe 700 pL da misturado tampdo de lise (350 puL) com o tampao
de ligacdo (350 pL). Apods essa adicdo, a 5% placa é levada ao equipamento e, seguindo 0s
comandos programados, o processo de extracdo do RNA viral é iniciado. Todas as etapas, com
excecdo da aliquotagem, preparo e aplicacdo dos reagentes nos pocos das placas, sdo realizadas
pelo equipamento. Ao término do processo de extracao, foi obtido um volume final de 90 pL
de RNA viral para cada amostra extraida.

5.8.4 Extracdo manual de &cido nucleico (método de coluna de silica)

A extracdo do RNA de CHIKV foi realizada pelo método manual com o objetivo de
comparar seu desempenho com aquele obtido pelo método de extracdo semiautomatica. Para
isso, 0 RNA viral foi extraido de 140 pL de cada umadas aliquotas dos painéis de concentracoes
previamente preparados, utilizando o kit comercial de extracdo QlAamp Viral RNA Mini Kit
(QIAGEN, USA). O principio desse método de extracdo consiste, basicamente, nas seguintes
etapas: lise da amostra, estabilizacdo e adsorcdo do RNA viral a membranada coluna de silica.

Em um microtubo, foram adicionados 560 pL do tampéo de lise seguido de 140 pL da
amostra. A mistura foi submetida a agitagao por 15 s e incubada por 10 min, a temperatura
ambiente. Por apresentar condicdo desnaturante, o tampao de lise, capaz de inativar RNases,
enzimas que degradam RNA, presentes na amostra, garante a integridade do RNA viral. Uma
rapida centrifugacdo da mistura amostra-tampdo de lise foi realizada para remover gotas
aderidas a tampa do microtubo e a ela foram adicionados 560 L de etanol (96-100%).

Em seguida, a mistura foi novamente submetida a agitacao por 15 s e rapidamente
centrifugada. Cuidadosamente, 630 uL dessa mistura foi transferida para uma coluna sustentada
por um tubo coletor e, em seguida, a coluna foi submetida a centrifugacao (6000 x g ou 8000
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rpm por 1 min), sendo os lisados da amostra carreados através dos poros da membrana
permeavel de silica da coluna para o tubo coletor, enquanto o RNA viral se manteve ligado a
membrana da coluna. O tubo coletor contendo o filtrado foi descartado e a coluna recolocada
em um novo tubo. O passo anterior foi repetido com o restante do volume da mistura.

Duas etapas subsequentes de lavagem da amostra foram realizadas com 500 pL de 0s
tampdes de lavagem 1 e 2 por meio de centrifugacéo (6000 x g ou 8000 rpm por 1 min e 20000
X g ou 14000 rpm por 3 min, respectivamente), paraa completa remocéo das impurezas contidas
na amostra. Mais uma vez a coluna foi recolocada em um novo tubo e submetidaa uma nova
centrifugacdo (20000 x g ou 14000 rpm por 3 min). Ao término das lavagens, o tubo coletor
contendo o filtrado foi descartado, a coluna foi transferida para um novo microtubo e nela
adicionados 60 pL de tampéo de eluigédo. Por fim, essa foi incubada por 1 min a temperatura
ambiente e, em seguida, centrifugada (6000 x g ou 8000 rpm por 1 min) para a obtencdo do
RNA viral puro contido na amostra. Todas as etapas dessa metodologia foram realizadas para

cada uma das amostras analisadas seguindo as recomendacdes do fornecedor.

5.8.5 Diluicao seriadado virus Chikungunya

De posse do titulo viral de CHIKV do estoque viral foram feitas dilui¢ces seriadas do
virus em amostra de soro humano negativo (SigmaAldrich, Darmstadt, Germany), meio de
cultura 199 Earle suplementado e ndo suplementado, e PBS para a obtencdo dos painéis
utilizados para avaliar os parametros de precisdo, exatidao e sensibilidade analitica/l imite de
deteccdo. A partir de uma aliquota do estoque viral foram realizadas duas diluicdes seriadas
distintas em cada uma das matrizes citadas para a composicao dos painéis dos parametros
citados.

O painel dedicado a avaliagdo dos parametros de precisdo e exatidao constituido por
amostras de soro humano inoculados com CHIKYV, diluidas em série em fator 10, continha as
concentragdes 1 x 10°, 1 x 104, 5 x 103, 1 x 103, 1 x 102 copias/uL, e os painéis constituidos por
meio de cultura 199 Earle suplementado e por PBS inoculados com CHIKV, também diluidos
seriadamente em fator 10, continham as concentragdes 1 x 108, 1 x 10°,1 x 104, 1 x 103, 1 x 102
copias/uL.

Para a avaliagdo em matriz soro humano negativo (SigmaAldrich, Darmstadt,
Germany), foi realizada uma diluigéo ajustada 1:5 do CHIKV nessa matriz para posterior
geracdo dos painéis de diluicdes seriadas empregados nos diversos ensaios realizados. Para a

constituicdo dos painéis de dilui¢Bes seriadasempregando as matrizes meio de cultura 199 Earle
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suplementado (conforme descrito na secdo 5.4) e tampdo fosfato (PBS), o virus ndo foi
previamente diluido.

Ja o painel referente a avaliacdo da sensibilidade analitica/limite de deteccdo foi
composto por seis niveis compreendendo a faixa de concentracdo de 3,125 a 100 copias/uL. As
aliquotas de ambos os painéis foram armazenadas em freezer a -80 °C até o0 momento de uso.
Na data dedicada aos respectivos ensaios, estes painéis foram extraidos e quantificados por RT-

gPCR para a avaliacdo do desempenho do método.

5.8.6 Reagdo em cadeia da polimerase de transcri¢do reversa quantitativa (RT-qPCR)

Para os ensaios de RT-gPCR foi utilizado o kit PCR 1x TagMan® Fast Virus 1-Step
Master Mix (Applied Biosystems, Hammonton, NJ, USA). O volume total da misturareacional
foi de 20 pL, sendo constituidade 1 pL de cada primer (500 nM/reacdo de cada, senso e anti-
senso), 0,5 pL de sonda (250 nM/reacdo), 5 pL de TagMan® Fast Virus 1-Step Master Mix,
7,5 UL de &gua livre de nucleases e 5 puL da amostra. As condic@es de ciclagem térmica estéo
descritas no quadro 4. Os ensaios foram realizados em equipamentos do sistema PCR Real
Time 7500, previamente qualificados, e os dados obtidos foram analisados por meio do
software 7500 System SDS 21 CFR Part 11 Module (ambos da Applied Biosystems,
Hammonton, NJ, USA).

Para os ensaios de quantificacdo viral de amostras obtidas dos sobrenadantes das
culturas, o RNA viral foi purificado a partir de 200 puL. Cada aliquota foi quantificada em
duplicata e os resultados foram alcancados levando em consideracédo o fator de diluicdo das
amostras. As concentragfes desconhecidas das amostras foram calculadas com base no sinal
fluorescente da curva padrao.

Quadro 4 — Etapas da ciclagem térmica daRT-gPCR para CHIKV com seus respectivos tempos e temperaturas.

Ciclagem térmica
Temperatura N° de ciclos Tempo Etapa
50°C 1 5 minutos Transcricdo reversa
95°C 1 20 segundos Desnaturacéo
95°C 3 segundos L
40 Amplificacdo
60 °C 33 segundos

Fonte: LATEV - Bio-Manguinhos
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5.8.6.1 Critérios de aceitacdo do ensaio

Com base em experiéncias obtidas de ensaios previamente realizados no laboratério, 0s

parametros e valores aceitaveis dos ensaios levados em consideracdo para sua validade estéo

demonstrados no quadro 5.

Quadro 5 — Critérios de aceitacdo dos ensaios de RT-qPCR.

Parémetro Valores/Condicao
r (Coeficiente de correlagao) >0,990!
R? (Coeficiente de determinacao) >0,990!
Slope (Coeficiente angular) -3,6a-3,1°
Intercept (Coeficiente linear) < 40,02
NTC Ndo detectado
NEC Ndo detectado
PEC Valor de Cq detectavel
Threshold 0,013
Baseline Automatico

NTC, non template control (controle negativo da RT-qPCR); NEC, negative extraction control (controle negativo
de extracgdo); PEC, positive extraction control (controle positivo de extracdo); Cq, quantification cycle. Fonte:
LATEV - Bio-Manguinhos

5.8.6.2 Curva padréo

Para a quantificacdo das amostras, foi construida uma curva padrdo a partir da sequéncia
génica da nsP1 (Quadro 6) em um plasmideo comercial recombinante (pIDTSMART-AMP)
contendo 2163 pares de base (pb), o qual foi transformado em bactérias Escherichiacoli e, em

seguida, purificado e quantificado.

1 Mais rigoroso do que o critério definido de acordo com o Guidelinesfor the Validation of Analytical Methods
for Nucleic Acid Sequence-Based Analysis of Food, Feed, Cosmetic and Veterinary Products (FDA, 2019).

2 Critériodefinido de acordocomo Guidelines for the Validation of Analytical Methodsfor Nucleic Acid Sequence-
Based Analysis of Food, Feed, Cosmetic and Veterinary Products (FDA, 2019).

3 Valor estabelecido com base na melhor adequacédo da curva padrdo empregada nos ensaios.
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Quadro 6 — Sequéncia génica do inserto da proteina nsP1 de Chikungunya inserido no plasmideo utilizado na
curva padrdo da RT-qPCR.

Tamanho (pb) Inserto da nsP1

5'- GCT ACT TAA GAG CTG GCA CTT ACC ATC GGT GTT CCA TCT AAA
GGG CAA ACT CAG CTT CAC ATG CCG CTG TGATAC AGT GGT TTC GTG
CGA GGG CTA CGT CGT TAAGAG AAT AAC GAT GAG CCCAGGCCTTTA
TGG AAA AAC CAC AGG GTATGC GGT AAC CCA CCACGC -3

168

Fonte: LATEV - Bio-Manguinhos

A etapa de purificacdo da curva padréo foi realizada pelo Laboratorio de Tecnologia
Recombinante (LATER). Para isto, foi utilizado o kit de Maxiprep Plasmid Maxi Kits
(Qiagen®, Hilden, Germany) e, entdo, o DNA plasmidial purificado foi submetido a
quantificacdo por meio de fluorescéncia medida pelo equipamento Qubit e de absorbancia
utilizando o equipamento Nanodrop (ambos da Thermo Fisher, Waltham, MA USA). Com base
na quantificacdo da Maxiprep, foi possivel calcular a concentracdo de DNA plasmidial obtida
por cada um dos métodos aplicando a seguinte equag¢do com base na constante de Avogadro:

Quantificacio da Maxiprep (ng/uL) x 6,022x10%3 mol™!
Tamanho do clone x 660

Concentracdo de DNA plasmidial =

Onde: 6,02x10%* mol™* é a constante de Avogadro; tamanho do clone corresponde ao
numero de pares de bases do plasmideo submetido a transformacéo; e 660 é a massa molecular
correspondentea 1 par de base.

A partir dos valores obtidos pelo célculo da concentracdo de DNA plasmidial foram
realizadas dilui¢Ges seriadas de 1:100 no coprecipitante Yeast tRNA (Ambion, 10 mg/mL) para
a obtencéo de aliquotas nas concentragdes entre 107 e 10% copias/pL de RNA viral.

Duas curvas em duplicata para cada um dos métodos de quantificagdo foram submetidas
areacdo de RT-gPCR com o objetivo de avaliar o desempenho das dilui¢des seriadas realizadas
e a curva que melhor se adequou aos critérios de aceitagdo do ensaio, como pode ser visto na
secdo 5.7.6.1, foi utilizada em todos os ensaios de RT-qPCR realizados neste trabalho. As
aliquotas referentes a curva padrao foram armazenadas em freezer a -80 °C até 0 momento de
uso.

Além disso, a curva padrdo foi utilizada para o estudo de validagdo da técnica de RT-
gPCR, da qual foram avaliados os parametros de eficiéncia de amplificacdo, a faixa linear e

seus limites, e o seu limite de quantificacéo.
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5.8.6.3 Sondas e primers

A sonda foi diluida em &gua ultrapura DNAse/RNAse Free (Ambion) para a obtengéo
de uma solucdo estoque na concentragdo de 100 uM (100 pmol/puL) para, entdo, ser realizadaa
solucédo de trabalho. Para isso, a solugédo estoque foi diluida em fator 10, também em agua
ultrapura DNAse/RNAse Free (Ambion), na concentracdo de 10 pM (10 pmol/pL). A
concentracdo final da sonda da misturareacional foi de 250 nM.

Para alcancar a concentracdo de 100 pM, os primers foram ressuspensos em agua
ultrapura DNAse/RNAse Free (Ambion) e, a partir desta, foi preparada a solucéo de trabalho
na concentracdo de 10 uM. A concentracdo final dos primers da mistura reacional foi de 500
nM. As informagdes sobre os primers utilizados para a amplificacdo do genoma do CHIKV,
descritos por LANCIOTTI et al., 2007, podem ser verificados no quadro 7.

Quadro 7 — Sequénciade primers utilizados na RT-gPCR de CHIKV

Sequéncia de primers Fluoréforo VeI 9
(pb)
5’-AAA GGG CAARCT YAGCTT
Senso CAC-3’ N/A 21
Anti-senso 5’-GCCTGG GCT3C,:AT CGT TAT TC- N/A 20
5’-FAM-CGC TGT GAY ACA GTG , ,
Sonda CTT TT.3° 5'FAM-3BHQ 20

Fonte: LANCIOTTI etal., 2007

5.9  Validagdo da metodologiade RT-gPCR

Os parametros analiticos empregados no estudo de validacdo da metodologia de RT-
gPCR basearam-se nos critérios exigidos pela RDC n° 27 da ANVISA, regulamentagéo vigente
no Brasil acerca de validagdo de métodos bioanaliticos (ANVISA, 2012). Entretanto, alguns
parametros especificos e complementares foram realizados para os ensaios de PCR que, por ser
um método molecular, apresenta caracteristicas particulares que devem ser avaliadas. Entéo, 0s
parametros analisados no estudo foram: (i) eficiéncia de extragdo; (ii) curva de calibracao,
eficiéncia de amplificacdo, faixa linear, limites de quantificagdo (LQ); (iii) precisdo; (iv)
exatiddo; (v) sensibilidade analitica/limite de deteccdo (LD); e (vi) especificidade
analitica/seletividade.

O parametro de robustez ndo foi avaliado para este estudo, pois as possiveis fontes de
variacdo e a determinacdo das condi¢des otimizadas para a realizagdo das analises foram
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previamente discutidas e estudadas nas etapas iniciais do desenvolvimento do ensaio pelo
laboratorio.

A andlise de desempenho analitico foi realizada por trés diferentes analistas (A, B e C),
em dias diferentes, contemplando nove ensaios ao todo. Os calculos e estatisticas dos dados
obtidos foram realizados pelo Setor de Validacdo Analitica (SEVAN — Bio-Manguinhos) do
Laboratorio de Metrologia e Validagdo (LAMEV — Bio-Manguinhos) utilizando os softwares
Microsoft® Office 365 Excel e R Studio® verséo 1.2.5033.

5.9.1 Eficiénciade extracdo

Com o objetivo de monitorar a adequabilidade e reprodutibilidade da etapa de extragéo
do RNA viral foi realizada a avaliagdo da eficiéncia de extracdo, paraa qual foram considerados
os resultados obtidos para os controles da extracdo positivo e negativo (PEC e NEC,
respectivamente) e parao controle negativo da reacdo (NTC) realizados em todos 0s ensaios ao
longo do processo de validagdo. Sendo assim, foram avaliados os resultados de C, dos controles
de extracdo (PEC e NEC), testados em todas as placas processadas ao longo de todo o processo.

O desempenho do método de extracdo foi avaliado de acordo com sua capacidade em
atender aos critérios de aceitacdo do ensaio (Quadro 5), avaliados pela capacidade de nao
amplificar as amostras de NEC e NTC, e de amplificar as amostras de PEC (Figura7). A ndo
amplificacdo dos controles negativos de extracdo e reacdo, NEC e NTC, respectivamente,
comprovardo a ndo ocorréncia de contaminacOes cruzadas durante as etapas realizacdo dos
ensaios. Os limites para aceitacédo e verificagdo da estabilidade do controle de qualidade da

etapa de extracdo foram baseados nos resultados experimentais obtidos de PEC.
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Figura 7 — Esquema da etapa de eficiéncia de extracdo da RT-qPCR

Q Eficiéncia de extracéo
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PEC, positive extraction control (controle positivo de extra¢do); NEC, negative extraction control (controle
negativo de extracdo); NTC, non template control (controle negativo da RT-gPCR). Fonte: SEVAN — Bio-
Mnguinhos

5.9.2 Curva de calibragéo, eficiénciade amplificacdo e faixa linear

A verificacdo da adequabilidade de uma curva de calibracdo, conforme determinada
faixa de concentracdo viral, permite a determinacdo de parametros necessarios ao
estabelecimento do método, os quais correspondem a eficiénciamédiade amplificacéo, a faixa
linear de andlise, aos limites inferior (LI) e superior (LS) de linearidade e o limite de
quantificacdo (LQ). Entdo, com este propoésito, foram analisadas as 12 curvas plasmidiais
processadas ao longo dos ensaios de validagdo, compreendendo a faixa de concentracdo viral
de Log 107 a 10, respeitando o fator de diluicdo 10 (Figura 8).

Com o intuito de verificar acorrelacdo dos valores de Cq obtidos para cada concentragéo
viral em funcdo das concentra¢Ges nominais da curva de calibracdo foi realizada a anélise de
regresséo linear simples por meio da aplicacdo da seguinte fungéo de regresséo linear:

y=kx+c

Sendo: y o valor de Cy; obtido, k o coeficiente angular ou slope, x a
concentracdo/quantidade de alvos identificados na reacédo, naformade Logio[concentracao (x)],
e ¢ o coeficiente linear ou intercept da reta de regressao.

Deste modo, foram avaliados os coeficientes angular (slope) e linear (intercept) e 0s
coeficientes de correlagdo (r) e determinacéo (R?), parametros obtidos a partir da aplicagdo da
funcdo de regressao linear da curva, para cada uma das curvas processadas e também para o

compilado de curvas obtidas no processo de validagao.
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As curvas de calibracdo que atenderam aos critérios de aceitacdo do ensaio,
demonstrados no quadro 5, foram consideradas em conformidade. Além disso, o compilado de
curvas deveriaapresentar desvio padréo (DP) menor ou igual a 25% em relacéo a concentracao
plasmidial nominal para todos os pontos da curva (FDA, 2019). Com base nos valores obtidos
foi possivel estimar a eficiénciade amplificacdo do método.

A eficiénciade amplificagdo avaliou a capacidade do método em efetuar a amplificacdo
dos produtos da PCR, sendo levado em consideracdo o valor do coeficiente angular (slope)
obtido a partir da regressdo das 12 curvas analisadas por meio da aplicacdo da equacédo de

eficiéncia descritaabaixo, onde E corresponde a eficiénciade extracédo e Kk, ao slope:

1
E= 1000 —1

Sendo assim, a eficiéncia de amplificacdo de cada curva analisada foi considerada em
conformidade caso apresentasse valores compreendidos no intervalo entre 90% e 110% (FDA,
2019).

A faixa linear, definida como o intervalo que capaz de apresentar precisdo, exatidao e
especificidade aceitaveis, levou em consideracdo como limites inferior (L1) e superior (LS) de
linearidade os valores ajustados das concentragdes preditas com base na substituicdo dos
valores de C, obtidos na funcdo de regressdo linear. Os valores de C, ajustados foram, entéo,
correlacionados com os valores nominais da curva de calibracdo por meio da aplicacdo do
modelo de regressdo linear simples. Também foram avaliados os coeficientes de variagdo
(CV%) para cada um dos niveis de concentragdo da curva e, consequentemente, a determinacéo

do limite de quantificacédo (LQ) do método (conforme descrito na se¢do 5.8.2).
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Figura 8 — Esquema das etapas de curva de calibracéo, eficiénciade amplificacdo e faixalinear da RT-gPCR
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Cq, quantification cycle; CV%, coeficiente de variacdo. Fonte: Modificado de SEVAN — Bio-Manguinhos

5.9.3 Precisdo

O parametro de precisdo de um ensaio avalia a variabilidade de erros aleatériosem um
determinado intervalo de concentragdes. Logo, este foi avaliado com base na variabilidade do
método aplicado, sendo consideradas influéncias de variabilidade em reacdes individuais
(repetibilidade) e entre reacdes realizadas em dias distintos e por analistas diferentes (preciséo
intermediaria), atraves da analise de painéis de diluicdo. Esses painéis foram constituidos por
diluicBes seriadas de fator 10, contendo cinco concentracGes decrescentes de CHIKV, nas
concentragdes 1 x 10°, 1 x 104, 5x 10%, 1 x 10%e 1 x 102 cépias/pL diluidas em soro humano
negativo com o objetivo de simular diferentes niveis de cargas virais de amostras clinicase em
meio de cultura 199 Earle suplementado, ndo suplementado ou PBS, nas concentragdes 1 x 10°,
1 x10°% 1 x10% 1x 10%e 1 x 10? copias/puL com o objetivo de simular diferentes niveis de
producdo viral. Entdo, foram analisadas oito réplicas para cada nivel de concentracéo viral,
totalizando 24 réplicas cada, em ensaios realizados por trés analistas em trés dias diferentes. Os
resultados obtidos a partir dos painéis de dilui¢do foram utilizados para realizar as devidas
andlises de precisdo e exatiddo do método estudado (Figura 9).

A precisdo do método foi avaliada por meio da analise de variancias (ANOVA) de fator
Unico, da qual foram obtidos os coeficientes de variacdo (CV%) de repetibilidade e de preciséo
intemediéria para cada um dos valores de concentracdo viral obtidos. A adequabilidade da
precisdo (repetibilidade e precisao intermediaria) foi determinada quando obtido CV% menor
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ou igual a 25% em relacdo a concentracdo nominal para todos os niveis de concentracdes virais
aplicados (FDA, 2019).

5.9.4 Exatidao

O parémetro de exatiddo dos ensaios baseia-se na habilidade do método em quantificar
0 numero real de copias virais presentes numa amostra em comparagdo com a concentracao
tedricade moléculas alvo determinadas por uma amostra de referéncia. Por conta de ainda nao
haver materiais de referéncia devidamente certificados para utilizacdo em ensaios de g°PCR para
CHIKYV, as referéncias utilizadas para esta avaliacdo corresponderam aos resultados obtidos
dos painéis de amostras de soro humano e meio de cultura 199 Earle suplementado ou PBS
inoculados com CHIKV, também utilizados nas analises de precisdo, as quais foram submetidas
a extracdo do RNA viral e a quantificacdo por RT-gPCR. Desta forma, foram analisadas oito
réplicas para cada nivel de concentracdo viral, totalizando 24 réplicas cada, em ensaios
realizados por trés analistas em trés dias diferentes (Figura 9).

Sendo assim, foram calculadas as recuperagfes percentuais para cada uma das
concentracdes em comparacdo com os valores tedricos das concentracdes das amostras de soro
humano, meio de cultura 199 Earle suplementado ou PBS inoculadas com CHIKV conforme a

equacao abaixo:

. Concentracao experimental
Recuperacao % = = — x 100
Concentragao tedrica

O desempenho do método quanto ao parametro de exatiddo foi baseado nas
recuperacOes percentuais médias obtidas, sendo considerado em conformidade quando todos os
niveis de concentragdo aplicados apresentassem recuperacdo percentual média compreendida
na faixa entre 75% e 125% em relacdo a concentracdo nominal para todos os niveis de
concentracdes virais (FDA, 2019).

Além disso, foi realizada a avaliagdo da linearidade de resposta, por meio de anélise
graficae da aplicacdo do modelo de regresséo linear, o que permitiu a correlagdo dos resultados
obtidos em funcéo dos valores nominais das concentrac@es virais, com base no coeficiente de

correlacdo (r), conforme o respectivo critério de aceitacdo do ensaio descrito no quadro 5. Além
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disso, foram considerados os coeficientes da nova curva ajustada e seu respectivo coeficiente
de correlacao (r).
Figura 9 — Esquema das etapas de precisdo e exatiddo da RT-qPCR
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CV%, coeficiente de variacdo. Fonte: Modificado de SEVAN — Bio-Manguinhos

5.9.5 Limitede quantificagéo (LQ)

O limite de quantificacdo (LQ) foi estimado como o menor ponto de concentracao
tedrica de acido nucleico alvo quantificado que atenda aos parametros de precisao e exatiddo
aceitaveis para o ensaio e apresente coeficiente de variagdo (CV%) menor que 25% (KRALIK;
RICCHI, 2017) (Figura 8).

5.9.6 Sensibilidade analitica ou Limite de detec¢édo (LD 95%)

A sensibilidade analitica/limite de deteccdo (LD) dos ensaios foi realizada por trés
analistasem trés dias diferentes, sendo avaliado com base em painéis de soro humano negativo
inoculados com CHIKV e seriadamente diluidos em seis concentracGes decrescentes (diluicdo
1:2), compreendendo a faixa de concentragdo viral de 100 a 3,125 cdpias/pL (Quadro 8). Cada
painel foi composto por oito réplicas para cada um dos niveis de concentragdo viral pré-
estabelecidos, totalizando 24 réplicas para cada. O parametro foi estimado como a menor
concentracdo de acido nucleico alvo apresentando resultados detectaveis em, pelo menos, 95%
das amostras testadas (LD 95%) (FDA, 2019) (Figura 10).
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Figura 10 — Esquema da etapa de sensibilidade analitica/limite de detecgdo (LD) da RT-qPCR
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LD, limite de deteccdo; P%, percentual de sucessos; p, numero de réplicas detectadas; n, namero de réplicas
testadas. Fonte: Modificado de SEVAN — Bio-Manguinhos

Quadro 8 — Faixas de concentragdes e numero de réplicasanalisadas para LD 95%

Copias do genoma N° de réplicastestadas por RT-qgPCR
(copias/uL) Dia 1 Operador 1 | Dia 2 Operador 2 | Dia 3 Operador 3 Total
100 8 3 8 7
12,5 8 3 5 T
6,25 8 3 5 T
3,125 8 3 5 T

Faixas de concentracBes e nimero de réplicas analisadas para a estimativa do parametro de sensibilidade
analitica/limite de detecgdo 95%. Fonte: LATEV — Bio-Manguinhos

5.9.7 Especificidade analiticaou Seletividade

A andlise da especificidade analitica/seletividade foi realizada por meio da detecgéo
inequivoca/exclusiva do RNA dos virus Chikungunya (CHIKV), Sarampo (MeV), Caxumba
(MuV), Rubéola (RuV), Febre Amarela (YFV), Dengue (sorotipos 1, 2, 3 e 4), Zika (ZIKV) em
amostras individuais e em pools virais, obtidos dos bancos de trabalho da plataforma de
producdo viral do laboratério (Figura11). Todas as amostras foram extraidas e tiveram 0 RNA
viral quantificado, em triplicatas, como pode ser observado nafigura 12, que ilustra a disposicéo

das amostras na placa de reacdo utilizadas na RT-qPCR.
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Figura 11 — Esquema da etapa de especificidade analitica/seletividade da RT-qPCR
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CHIKV, virus Chikungunya. Fonte: Modificado de SEVAN — Bio-Manguinhos

Figura 12 — Desenho de placa paraa etapa de especificidade analitica/seletividade

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

A Curva | Curva | Curva | Curva | Curva | Curva | Curva | Curva | Curva | Curva | Curva | Curva
10° | 10" | 20° | 10° | 10° | 10° | 10* | 10* | 10° | 10°® | 10%® | 107

B Curva | Curva | Curva | Curva | Curva | Curva | Curva | Curva | Curva | Curva | Curva | Curva

10" | 10" | 10° | 20° | 10° | 10° | 10* | 10* | 10° | 10® | 10® | 107
Poco | Poco | Pogo | Pogo | Pogo | Pogo
vazio | vazio | vazio | vazio | vazio | vazio

C |CHIKV|CHIKV|CHIKV| MuV | MuV | MuV

D DENV | DENV | DENV RV | RV | Ruv Pogo Pogo Pogo Pogo Pogo Pogo
1 1 1 vazio | vazio | vazio | vazio | vazio | vazio

E DENV | DENV | DENV 2IkV | zIkv | ZIKV Pog_o Pocgo Pogo Pogo Pogo Pog_o
2 2 2 vazio | vazio | vazio | vazio | vazio | vazio

E DENV | DENV | DENV vev | vev | vRv Por{o Pogo Pogo Pogo Pogo Poc_%o
3 3 3 vazio | vazio | vazio | vazio | vazio | vazio

G DENV | DENV | DENV MeVv | Mev | Mev Pogo Pogo Pogo Pogo NTC | NTC
4 4 4 vazio | vazio | vazio | vazio

Pool | Pool | Pool | Pogo | Pogo | Pogo | Pogo | Poco | Pogo | Pogo

. . . g : > > > > g PEC | NEC
viral viral viral | vazio | vazio | vazio | vazio | vazio | vazio | vazio

CHIKYV, virus Chikungunya; MuV, virus da Caxumba; DENV, virus da Dengue; RuV, virus da Rubéola; ZIKV,
virus Zika; YFV, virus da Febre Amarela; MeV, virusdo Sarampo; NTC, non template control (controle negativo
da RT-gPCR); NEC, negative extraction control (controle negativo de extracdo); PEC, positive extraction control
(controle positivo de extragéo). Fonte: LATEV — Bio-Manguinhos

A fim de avaliar se 0 método é capaz de detectar o alvo viral de interesse e de avaliar o
desempenho da etapa de extracdo de RNA, em uma outra placa de rea¢ao, 30 amostras positivas
de CHIKYV, cedidas pelo Laboratériode Flavivirus/Instituto Oswaldo Cruz, foram submetidas
a etapa de extracdo de acidos nucleicos e a reacdo de RT-gPCR, em duplicata, como observado

na figura 13 que ilustra o desenho da placa de reacéo.
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Figura 13 — Desenho de placadas amostras clinicas para a etapa de especificidade analitica/seletividade

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Curva | Curva | Curva | Curva | Curva | Curva | Curva | Curva | Curva | Curva | Curva | Curva
10" | 10" | 10° | 10° | 10° | 10° | 10* | 10* | 10° | 10° | 10® | 107
B Amostra [ Amostra | Amostra [ Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
C Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
D Amostra| Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
E Amostra [ Amostra | Amostra [ Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Amostra| Amostra | Amostra | Amostra [ Amostra | Amostra| Po¢o | Poco | Pogco | Pogo | Pogo | Pogo
F " " . . . .
25 26 27 28 29 30 vazio | vazio | vazio | vazio | vazio | vazio
Amostra| Amostra | Amostra | Amostra [ Amostra | Amostra| Po¢o | Poco | Poco | Pogo | Pogo | Pogo
G i i . . i .
25 26 27 28 29 30 vazio | vazio | vazio | vazio | vazio | vazio
Pool | Pool | Pool | Poco | Poco | Pogco | Poco | Pogco | Pocgo
H| " _ _ ¢ ¢ ¢ ¢ § € | NTC | PEC | NEC
viral | viral | viral | vazio | vazio | vazio | vazio | vazio | vazio

NTC, non template control (controle negativo da RT-qPCR); NEC, negative extraction control (controle negativo
de extracdo); PEC, positive extraction control (controle positivo de extragdo). Fonte: LATEV — Bio-Manguinhos

A especificidade analitica/seletividade foi avaliada de acordo com sua capacidade em
atender aos critérios de aceitacdo do ensaio (Quadro 5), avaliados pela ndo amplificacdo do
NEC, do NTC e das amostras de virus correlatos, demonstrando que ndo houve contaminacgéo
cruzada durante o ensaio, e pela amplificagdo do PEC e das amostras individuais de CHIKV,

demonstrando a capacidade do método em detectar o alvo correto.

5.9.8 Controle de qualidade da RT-qPCR

A curva padrdo empregada nos ensaios da etapa de validacdo da RT-gPCR teve 0s
resultados dos parametros criticos (slope, intercept e R?) e dos Cq monitorados por meio de
gréaficos controle com o objetivo de averiguar a qualidade das analises realizadas e garantir, a
longo prazo, a manutengdo de valores aceitaveis de acordo com os limites pré-estabelecidos
para a metodologia, como podem ser verificados nasecdo 5.7.6.1. Além disso, também foi feito
0 acompanhamento dos valores das amostras de PEC de cada um dos ensaios.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo analisar alguns aspectos do processo de
replicacdo do CHIKV em células Vero, bem como determinar uma comparagao da capacidade
quantitativa entre os ensaios de plaque e de RT-qPCR. Sendo assim, foi realizada uma cinética
de replicacdo viral para avaliar o pico da replicacédo, possibilitando o estabelecimento de um
tempo 6timo para a coleta de um pool viral contendo uma alta carga de virus infecciosos. As
culturas foram monitoradas ao longo de toda a cinéticae a avaliacdo do momento 6timo para a
coleta viral foi determinada por meio da comparacdo da quantificacdo viral obtida entre as
técnicas de ensaio de plaque e RT-gPCR. Para isso, a metodologiade RT-gPCR foi submetida
a padronizacgdo e a validacdo, onde diferentes parametros essenciais a geracao de resultados
confiaveis foram aplicados e analisados de acordo com critérios estabelecidos pelas agéncias

regulamentadoras nacionais e internacionais.

6.1  Producéo e determinacéo do titulo do banco de trabalho do virus Chikungunya

Apos realizadaa propagacdo do virus, o titulo viral do banco de trabalho de CHIKYV foi
determinado por meio de ensaio de plaque para a construgdo de um banco de trabalho, do qual
foi obtido o titulo de 7,89 Logio PFU ou 7,76 x 10’ PFU/mL. A producdo de um banco viral
permite a manutencao da homogeneidade nos resultados obtidos nos ensaios, j& que as amostras
virais utilizadas apresentam o mesmo titulo, reduzindo possiveis 0s erros relacionados a

quantidade de virus inoculado nas culturas.

6.2  Sequenciamento viral e alinhamento

Apobs as etapas de extracdo do RNA viral, amplificacdo por RT-gPCR, purificacéo,
reacao de sequenciamento e alinhamento no BLAST, a andlise do sequenciamento genético do
CHIKV revelou que 99% da sequéncia génica do virus apresentou 99,97% de similaridade com
as cepas encontradas no GenBank pelos codigos de acesso KP164568.1 e KP164569.1 (Figura
14), as quais pertencem a linhagem ECSA, conforme descrito por NUNES e colaboradores
(2015).
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Figura 14 — Alinhamento da sequénciagénicado virus Chikungunya

Distribution of the top 158 Blast Hits on 100 subject sequences
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[ ] chikungunya virus isolate BHI3734/H804698, complete genome 21712 21876 99% 00 99.97% KP164568 1
[7] chikungunya virus isolate BHI3741/H804705, complete genome 21706 21871 99% 0.0 9997% KP164569 1

Dados obtidos a partir do alinhamento do virus Chikungunya utilizado nos ensaios de validacdo da RT-
gPCR para o virus Chikungunya. Fonte: BLASTN NCBI.

6.3  Cinéticade replicagdo viral

Com o objetivo de acompanhar o processo de infecgéo viral por CHIKV, avaliar seu
perfil replicativoem células Vero e verificar o potencial da metodologia de RT-gqPCR para
deteccdo de material genético viral em comparacao e/ou substitui¢do aos ensaios baseados em
cultivo celular, como o ensaio de plaque, foi estabelecidaa comparagédo da quantificacdo de
particulas infecciosas e do genoma viral de CHIKV entre as técnicas de ensaio de plaque e de
RT-gPCR, respectivamente.

Sendo assim, nesse estudo, células Vero foram inoculadas com CHIKV utilizando MOI
de 0,01 e o sobrenadante das culturas foram coletadas em sete tempos pés-infec¢éo (4, 21, 28,
45,52,69 e 76 h.p.i.). Ao longo de toda a cinéticaas culturas celulares foram monitoradas para

a verificacdo de efeitos citopaticos (CPE) em cada um dos tempos analisados.
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Amplamente demonstrada como uma linhagem celular bem estabelecida e com elevado
potencial as infecgdes virais, as células Vero apresentam um elevado percentual de células
infectadas por CHIKV em um curto periodo de tempo, de acordo com 0 MOI empregado e com
a cepa viral utilizada (HUSSAIN et al., 2016; SOURISSEAU et al., 2007). A habilidade de
CHIKV em induzir rpido CPE nesta linhagem celular, em comparacédo a infec¢do por outros
virus, auxiliana compreensdo de sua virulénciae de seu cicloviral (AN et al., 2017). A cinética
viral realizada permitiu a observacdo de uma massiva infec¢ao por CHIKV resultandoem uma
alta carga viral em um curto periodo de tempo e a partir do emprego de um baixo MOI.

O monitoramento das culturas permitiu a observacdo de uma significante mudanca
morfoldgica nas culturas infectadas em comparacéo as culturas controle (ndo infectadas), como
demonstrado na figura 15. No tempo de 28 h.p.i.,, as células das culturas infectadas
apresentaram uma tendéncia de arredondamento, caracteristica indicativa de CPE. Apesar dessa
observacgdo, as monocamadas ainda se apresentavam confluentes (Figura 15J). Com o avango
da cinética viral, a partir de 45 h.p.i. as culturas ja apresentaram poucas células aderidas a
superficie das garrafas, muitas células arredondadas e debris celulares em seus sobrenadantes
como consequéncia do intenso processo de infeccdo viral, desencadeado pelo completo
destacamento das células da superficie das garrafas de cultivo (Figura 15H-N).

A intensidade de CPE varia de acordo com a linhagem celular utilizada para a infeccéo
e com a origem da linhagem. Os resultados aqui apresentados corroboram com os resultados de
Li e colaboradores (2013), onde € demonstrado que células Vero apresentam intenso CPE
durante a infecgcdo por CHIKV e destaca como uma das razdes sugestiva para o intenso CPE o
processo de apoptose celular (LI et al., 2013). Por outro lado, linhagens celulares de artropodes,
como C6/36 e Lulo, respectivamente, apresentaram moderado ou indistinto CPE quando
infectadas com CHIKV (GUERRERO; BELLO, 2019).
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Figura 15— Culturasde células VVero monitoradas ao longo dacinéticade replicacéo do virus Chikungunya

CONTROLE INFECTADO

Células Vero foram infectadas com virus Chikungunya empregando MOI de 0,01 e monitoradas por meio de
microscopio dptico até 76 h.p.i. Nostempos indicados, 0 sobrenadante das culturas controle (A-G) e infectadas (H-
N) foram coletados para a realizacdo de ensaio de plaque e RT-qPCR. A partir de 28 h.p.i., as culturas infectadas
(H-N) indicaram o inicio de CPE, o qual se demonstrou intenso ja em 45 h.p.i., apresentando células arredondadas
no sobrenadante das culturas, assim como a presenca de debris celulares e poucas células aderidas a superficie das
garrafas de cultivo. Fonte: Propriaautoria.
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Os resultados obtidos através das titulagGes dos sobrenadantes das culturas inoculadas
com CHIKYV realizadas por ensaio de plaque e por RT-gPCR, revelaram um perfil replicativo
similar, demonstrando um significante aumento do nimero de PFU/mL e copias/mL entre 4 e
21 h.p.i. (Grafico 1). Por meio do ensaio de plaque, nos tempos de 28 e 45 h.p.i. foi observada
uma replicagdo viral 6tima, sendo obtido titulo viral méximo de 8,48 Logic PFU/mL,
apresentando um decréscimo a partir de 52 h.p.i., como observado no grafico 1. Enquanto isso,
0 ensaio de RT-qPCR revelou o maior titulo viral em 52 h.p.i. com 9,88 Logao cOpias virais/mL,

seguido de uma reducdo nos tempos posteriormente analisados.

Gréfico 1 —Perfil de replicagdo de virus Chikungunya em células Vero
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Células Vero foraminfectadas comvirus Chikungunyacom MOI 0,01 e amostras do sobrenadante foram coletadas

nos temposde 4,21, 28,45,52,69 e 76 h.p.i. Os titulos virais obtidos por ensaio de plaque (PFU/mL) e RT-qPCR
(cdpias/mL) estdo demonstrados em Logzo. Fonte: Propriaautoria.

As analises comparativas quantitativas dos titulos virais em cultura de células usando
0s métodos apresentados revelaram algumas percepcOes sobre a producdo de particulas de
CHIKV. Como descrito anteriormente, a quantificacdo das particulas virais e do RNA de
CHIKYV foi realizada a partir do sobrenadante de culturas celulares, que certamente continha,
além das particulas virais potencialmente infecciosas, material genético das células lisadas,

como resultado do acentuado processo de replicagdo viral, e particulas virais defectivas. De

acordo com a literatura, sabe-se que a metodologiade RT-qPCR é uma ferramenta alternativa
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para estimar a titulacdo de vacinas contra diversos patdgenos, como, por exemplo, virus que
ndo apresentam CPE ou em ocasifes em que o aparecimento do CPE € tardio (PRABHU etal.,
2012). Com base nisso, ao longo da cinética de replicacdo foram observadas algumas diferencas
importantes na quantificacdo do genoma e das particulas infecciosas presente nas amostras de
cada tempo analisado.

A infeccdo inicial pelo CHIKV resultouem uma ampla discrepanciade titulos entre 4 e
21 h.p.i., sugerindo uma intensa replicacao viral, como detectado por ambos 0s métodos
empregados (Gréafico 1). Os dados obtidos por ensaio de plaque demonstraram que o titulo
maximo viral foi obtido entre 28 e 45 h.p.i., revelando-se como o periodo mais adequado para
a coleta do sobrenadante de culturas infectadas por CHIKV contendo particulas infecciosas.

Esse evento esteve associado com o intenso CPE observado nas culturas infectadas em
45 h.p.i., como pode ser visto na figura 15H-N. Na literatura ja foi demonstrado que a partir do
ensaio de TCIDsp utilizando células Vero E6 infectadas com MOI 10 de trés cepas diferentes
de CHIKYV foi alcancado 8 Logio no 4° d.p.i., ou seja, em 96 h.p.i. (SUDEEP et al., 2019),
enquanto nos resultados aqui demonstrados, esse titulo foi obtido a partir de 21 h.p.i. (Gréafico
1) seguido por um leve decréscimo do titulo viral. Assim, o tempo de 28 h.p.i. pode ser
considerado como 0 momento mais apropriado para a obten¢do de uma quantidade de particulas
infecciosas consideravel.

Os titulos virais obtidos atraves do ensaio de plaque foram comparados com seus
respectivos titulos virais obtidos por RT-gPCR em cada tempo de infeccdo. Com esses dados é
possivel demonstrar que o perfil replicativo do CHIKV apresenta a mesma tendéncia de
crescimento paraambas as metodologias aplicadas. Entretanto, os titulos virais obtidos por RT-
gPCR foram maiores do que aqueles alcancados no ensaio de plaque, sabendo que a
quantificacdo do genoma viral presente nas amostras de sobrenadante ndo incluem somente
particulas infecciosas, mas também particulas defectivas (Grafico 2).

Além disso, a analise comparativa entre as metodologias utilizadas revelou que os titulos
virais obtidos mostraram uma relevante diferenca a partir de 45 h.p.i. Quando comparado ao
ensaio de plaque, a metodologia de RT-gPCR alcangou um aumento de 0,98 e 1,35 Log1o
copias/mL em 28 e 45 h.p.i., respectivamente. Porém, a maior diferenca de titulosao longo de
toda a cinética foi observada em 69 h.p.i. (Grafico 2), onde a RT-qPCR apresentou uma
diferencade 1,80 Logio cdpias/mL no titulo viral em comparacdo com o ensaio de plaque. Essa
observacéo pode ser explicada pela perda de infecciosidade das particulas virais presentes no

sobrenadante das culturas nos periodos mais tardios da cinética ja que, a partir de 45 h.p.i., 0



94

numero de células viaveis era bastante reduzido, impedindo a producdo de novas particulas

potencialmente infecciosas.

Gréfico 2 — Andlise comparativados titulos virais de Chikungunya
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Diferenca entre os titulos virais de Chikungunya obtidos por meio de ensaio de plaque e RT-qgPCR. Em 69 h.p.i.
foi observadaa maior diferencade titulos, 1,80 Logio/mL. Fonte: Prépria autoria.

De acordo com os resultados preliminares obtidos, a metodologia de RT-gPCR
demonstrou-se como uma abordagem promissora para 0 monitoramento ativo da replicacdo
viral in vitro, possibilitando uma melhor compreenséo da replicacdo de CHIKV em cultura de
células em comparacdo com o ensaio de plaque, amplamente utilizado para avaliacdo de
particulas virais infecciosas, como demonstrado em estudos de outras arboviroses (COELHO
etal., 2017; FERNANDES-MONTEIRO et al., 2015).

Portanto, apesar de ser necessaria a realizacao de experimentos futuros, os resultados
aqui apresentados sdo favoraveis e extremamente relevantes para estudos de desenvolvimento

de imunobioldgicos para CHIKV.
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6.4  Validagdo da RT-gPCR em matriz soro humano negativo
6.4.1 Eficiénciade extracdo

A fim de avaliar as condicOes adequadas de extracdo do RNA viral desejado,
assim como a reprodutibilidade desta etapa, a eficiéncia de extracdo do material genético
de CHIKV foi verificada de acordo com a avaliacdo dos controles NEC, NTC e PEC, de
acordo com os critérios predeterminados para aceitacdo dos ensaios, como pode ser visto
na sec¢do 5.7.6.1. Os resultados obtidos para os controles estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1 — Resultados obtidos em amostras de CHIKV diluido em soro humano negativo para os controles
de extracdo (PEC e NEC) e de reacdo (NTC) da RT-qPCR

Placa Data Cq (NEC) Cq (NTC) C, (PEC)
PCR-C-009-08 13/09/2019 Nao detectado Nao detectado 29,9630
PCR-C-009-10 16/09/2019 Nao detectado Nao detectado 29,3149
PCR-C-009-12 17/09/2019 Nao detectado Nao detectado 29,8292
PCR-C-009-14 18/09/2019 Nao detectado Né&o detectado 30,7176
PCR-C-009-16 19/09/2019 Nao detectado Né&o detectado 30,3765
PCR-C-009-18 20/09/2019 Nao detectado Né&o detectado 30,4220
PCR-C-009-20 20/09/2019 Nao detectado Né&o detectado 30,3970
PCR-C-009-22 24/09/2019 Nao detectado N&o detectado 29,2237

Fonte: SEVAN — Bio-Manguinhos

Conforme demonstrado na tabela 1, nenhuma das amostras dos controles NEC e
NTC apresentaram amplificacdo do genoma viral, revelando que os procedimentos
realizados nestas etapas foram executados de maneira adequada e que ndo havia nenhum
residuo de RNA nas amostras analisadas, revelando a ndo ocorréncia de contaminagdo
cruzada entre as amostras, bem como a presenca de resultados falso-positivos.
Diferentemente, porém conforme o esperado, todas as amostras de controle PEC
apresentaram Cq detectaveis, indicando a eficiéncia e reprodutibilidade do método de
extracdo de acidos nucleicos para CHIKV. Logo, os resultados obtidos na etapa de
extracdo do RNA demonstraram-se em conformidade com os critérios de aceitacdo do
ensaio pré-estabelecidos.

Devido a ausénciade um historico de valores de Cq para monitorar o desempenho
do PEC, os resultados obtidos foram dispostos em um grafico de controle representado

pelo grafico 3 abaixo:
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Gréfico 3 - Grafico de monitoramento de desempenho do controle PEC da RT-qPCR obtido de amostras
de CHIKV diluidoem soro humano negativo
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Distribuigédo dos valores de Cq0btidos paraas amostras de controle PEC extraidos de soro humano negativo
inoculado com CHIKV em cada um dos ensaios de RT-gPCR realizados. PEC, positive extraction control

(controle positivo de extracdo); Cq, quantification cycle. Fonte: SEVAN — Bio-Manguinhos

Com base nos valores de Cq demonstrados no grafico 3 foi possivel verificar que
todos os valores de C, obtidos encontram-se dentro dos limites aceitaveis de
variabilidade, porém, por serem dados iniciais, 0 monitoramento dos ensaios de rotina,

executados no laboratério, deve ser continuo.

6.4.2 Curva de calibracdo, eficiénciade amplificacdo e faixa linear

A adequacdo da curva de calibragéo foi verificada levando em consideragédo todas
as 12 curvas plasmidiais realizadas durante a validacdo, as quais compreenderam a faixa
de concentracdo viral de Log 107 a 10%2. Além disso, seus resultados também serviram
para a determinacdo da eficiénciade amplificacdo, da faixa linear de analise, dos limites
de linearidade inferior (LI) e superior (LS) e do limite de quantificacdo (LQ) do método.
Na tabela 2 s&o demonstrados os valores de C, obtidos das curvas de calibragéo
processadas.



97

Tabela 2 — Valores de Cq obtidos para os niveis de concentragdo negativo para a avaliagdo da curva de
calibracdo daRT-qPCR

Log,, da concentracio plasmidial (copias/uL)

Curva Placa 700 | 600 [ 500 | 400 | 300 | 200
1393 1705 2099 2413 2761 3047
1 PCR-C-009-08
1379 1697 2126 2379 2724 3037
> poRcossqe 1390 1718 2136 2426 2741 3034
1407 1775 21,32 2428 2670 30,66
1350 1723 2081 24,15 2742 2962
3 PCR-C-009-12
1396 1705 21,02 2373 2722 2998
1386 1736 21,00 2413 2735 3042
4 PCR-C-009-14
1407 1751 21,05 2399 2724 3059
13,83
5 PCR.C.009.16 1749 2082 2432 2735 30,44
1386 1742 21,22 2386 27,10 3033
6  PCRC.009.1g 1361 1693 2090 2428 2723 3055
1387 1727 2141 2406 27,10 30,08
1420 1711 2073 2363 2730 3063
7 PCR-C-009-20
1389 1727 21,056 2372 2741 3085
14,24
6 PCR.C.009.22 1764 2123 2446 2728 30,46
1435 17,78 21,45 2450 2744 3057
13,99
o PCR.C.009.22 1750 2097 2445 2688 30,47
1402 1765 21,18 2424 2733 30,60
13,69
10 PCR.C.009.23 1736 2106 2452 2737 30,49
1386 1721 2129 2436 2742 3049
13,96
11 PCR.C.009.23 1739 2082 2244 2724 3033
1403 1718 21,16 2420 2730 3083
13,93
12 PCR.C-009.23 1730 2092 2422 2727 30,49
1380 1739 2103 2380 27,08 3032

Fonte: SEVAN — Bio-Manguinhos

A partir dos valores de Cq obtidos, as curvas foram avaliadas, individualmente,

quanto ao cumprimento dos parametros definidos previamente como critérios de

aceitacdo para 0s ensaios, descritos na secdo 5.7.6.1. Para isso, as curvas foram

submetidas a regressdo linear e os valores estimados para os parametros da curva de

regressdo (slope e intercept), os intervalos de confianga e os coeficientes de correlagdo

(r) e de determinacéo (R?) encontrados estdo dispostos na tabela 3.
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Tabela 3 — Resultados obtidos paraaavaliacdo dos parametros de regressao linear das curvas de calibracio
daRT-gPCR

Significancia
Coeficiente t_jo_ Coejficiente Coeficiente de Coeficignte 9e Eficitf:r_mciage
Curva | angular coeficiente linear correlagio (1) determinagéo amplificacdo
(slope) angular (Intercept) (R® (%)
(p-valor)

1 -3,3403 <0,05 37,3305 0,9987 0,9974 99,24%
2 -3,2648 <0,05 37,1264 0,9983 0,9966 102,44%
3 -3,2542 <0,05 36,7860 0,9980 0,9960 102,90%
4 -3,2952 <005 37,2098 0,9996 0,9991 101,13%
5 -3,2887 <005 37,1367 0,9993 0,9985 101,41%
6 -3,3165 <0,05 37,1979 0,9983 0,9967 100,23%
7 -3,3355 <0,05 37,3257 0,9993 0,9986 99,44%
8 -3,2346 <0,05 37,1732 0,9990 0,9981 103,78%
9 -3,2722 <0,05 37,1649 0,9991 0,9982 102,12%
10 -3,3486 <0,05 37,4956 0,9985 0,9969 98,90%
11 -3,2921 <0,05 37,0545 0,9984 0,9968 101,26%
12 -3,2924 <0,05 37,1105 0,9994 0,9989 101,25%

Fonte: SEVAN — Bio-Manguinhos

Como pode ser observado, todas as curvas processadas apresentaram valores para
o0s parametros de regressao linear aceitaveis, segundo os critérios de aceitacao definidos
para 0s ensaios. O modelo de regressdo linear sugeriu uma forte significancia do
coeficiente angular (p-valor) de todas as curvas, 0 que permitiu estimar os valores de
eficiénciade amplificacdo com base na equacéo descritana secdo 5.8.2.

Os valores obtidos para eficiéncia de amplificacdo sugeriram um alto grau de
reprodutibilidade e desempenho do procedimento nas etapas de preparo e processamento
das curvas de calibracdo, ja que atenderam valores compreendidos no intervalo esperado
de 90% e 110% (FDA, 2019). A partir disso, entdo, foi construido um grafico de dispersao
(Grafico 4) onde sédo apresentados todos os valores de C, experimentais obtidos nas

curvas processadas em funcédo do logaritmo de base 10 da concentracgdo plasmidial.
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Gréfico 4 — Representacéo graficada dispersdo dos valores de Cq obtidos a partir das curvas de calibragéo
em funcéao do logaritmo de base 10 das concentragdes plasmidiais da RT-qPCR

Grafico de Dispersao - Compilado de Curvas

Ca

Compilado dos valores de Cq experimentais obtidos para as curvas plasmidiais analisadas. C,
quantification cycle. Fonte: SEVAN — Bio-Manguinhos

O grafico de dispersdo dos valores de Cq obtidos nas curvas de calibracdo sugeriu
uma relacdo linear entre as variaveis analisadas. Os parametros de regressdao foram

estimados por meio do método dos minimos quadrados, os quais podem ser verificados

na tabela 4.

Tabela 4 — Compilado dos pardmetros de regresséo obtidos das curvas de calibracdo daRT-gPCR

Coeficiente | SignificAnciado | Coeficiente Coeficiente de Coeficiente de Eficiénciade
angular | coeficiente angular linear correlacio (r) determinacdo | amplificagdo
(slope) (p-valor) (Intercept) ¢ (R?» (%)
-3,2946 < 0,05 37,1760 0,9988 0,9976 101,15%

Fonte: SEVAN — Bio-Manguinhos

Como é possivel observar, os pardmetros obtidos, apresentados na tabela 4, estéo
em concordanciacom os valores de C, obtidos para as curvas individuais, onde o p-valor
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< 0,05 revela um slope altamente significante e em conformidade com o critério de
aceitacdo predeterminado para o parametro (entre -3,6 e -3,1).

O valor 37,1760 estimado para o intercept respeitou o critério pretendido para o
parametro (< 40,0). Além disso, com base na interpretacdo tedrica do evento de
amplificacdo que ocorre na metodologia de qPCR, este valor representao Cq onde uma
Unica copia de RNA de CHIKV eé capaz de ser detectada.

Ja os valores 0,9988 e 0,9976 obtidos parar e R?, respectivamente, indicaram uma
boa correlagéo linear entre os valores de C, experimentais e as concentragdes plasmidiais
tedricas, de acordo com o modelo de regressdo linear aplicado.

O valor 101,15% obtido para a eficiéncia de amplificacdo também obedeceu ao
critério pré-estabelecido. Esses resultados indicaram uma baixa variabilidade na execucao
das diluicdes realizadas para cada concentracao da curva de calibracéo.

Sendo assim, os resultados de R?, slope e eficiéncia de amplificacdo obtidos neste
estudo demonstraram-se bastante similares aqueles demonstrados por PABBARAJU e
colaboradores (2016) durante o desenvolvimento e validagcdo de um RT-PCR multiplex
tendo como alvo de CHIKV a proteinando estrutural 4 (nsP4). Diferentemente disso, em
estudo de RT-PCR one-step multiplex empregando a mesma regido génica alvo de
CHIKV utilizada em nossos ensaios, os valores de slope e intercept, -3,6304 e 42,709,
respectivamente, excederam os critérios de aceitacao para estes parametros (LIU et al.,
2018).

Obtidos os parametros de regressdo por meio do compilado das curvas de
calibracdo, os valores das concentracfes experimentais foram preditos a partir da
substituicdo dos valores e determinacao da equacéo de regressdo da curva ajustada obtida
por meio da aplicagdo do modelo de regresséo linear. Na tabela 5 encontram-se os valores
médios ajustados das concentrag¢des plasmidiais de cada uma das curvas processadas.

Com base nos valores apresentados na tabela 5, um novo gréafico de dispersao foi
construido, correlacionando as concentragdes experimentais obtidas com as

concentracdes nominais, como pode ser verificado no grafico 5.
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Tabela 5 — Valores de concentracdes plasmidiais ajustadas obtidas a partir da equagao de regressao linear
Log:o da concentragdo plasmidial experimental da RT-qPCR

Log,, da concentracao plasmidial nominal (cépias/pL)
curval| 700 | 600 | 500 | 400 | 300 [ 200
1 7,0781 6,1215 4,8715 4,0119 2,9598 2,0500

©
2 2 70390 59837 48075 39174 30713 20277
23 3 71168 60801 49342 40176 29916 22390
c8 4 70451 59927 49017 39811 29984  2,0245
%) 5 70817 59854 49047 39709  3,0200 2,603
53 6 71132 60937 48631 3948 30385 20829
85 7 70213 60659 49425 40978 29810 19543
S = 8 69452 59084 48064 3853 29781 20215
e 9 70333 59494 48876 38946  3,0560 20156
= 10 71038 60370 48570  3,8654  2,9688  2,0283
3 11 70372 60370 49131 42044 30061  2,0028
12 70763 60196 49181  3,9958 30356  2,0558

Fonte: SEVAN — Bio-Manguinhos

Gréfico 5 — Representacdo graficada dispersdo correlacionando, em fungdo do logaritmo de base 10, as
concentracdes plasmidiais experimentais obtidas com as concentragdes plasmidiais nominais da RT-gPCR
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Linearidade de resposta obtida, em Logl0, entre os valores de Cq experimentais obtidos para as
concentracBes plasmidiais analisadas e os valoresde Cq das concentragdes plasmidiais nominais. Cq,
quantification cycle. Fonte: SEVAN — Bio-Manguinhos

A partir do perfil linear apresentado no grafico de dispersdo, a investigagdo da
correlacdo entre os valores das concentragfes plasmidiais experimentais e nominais foi

verificada por meio da analise de regressao linear. Além disso, a partir da regressao li near

também foram obtidos os pardmetros da curva de regressdo (slope e intercept), 0s
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intervalos de confianca e os coeficientes de correlacdo (r) e determinacgdo (R?). Os
parametros podem ser verificados na tabela 6.
Tabela 6 — Parametros e coeficientes para a curva ajustada via modelo linear correlacionando, em funcéo

do logaritmo de base 10, as concentracdes plasmidiais experimentais ajustadas com as concentragdes
plasmidiais nominaisda RT-gPCR

Coeficiente | Significanciado | Coeficiente .. Coeficiente de Desvio
-~ : Coeficiente de ™ .

angular | coeficiente angular linear correlacao (r) determinacéo residual

(slope) (p-valor) (Intercept) ¢ (R» (QMR)

1 <0,05 0 0,9988 0,9976 0,0072

Fonte: SEVAN — Bio-Manguinhos

De acordo com os valores dos coeficientes de correlagdo (r) e determinacgéo (R?)
obtidos para a curva ajustada, 0 modelo de regressao linear aplicado sugeriu uma boa
correlacdo linear entre as variaveis, bem como um bom ajuste do modelo empregado. A
significancia do coeficiente angular, a um nivel o = 0,05, apresentando p-valor < 0,05,
permite dizer que o parametro € significantemente diferente de 0. Além disso, os
pardmetros de regressdo obtidos, slope = 1 e intercept = 0, sugerem uma pequena
diferencaentre os valores experimentais ajustados e 0s nominais.

Com base nas concentracGes plasmidiais em copias absolutas como fator foi
possivel construir um resumo estatistico que permitiu a avaliacdo dos coeficientes de
variacdo, conforme demonstrado na tabela 7 a seguir:

Tabela 7 — Resumo estatistico para avaliacdo da dispersdo dos dados obtidos para curva de calibragdo da
RT-gPCR

Concentracio Meédia global da
plasmidigl concent_ra_lgéo Desvio padréo A
. plasmidial Varianciaglobal| CV% global
nominal . global
(copias/uL) experimental
(copias/pL)

102 1,128098 x 102 2,062693 x 10t  4,254704 x 102 10,64
103 1,023604 x 103 8,513237x 10t  7,247520 x 103 8,32
104 9,793109x10%  2,469358x 103  6,097729 x 10° 25,22
10° 7,691753x 104  7,68304x10%  5,902915x 107 9,99
108 1,064009x 106 1,507161x10° 2,271533x10% 14,16
107 1,148092 x 107  1,220998 x 106  1,490836 x 10%? 18,28

Fonte: SEVAN — Bio-Manguinhos
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Como pode ser verificado na tabela 7, o critério de dispersdo dos dados
preconizado foi obedecido para os niveis de concentracdo plasmidial analisados, com
excecdo da concentracdo de 10* copias/uL, a qual apresentou CV% > 25%. Apesar de 0
compilado de resultados ndo ter sido capaz de atender ao critério predeterminado para
todas as concentrac@es plasmidiais empregadas no método, conforme estabelecido pelas
agéncias regulamentadoras, observa-se que, quando analisadas individualmente, as
curvas de calibracdo atendem todos os critérios estabelecidos para aceitacdo do ensaio,
como pode ser verificado na tabela 3.

Diante disso, pode-se sugerir que a maneira mais adequada de realizar a analise
das curvas de calibracdo para o método de qPCR seja por meio da analise de cada uma
das curvas individualmente e ndo por meio do compilado de resultados, como obtido até
este momento do estudo.

Entretanto, mesmo sabendo da necessidade de novas investigacfes para avaliar a
melhor maneira de analisar este pardmetro, os resultados obtidos foram considerados para
a realizacdo da estimativa da faixa linear da metodologia estudada, a qual foi realizada
mediante inclusao dos limites inferior (LI) e superior (LS) de linearidade, como mostrado

na tabela 8 a seguir:

Tabela 8 — Calculo do Lle LS para determinacdo da faixalinear da RT-gPCR

LI = 10 (Concentragio tedricaminima-— 3.¥(QMR )) LS = 10 (Concentragio tedrica méxima +3.(QMR )
LI =10@-3.¥0.072) LS =10 (7+(3.40,072)
LI =55,64 copias/uL LS =17.971.526 copias/pL

Fonte: SEVAN — Bio-Manguinhos

Deste modo, a faixa linear foi estabelecidacompreendo as concentragdes [1,7454
- 7,2546] copias/pL, em escala logaritmica, ou [55,64 — 17.971.526] copias/pL.

Analises futuras serdo capazes de definir com maior assertividade se o critério de
dispersdo acima do valor pré-estabelecido representa uma influéncia negativa para 0s
resultados obtidos pelo método de qPCR ou ndo. Além disso, podera ser esclarecido se
as analises por meio de compilados dos resultados sdo realmente adequadas para a

metodologia.
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6.4.3 Precisdo

A variabilidade dos erros aleatérios ocorridos em reacdes individuais
(repetibilidade) realizadas em diferentes dias e por analistas distintos (preciséo
intermediaria) foi avaliada com base no intervalo de concentracdes de RNA de CHIKV
contemplado nos painéis de diluicdo previamente preparados utilizados tanto para 0s
ensaios de precisdo, quanto para os ensaios de exatiddo. Os resultados de preciséo obtidos
para todas as réplicas das concentrac6es analisadas podem ser verificados na tabela 9.

Tabela 9 — Resultados experimentais de RT-gPCR em amostras de CHIKV diluido em soro humano
negativo paraestimativa da repetibilidade e da precisdo intermediaria

Concentragéo Resultados (copias/uL)

Analista

@pas) [ 1 [ 2 | 3 [ 4 [ s [ & [ 7 [ s

1,0x10°  3,75x10° 2,93x10° 1,49x10° 1,01x10° 2,16x10° 1,29x10° 1,75x10° 3,47 x10°
1,0x10*  3,04x10* 1,65x10* 1,83x10* 1,26x10* 3,07x10* 248x10* 2,62x10* 1,91 x10*
A 50x10°  793x10° 7.86x10° 653x10° 4,86x10° 133x10* 596x10° 951x10° 647 x10°
1,0x10°  338x10° 1,47x10° 2,94x10° 2,65x10° 2,57x10° 1,95x10° 1,09x10° 1,43x10°
1,0x10°  2,51x10% 2,32x10* 1,83x10° 2,40x10° 159x10° 2,37 x10? 2,83x10? 2,68 x 10
1,0x10°  1,24x10° 1,02x10° 1,11x10° 595x10* 9,20x10* 4,21x10* 3,99x10* 8,70 x 10*
1,0x10*  9,35x10° 6,86x10° 9,64x10° 1,48x10* 6,83x10° 6,68x10° 6,19x10° 6,84 x10°
B 50x10° 573x10° 1,87x10° 3,73x10° 184x10° 192x10° 290x10° 112x10° 257x10°
1,0x10°  6,29x10° 3,87x10° 7,06 x10° 4,80x10° 3,20x10° 2,81x10° 520x10° 8,19 x 10°
1,0x10*  7,05x10' 3,98x10' 6,59x10' 536x10" 1,38x10% 3,73x10' 2,79x10' 4,31x10"
1,0x10°  1,29x10° 1,60x10° 1,32x10° 1,36x10° 1,26x10° 8,22x10* 8,17x10* 1,43x10°
1,0x10*  2,28x10% 1,27x10* 1,26x10* 1,27x10* 1,06x10* 1,00x10* 6,31x10° 1,37 x10*
C 50x10°  697x10° 618x10° 572x10° 357x10° 4,81x10° 420x10° 3,01x10° 530x10°
1,0x10°  1,26x10° 1,23x10° 1,39x10° 8,28 x10° 8,89x10° 7,53x10° 581x10° 7,92 x10°
1,0x10°  311x10" 1,01x10* 114x10° 9,17x10" 1,02x10° 123x10° 1,07 x10®> 1,10 x 10

Fonte: SEVAN — Bio-Manguinhos

De acordo com os dados apresentados, foi construido um sumario estatistico
(Tabela 10) com o objetivo de avaliar o grau de dispersdo dos resultados experimentais
obtidos, no qual podem ser verificados os valores estimados para as medidas de
localizagéo e variabilidade.

Tabela 10 — Sumario estatistico das concentracdes tedricas para avaliacdo do grau de disperséo dos
resultados experimentais de RT-gPCR em amostras de CHIKV diluido em soro humano negativo

Concentracao NUmero de Desvio CVo CV%
tedrica Analista | resultados [ Média Padrio (repetibil?dade) (precis&o
(copias/pL) (n) intermediaria)
A 8 2230173 103492,48 46,41
1,0x 105 B 8 8216729 31618,19 38,48 60,35

C 8 1236951 27771,45 22,45
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A 8 2232756 6672,822 29,89

1,0x 104 B 8 8393,731 2879,701 34,31 52,51
C 8 1279362 4673,54 36,53
A 8 7802347 2636,415 33,79

5,0x103 B 8 2709947 1457,242 53,77 54,25
C 8 4968818 1340,832 26,98
A 8 2184988 8176,136 37,42

1,0x103 B 8 5177256 1898,417 36,67 71,18
C 8 9664,257 2903,324 30,04
A 8 2316936 4148,226 17,9

1,0x 102 B 8 5953,175 3491,098 58,64 63,77
C 8 9756,254 2843,725 29,15

Continuacdo Tabela 10

Fonte: SEVAN — Bio-Manguinhos

Como é possivel verificar, os dados apresentados na tabela acima revelam uma
caracteristica de dispersdo aumentada para 0s resultados experimentais obtidos,
representada pelos coeficientes de variagdo (CV%), demonstrando uma elevada
variabilidade dos resultados em todos os niveis de concentracdes analisados (valores em
destaque na tabela 10). Por conta disso, os critérios estabelecidos para aceitacdo dos
ensaios (CV% < 25%) ndo foram cumpridos, tanto para repetibilidade, quanto para
precisdo intermediaria.

Como definicdo, a precisdo estd completamente relacionada com o0s erros
causados por fatores que variam durante a realizacdo dos ensaios. Dentre esses fatores
podem ser citados temperatura, tempo de execucdo, os diferentes reagentes, instrumentos
e equipamentos utilizados, além das diferencas intrinsecas aplicadas a técnica de acordo
com o operador que a executa, como, por exemplo, erros de pipetagem, e variagdes
estocasticas individuais (BURD, 2010; BUSTIN et al., 2009; ROZET etal., 2011).

Com relacéo as corridas, espera-se uma menor variabilidade entre os resultados
de uma amostra processada em uma mesma corrida (repetibilidade) do que entre os
resultados dessa mesma amostra obtidos em corridas distintas (precisao intermediaria).
Esse fato deve-se a variagdo das condi¢es operacionais presente no momento de cada
uma das analises (BURD, 2010). Entretanto, a repetibilidade de algumas corridas
apresentou variabilidade proxima aos elevados resultados de precisdo intermediaria.

A execucdo dos ensaios para avaliar a precisdo do método de RT-gPCR foi

realizada de modo que nenhum dos possiveis fatores causadores de variacdes
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significativas interferissem no desempenho desta etapa. Para isso, os ensaios foram
executados em cabines e salas segregadas, predeterminadas para a realizacdo de cada
etapa do método (extracdo do RNA viral, obtencdo de DNAc e realizacdo da RT-gPCR),
impedindo possiveis contaminagdes. Além disso, foram utilizados os mesmos reagentes,
pipetas e equipamentos por todos os analistas, o que reduz a chance de erros inerentes a
cada um dos materiais.

Apesar de tomadas todas as precaucdes, os resultados obtidos ndo permitiram
dizer que o método é preciso. Logo, podem ser sugeridas, além dos fatores de
variabilidade ja citados, dois outros possiveis motivos causadores das significativas
variabilidades aqui observadas, como: (1) erros nadiluicdo das amostras que compuseram
0s painéis de concentracdes destinados a realizacdo das etapas de precisdo e exatiddo, e
(2) intervalo inadequado de concentracGes tedricas constituintes dos painéis de diluicao,
assim como o nimero de amostras analisadas.

O procedimento de diluicdo é uma potencial causa de irregularidade dos
resultados de um ensaio. Neste estudo, o grau de dispersao dos resultados apresentou uma
elevada variacdo ndo so entre os valores obtidos para as amostras processadas no mesmo
dia, por um unico operador e submetidaa mesma corrida, como também para os valores
obtidos entre os diferentes analistas em diferentes dias. Logo, é possivel sugerir que a
fonte raiz da variabilidade apresentada esteja na dilui¢do incorretamente realizada na
amostra de maior concentracdo, da qual foram diluidas as amostras de menores
concentragdes. Este erro pode ter sido decorrente de célculos equivocados realizados com
base no titulo viral da aliquota utilizada para a diluicdo da maior concentracédo viral ou
até mesmo no calculo do volume de suspenséo viral a ser adicionado a matriz.

Conforme recomendado pelo documento EP5-A2 do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), a avaliacdo da precisdo deve ser feita com base em amostras
contempladas em trés niveis de concentragcfes: alta, baixo e um que represente as
concentragdes utilizadas como referéncia para a tomada de decisdes clinicas que,
geralmente, sdo consideradas como o limite de deteccdo do metodo. Caso as estimativas
de precisdo, baseadas nesses niveis de concentracdes, apresentem grandes diferencgas, é
sugerido que concentrac¢des adicionais sejam testadas para descrever o total desempenho
do ensaio (NCCLS, 2004).

Além disso, pode ndo ser possivel estabelecer a precisdo de um método sem que
para isso seja empregado um grande nimero de amostras. O aumento no quantitativo de

amostras analisadas promove uma melhor confianga nas estimativas estatisticas e permite
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a influéncia de erros aleatorios relacionados a performance do teste para cada um dos
niveis de concentracdo aplicados (BURD, 2010). Levando em considera¢do que nos
ensaios de avaliacdo da precisdo para a metodologia de RT-qPCR realizados foram
empregadas 24 réplicas totais para cada uma das cinco concentracGes de RNA viral
analisadas, seria interessante aaplicacdo de ajustes com relacdo ao numero de réplicas de
niveis de concentracédo processados com o objetivo de verificar se o grau de dispersédo da
repetibilidade e da precisao intermediaria adequam-se aos critérios predefinidos para o

método.

6.4.4 Exatiddo

A exatiddo do método foi determinada por meio do célculo de recuperacao
percentual média das concentracfes predeterminadas de copias de RNA viral de CHIKV,
que verifica a quantificacdo correta do nimero de cdpias de RNA viral. Para esta
avaliacdo foram utilizados os painéis de diluicdo previamente preparados, tambem
utilizados para os ensaios de precisdo, devido a falta de um material de referéncia
estabelecido e certificado para CHIKV. Os resultados das recuperacdes percentuais
médias obtidos de todas as réplicas analisadas estdo apresentados na tabela 11.

Tabela 11 — Resultados das recuperac@es percentuais médias das réplicas obtidas em amostras de CHIKV
diluidoemsoro humano negativo para a avaliacdo daexatiddo da RT-gPCR

Concentracédo Recuperacdes %

Analista

(copias/pL) 1 2 3 4 5 6 7 8

1,0x10°% 374,79 292,83 149,1 1006 216,01 128,78 175 347,04
1,0x 104 304,03 165,13 183,44 12584 307,46 24757 261,65 191,09
A 5,0x 103 158,56 157,12 130,65 97,21 266,11 119,11 190,14 12947
1,0x103 337,55 147,42 293,67 26511 257,41 194,92 109,39 142,553
1,0x10? 2514 231,85 18345 239,76 159 237,01 282,89 268,17
1,0x10° 12422 101,98 110,64 59,49 9199 42,12 39,88 87,02
1,0 x 10* 93552 68,6 96,4 14762 6832 66,78 6189 68,37
B 5,0x 103 11468 37,33 7458 36,82 3844 5798 22,34 51,42
1,0x 103 62,9 38,72 7063 479 3197 2813 5198 81,89
1,0x 102 7048 39,78 6595 536 138,15 37,26 27,94 43,09
1,0x10° 128,76 159,55 132,33 136,11 126,3 82,16 81,67 142,69
1,0x 104 228,34 126,65 12559 127,03 11551 100,31 63,12 136,94
5,0x 103 139,4 123,61 114,41 7132 96,16 84,02 60,11 10597
1,0x103 126,21 123,32 139,29 828 88,92 7525 58,13 79,22
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1,0 x 102 31,15 100,76 1135 91,67 1024 12348 107,26 110,28

Continuacdo Tabela 11

Fonte: SEVAN — Bio-Manguinhos

Conforme demonstrados na tabela 11, os resultados obtidos para as recuperacgdes
percentuais médias das réplicas processadas ndo atenderam ao critério proposto para o
parametro de exatiddo, que compreende a faixa entre 75% e 125% em relacdo a
concentragdo nominal. Este intervalo é considerado ideal por conta da caracteristica
complexa da matriz bioldgica utilizada (soro humano) nos ensaios, bem como a
variabilidade do método estudado (FDA, 2019). A diferenca acentuada entre os resultados
obtidos de recuperacao percentual pode ser justificada pelaelevada variabilidade ocorrida
em todos os niveis de concentracGes de copias de RNA viral analisadas (valores em
destaque na tabela 11).

Além disso, também foi avaliada a linearidade de resposta das recuperagdes
percentuais médias por meio da aplicagdo do modelo de regressdo linear que
correlacionou os resultados das concentracdes virais experimentais com as nominais. A
curva obtida pode ser vistano grafico 6 a seguir:

Grafico 6 — Curvade linearidade de resposta da RT-qPCR para o parametro de exatiddo de amostras de
CHIKYV diluidoem soro humano negativo

6

y =1,0309x-0,0801
R2=0,9363

O

o PN

Concentracdo de RNA experimental
em copias/uL (Escala Log10)
w

o
=

2 3 4 5 6
Concentragdo de RNA nominal em cépias/uL (Escala Log10)

Linearidade de resposta obtida, em Logl0, entre os valores de RNA experimentais obtidos para as
concentragdes analisadas em amostras de CHIKV inoculadas em soro humano negativo e os valores de
RNA nominais. Fonte: SEVAN — Bio-Manguinhos

De acordo com a curva de linearidade de resposta demonstrada no gréfico 6, a
correlacdo dos resultados obtida entre os valores das concentragfes virais experimentais
e nominais, levando em consideracdo os coeficientes de correlagdo (r) (r = 0,9677 <
0,990) e de determinacéo (R?) (R? = 0,9363 < 0,990) obtidos, demonstra que o parametro
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de exatidao exigido paraa metodologia ndo foi alcancado. Por conta disso, os coeficientes
da curva ajustada e seus coeficientes de correlagdo ndo puderam ser considerados para o
parametro analisado.

Além da avaliagdo da recuperagdo percentual média das réplicas processadas,
cada uma das concentracdes de RNA viral foi analisada levando em consideracédo as
recuperacOes percentuais médias para cada um dos analistas, como demonstrado na tabela
12.

Tabela 12 — Resultados de recuperacéo percentual média da RT-qPCR obtidos de amostras de CHIKV
diluidoemsoro humano negativo por niveis de concentracdo e por analistas

Concentracao tedrica

. 5 O/ A
(copiasiyL) Analista | Recuperacao % média

223,01725
82,16729
123,69509
223,27561
83,93731
127,93619
156,04694
54,19894
99,37635
218,49878
51,77255
96,64257
231,69359
59,53175
97,56254

1,0x10°

1,0x 104

5,0x103

1,0x103

W >0 L >O >0 >0’ >

1,0x 102

O

Fonte: SEVAN — Bio-Manguinhos

Conforme verificado na tabela anterior, as recuperagdes percentuais médias por
analista obtidas também ndo atenderam ao critério de aceitacdo dos ensaios em todas as
concentracdes analisadas, apresentando diferengas significativas entre os analistas
(valores em destaque na tabela 12). Sendo assim, esses resultados indicam que o0 método
em estudo ndo esta apto a fornecer resultados exatos, necessitando de aperfeigoamento.

Os resultados, em copias/pL, obtidos a partir do processamento do painel de
diluicdo foram compartilhados entre as analises de precisdo e exatiddo. Por conta disso,
da mesma maneira que para o parametro de precisdo, os resultados analiticos para

exatidao também ndo se apresentaram conforme desejado para 0 método.
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Assim, além das possiveis causas discutidas na secdo 6.4.2.3 para precisao,
também pode-se sugerira ocorrénciade erro na etapa de extracdo do RNA viral.

Conforme descrito na literatura, a recuperacao percentual obtida como resultado
da exatiddo pode ser representada pela eficiéncia de extracdo de &cidos nucleicos
(HEDMAN et al., 2018), ja que na reacao de RT-gPCR serdo quantificadas somente as
moléculas do RNA viral que foram corretamente extraidas e encontram-se no volume de
reacdo analisado.

Portanto, com base nos resultados insatisfatorios obtidos para precisao e exatiddo,
0s ensaios para analise desses parametros deverao ser ajustados e repetidos apds a tomada

de decisdes pertinentes a sua otimizacao.

6.4.5 Limitede quantificacdo (LQ)

A determinacdo do limite de quantificacdo do metodo € dependente dos
pardmetros de precisdo e exatiddo, sendo assim, como esses ndo alcancaram o
desempenho esperado para os critérios predefinidos de aceitacdo dos ensaios, ndo foi

possivel determinar de maneira confiavel a estimativado limite de quantificacao.

6.4.6 Sensibilidade analiticaou Limite de detec¢do (LD 95%)

A determinacdo do parametro de sensibilidade analitica/limite de detec¢édo (LD)
foi baseada na andlise de painéis de amostras contendo diferentes concentracfes
decrescentes de copias de RNA viral de CHIKV diluidas em série. Os resultados obtidos

para o parametro de deteccdo estdo dispostos na tabela 13 a seguir:

Tabela 13 — Percentuais de resultados de amostras positivas de CHIKV diluido em soro humano negativo
para a estimativa do LD 95% da RT-qPCR

Concentracédo N° de réplicas N° de replicas % de deteccéo
(cOpias/pL) testadas (n) detectadas (p) (p/n x 100)
100 24 24 100%
50 24 24 100%

25 24 24 100%
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12,5 24 24 100%
6,25 24 23 95,83%
3,125 24 24 100%

Continuacédo Tabela 13

Fonte: SEVAN — Bio-Manguinhos

A estimativa da sensibilidade analitica é baseada no critério que leva em
consideracdo a menor concentracdo de material genético alvo do virus estudado que
apresente resultados detectaveis em, pelo menos, 95% das amostras analisadas. Desta
forma, de acordo com os percentuais demonstrados na tabela 13, todas as concentracdes
obedeceram ao critério estabelecido para o parametro (LD 95%), revelando que a
concentracdo viral estimada de maneira empirica se encontra em torno de 3,125

copias/pL.

6.4.7 Especificidade analiticaou Seletividade

Com o objetivo de avaliar a especificidade analitica do método, foram obtidos os
valores de Cq das amostras de virus individuais e dos pools virais, observados na figura
16 de acordo com as posigdes ja ilustradas na figura 7 da se¢do 5.8.7.

Figura 16 — Resultados experimentais, em Cq, das amostras virais testadas para o parametro de
especificidade analitica/seletividade da RT-qPCR

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

A | 1424 | 1435 | 17,64 | 17,78 | 21,23 | 21,45 | 24,46 | 24,50 | 27,28 | 27,44 | 30,46 | 30,57

B | 1399 | 14,02 | 17,50 | 17,65 | 20,97 | 21,18 | 24,45 | 24,24 | 26,88 | 27,33 | 30,47 | 30,60

Poco | Poco | Poco | Poco | Pogo | Pogo
vazio | vazio | vazio | vazio | vazio | vazio
Poco | Pogo | Pogo | Pogo | Pogco | Pogo
vazio | vazio | vazio | vazio | vazio | vazio
Poco | Pogo | Pogo | Pogo [ Pogo | Pogo
vazio | vazio | vazio | vazio | vazio | vazio
Poco | Pogo | Pogo | Pogo | Pogo | Pogo
vazio | vazio | vazio | vazio | vazio | vazio

C | 16,69 | 16,94 | 16,78 | ND ND ND

D | ND ND ND ND ND ND

E [ ND ND ND ND ND ND

F ND ND ND ND ND ND

Poco | Pogo | Pogo | Pogo

G ND ND ND ND ND ND . . . . ND ND
Vazio | vazio | vazio | vazio

Poco | Poco | Pogo | Pogo | Pogco | Pogo | Pogo

H | 19,35 | 19,79 | 20,28 . . . . . . . 129,22 | ND
vazio | vazio | vazio | vazio | vazio | vazio | vazio

Esquema da placa contendo os resultados do parametro de especificidade analitica/seletividade da RT-
gPCR para o virus Chikungunya. ND, nédo detectado. Fonte: SEVAN — Bio-Manguinhos
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Os valores de C, obtidos nesta andlise revelaram que os resultados foram
considerados adequados, pois as amplificacbes observadas foram condizentes a
especificidade esperada para o ensaio. Como pode ser visto na figura 16, os pogos C1, C2
e C3, que receberam amostras individuais de CHIKV, apresentaram C, menores do que
0s pogos H1, H2 e H3, inoculados com os pools virais. Este padrdo era o desejado j& que
as amostras presentes nos ultimos pogos citados continham uma concentracéo inicial de
genoma de CHIKV menor do que aqueles que receberam somente amostras do virus alvo
puro, devido a dilui¢do do pool viral (padrdo confirmado pela figura 17).

Além disso, como pode ser verificado, em nenhum outro poco contendo virus
passiveis de reatividade cruzada, foram detectados sinais fluorescentes, o que demonstra
gue a metodologia foi capaz de detectar exclusivamente o genoma de CHIKV. A partir
destes resultados também foi possivel demonstrar aausénciade contaminagéo cruzada na
reacdo, bem como nos pocos destinados ao NEC e NTC.

Figura 17 — Gréfico de amplificagéo (Amplification Plot) e grafico de multicomponentes (Multicomponent
Plot) para as amostras testadas na etapa de especificidade analitica/seletividade da RT-gPCR
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Em A podem ser observadas as curvas de amplificacdo das amostras individuais puras de CHIKV (em
laranja), dos pools virais testados (em verde) e do controle PEC (em azul), ja em B estdo demonstradas as
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curvas de fluorescéncia das amostras puras individuais de CHIKV, dos pools virais e do controle PEC,
todas em azul. Amplification Plot, Grafico de amplificacdo, Multicomponent Plot, Grafico de
multicomponentes, FAM, fluoréforo de comprimento de onda de, aproximadamente, 494-515 nm, ROX,
fluoroforo de comprimento de onda de, aproximadamente, 575-602 nm. Fonte: SEVAN —Bio-Manguinhos

A capacidade do método em detectar o alvo de interesse e 0 seu desempenho da
etapa de extracdo do RNA viral foi corroborado com a realizacdo da extracao de acidos
nucleicos, seguidada reacdo de RT-gPCR de 30 amostras clinicas positivas para CHIKV,
das quais os valoresde Cq e copias/volume obtidos encontram-se na tabela 14:

Tabela 14 — Resultados de RT-qPCR das amostras clinicas analisadas para especificidade analitica

pmosra [ cumeato | Soroirado T Comenai
1 23,626 12804,725 5762126,294
2 24,243 8401,858 3780836,060
3 20,183 138647,758 63664786,751
4 23,622 12886,389 5798874,902
5 29,818 178,579 80360,620
6 27,740 749,127 337106,964
7 22,623 25650,177 11542579,541
8 29,045 303,809 136713,991
9 23,422 14738,209 7369104,492
10 23,480 14208,475 6393813,574
11 22,103 36889,738 16853179,925
12 25,077 4712,317 2174915,377
13 25,432 3679,353 1742851,318
14 23,660 12563,381 5653521,606
15 23,766 11651,731 5377722,206
16 23,448 14893,331 7446665,527
17 26,584 1662,593 787544,263
18 27,605 822,183 369982,507
19 30,678 99,271 45817,443
20 23,522 13899,362 6415090,294
21 27,788 725,080 326286,104
22 31,422 59,162 27305,715
23 22,685 24562,791 11336672,776
24 22,686 24505,035 11310016,226
25 22,684 24680,370 11390940,054
26 23,891 10754,979 4963836,689
27 31,594 52,326 23546,617
28 22,568 26786,889 12426907,116
29 23,317 15911,122 7160004,712
30 28,162 559,869 257082,629

NTC ND ND ND



114

NEC ND ND ND
PEC 30,397 119,473 53762,840

Continuacdo Tabela 14

Fonte: SEVAN — Bio-Manguinhos

Apesar de nenhuma das amostras clinicas analisadas ter apresentado resultado
negativo, o intervalo de valores de C, variou de 20,183 a 31,594, indicando uma
abrangente capacidade de deteccédo especifica nas amostras contendo material genético
alvo em concentracdes relativamente variaveis. Diante destes resultados, foi possivel
verificar que o método permitiu a deteccdo do RNA viral desejado de maneira satisfatoria
e de acordo com o esperado, podendo, entdo, considera-lo aceitdvel quanto a
especificidade analitica para CHIKV quando comparados a outros virus. Este resultado
indica que, embora 0 método tenha sido desenvolvido para o0 monitoramento do titulo de
estoques virais candidatos a vacinas, este também poderia ser aplicado a determinacgéo da

carga viral de amostras clinicas.

6.4.8 Controle de qualidade da RT-gPCR

Com o objetivo de monitorar o desempenho da curva padréo obtido ao longo dos
ensaios, a fim de garantir sua manutencao dentro dos limites previamente estabelecidos
para a técnicade RT-qPCR foram realizados graficos controle para os parametros criticos

da curva padréo (slope, intercept e R?), conforme demonstrado a seguir.

Graéfico 7 — Gréafico controle dos valores de slope obtidos em todas as curvas padrdo empregadas nos
ensaios de validacdo da RT-qPCR para o virus Chikungunya

2,90
-3,00
-3,10
-3,20
-3,30 ° ¢ ° ° )
-3,40
-3,50
-3,60
-3,70
-3,80

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Ensaio

Slope

® Slope ——Limite superior = Limite inferior

Distribuigdo dos valores de slope obtidos na curva padrdo empregada em cadaumdos ensaios de RT-qPCR
realizados. Fonte: LATEV — Bio-Manguinhos
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Gréfico 8 — Grafico controle dos valores de intercept obtidos em todas as curvas padréo empregadas nos
ensaios de validacdo da RT-qPCR para o virus Chikungunya
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Distribuigdo dos valores de intercept obtidos na curva padrdo empregada em cada um dos ensaios de RT-
gPCR realizados. Fonte: LATEV — Bio-Manguinhos

Gréfico 9 — Grafico controle dos valores de RZ obtidos em todas as curvas padrdo empregadas nos ensaios
de validacéo da RT-qPCR para o virus Chikungunya
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Distribuicdo dos valores de R2 obtidos na curva padrdo empregadaem cada um dos ensaios de RT-qPCR
realizados. Fonte: LATEV — Bio-Manguinhos

Como observados nos graficos 7, 8 e 9, os parametros criticos da curva de
calibracdo mantiveram-se dentro dos limites aceitaveis pré-estabelecidos para a
metodologia estudada, demonstrando uma boa adequacao aos critérios de aceitagdo dos
ensaios. O acompanhamento dos valores de Cq de todas as curvas padrdo aplicadas nos
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ensaios da validacdo da RT-gPCR demonstraram que estes mantiveram um padréo sem
apresentar grandes variagdes entre as replicatas de cada uma das concentracdes

analisadas, como pode ser visto no grafico 10.

Gréfico 10 — Gréfico controle dos valores de Cq obtidos de todas as replicatas das curvas padréo
empregadas nos ensaios de validagdo da RT-qPCR para o virus Chikungunya
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Distribuicdo dos valores de Cq obtidos para todas as concentracdes das curvas padrdo empregadas nos
ensaiosde RT-qPCR realizados. Cq, quantification cycle. Fonte: LATEV — Bio-Manguinhos

Além disso, 0 monitoramento dos valores obtidos para as amostras contendo 1 x
102 copias/uL de CHIKV diluido em soro humano negativo utilizadas como PEC
demonstrou baixas concentracdes conforme o esperado. Os valores estdo demonstrados
no grafico 11 a sequir.

Gréfico 11— Gréfico controle dos valores de PEC obtidos de amostras de CHIKV diluido em soro humano
negativo em todas as curvas padrdo empregadas nos ensaios de validacdo da RT-qgPCR
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Distribuigdo dos valores de PEC,em cépias/uL, obtidos paraas amostras de controle PEC extraidosde soro
humano negativo inoculado com CHIKV em cada um dos ensaios de RT-gPCR realizados. PEC, positive
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extraction control (controle positivo de extragdo); Cq, quantification cycle. Fonte: LATEV — Bio-
Manguinhos

6.5  Avaliagdo da influénciade diferentes matrizes na metodologia RT-gPCR

Ap0s as andlises de desempenho da metodologia de RT-gPCR em matriz soro
humano negativo, decidiu-se avaliar como os parametros de precisdo e exatiddo em
amostras de CHIKV diluidos na matriz utilizada paraa incubacéo viral durante o processo
de producéo de bancos de trabalho, conforme descrito na secdo 5.4, para verificar uma
possivel influénciado soro nas etapas de extracdo do RNA viral e reacdo de qPCR.

Essa avaliacdo objetivou, ainda, melhor representar a realidade das demandas do
laboratorio, onde as analises de quantificacdo das produc@es virais sdo provenientes de
virus mantidos em meio de cultura 199 Earle suplementado. Assim, nessa avaliacdo foram
realizadas analises com foco nesses dois parametros, que ndo alcangaram os critérios
predeterminados para 0 metodo na avaliagdo realizadaem matriz soro humano negativo.
Deve ser ressaltado que os resultados obtidos e demonstrados nessa se¢cdo ndo foram
submetidos as analises do SEVAN/LAMEV, pois a testagem de novas matrizes
representou um estudo preliminar com o intuito de avaliar se alguma dessas matrizes seria
capaz de revelar resultados favoraveis que permitissem a continuidade do estudo de
validacdo da RT-gPCR.

Apesar de todas as possiveis causas sugeridas durante a discussdo acerca da
inadequacéo dos resultados aos critérios estabelecidos para esses parametros, optou-se
por priorizar aavaliacdo do desempenho da metodologia paraumamatriz capaz de melhor
representar 0s processos realizados no laboratério ao invés de testar diferentes
modificac¢bes no desenho experimental variando, por exemplo, nimero de replicatas e a
faixa de concentracgdo ja estabelecida.

Para isso, foram gerados painéis constituidos por diluicdes seriadas de fator 10,
contendo cinco concentragdes decrescentes de meio de cultura 199 Earle suplementado
inoculado com CHIKYV, conforme descrito na secdo 5.8.3. Diferentemente dos painéis
constituidos em matriz soro humano negativo, nesses nao foi realizada uma diluicéo
ajustada de 1:5 do virus previamente a diluicdo dos painéis justamente para averiguar se
essa diluicdo pode ter interferido nas diluicbes seriadas posteriores, refletindo nos
resultados insatisfatorios, verificados na secdo 6.4, para os critérios de precisdo e
exatiddo. Os critérios de execuc¢ao e aceitacdo dos ensaios determinados para o estudo da

RT-gPCR em matriz soro humano foram os mesmos aplicados para essa avaliagdo. Os
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resultados de precisdo obtidos para todas as réplicas das concentra¢6es analisadas podem

ser verificados na tabela 15.

Tabela 15 — Resultados experimentais de RT-gPCR em amostras de CHIKV diluidoem meio de cultura
199 Earle suplementado para estimativa da repetibilidade e da precisdo intermediaria

P Concentracéo Resultados (copias/pL)
(c6pias/uL) 1 2 3 s | s | s 7 8
A 10x10%  110x10° 730x10° 724x10° 898x10° 387x10° 508x10° 554x10° 815x10°
A 10x10°  125x10° 621x10* 568x10° 570x10° 612x10*° 362x10° 598x10* 659 x 10°
A 10x10*  106x10" 933x10° 629x10° 629x10° 456x10° 357x10° 299x10° 4,65 10°
A 10x10%  126x10° 120x10° 960x10° 902x10° 152x10° 136x10° 652x10* 1,07 x10°
A 10x10%  108x10° 733x10"0 895x10" 932x10' 703x10" 634x10' 880x10" 599 x 10"
B 10x10°  143x10° 142x10° 939x10° 510x10° 353x10° 224x10° 230x10° 384 x10°
B 10x10°  117x10° 101x10° 504x10° 622x10° 272x10° 211x10° 364x10* 563x10°
B 10x10*  106x10" 116x10* 939x10° 634x10° 359x10° 250x10° 263x10° 213 x10°
B 10x10°  909x10° 128x10° 810x10° 703x10° 453x10*> 305x10° 182x10* 444 x 107
B 10x10%  833x10' 871x10" 769x10" 766x10' 531x10° 263x10' 306x10" 2,74 x 10"
o 10x10%  795x10° 631x10° 480x10° 275x10° 941x10° 141x10° 229x10° 448x10°
C 10x10°  58x10" 612x10* 588x10* 591x10° 452x10*° 430x10° 330x10* 281x10*
C 10x10*  538x10° 491x10° 273x10° 377x10° 374x10° 454x10° 346x10° 356 x 10°
C 10x10°  590x10° 593x10*° 405x10° 445x10° 564x10*° 505x10° 266x10° 4,87 x 107
C 10x10%  497x10' 497x100 396x100 130x10' 672x10" 344x10' 407x10" 519x 10"

Fonte: Propria autoria

De acordo com os dados apresentados, foi construido um sumario estatistico

(Tabela 16) com o objetivo de avaliar o grau de dispersdo dos resultados experimentais

obtidos, no qual podem ser verificados os valores estimados para as medidas de

localizagéo e variabilidade.

Tabela 16 — Sumario estatistico das concentrac@es tedricas para avaliagdo do grau de dispersdo dos
resultados experimentais de RT-qPCR em amostras de CHIKV diluido em meio de cultura 199 Earle

suplementado

Concentracao A Nur(?eero Méd Desvio CV% CV%
tedrica nalista édia ~ s i
T resultados Padrio repetibilidade (precisao

(copias/pL) n) (rep ) intermediaria)

A 8 714838,03 230064,89 32,18

1,0x 108 B 8 686392,50 508724,02 74,12 56,94
C 8 492453,47 281482,03 57,16
A 8 65478,66 25630,19 39,14

1,0x 106 B 8 59050,50 34339,87 58,15 44,66
C 8 48324,28 12953,77 26,81
A 8 6063,38 2705,59 44,62

1,0x 104 B 8 6097,49 3930,81 64,47 52,96
C 8 4011,24 865,68 21,58
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A 8 111510 277,53 24,89

1,0x 10° B 8 63505 359,35 56,59 51,31
C 8 481,79 11056 22,95
A 8 80,66 16,52 20,48

1,0x102 B 8 57,67 26,46 45,89 41,12
C 8 43,26 15,77 36,46

Continuacdo Tabela 16
Fonte: Propria autoria

Como é possivel verificar, os dados apresentados na tabela acima revelam uma
caracteristica de dispersdo aumentada para os resultados experimentais obtidos,
representada pelos coeficientes de variacdo (CV%), demonstrando uma elevada
variabilidade dos resultados em todos os niveis de concentracGes plasmidiais analisados
(valores em destaque na tabela 16), assim como ocorreu para os resultados das analises
em matriz soro humano negativo. Portanto, os critérios estabelecidos para aceitacdo dos
ensaios (CV% < 25%) ndo foram cumpridos, tanto para repetibilidade, quanto para
precisdo intermediaria.

Como ja foi citado durante a discussdo dos resultados de CHIKV diluido em
matriz soro humano, é esperada uma menor variacao entre os resultados obtidos para a
repetibilidade do que para a precisdo intermediaria. Entretanto, ndo foi o que observamos
para a andlise individual das corridas, ndo sendo essa premissa comprovada com 0s
resultados aqui apresentados.

Em comparacéo aos resultados das anélises do parametro de precisdo de CHIKV
em matriz soro humano, apesar de a repetibilidade (CV% entre as replicatas) ter sido
maior em matriz meio de cultura 199 Earle suplementado, a precisao intermediaria entre
os operadores foi, em geral, menor. Além disso, foi observado um decaimento nas
quantificacGes das replicatas analisadas (resultados experimentais) com relacdo as
concentracdes tedricas esperadas.

As andlises para o parametro de exatiddo do método foram determinadas por meio
do calculo de recuperacéo percentual média das concentragdes predeterminadas de copias
de RNA viral de CHIKYV, sendo utilizados os resultados obtidos para o parametro de
precisdo como base para o calculo dessas recuperagdes. Os resultados das recuperagdes
percentuais médias obtidos de todas as réplicas analisadas estdo apresentados na tabela
17.
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Tabela 17 — Resultados das recuperacdes percentuais médias das réplicas obtidas em amostras de CHIKV
diluidoem meio de cultura 199 Earle suplementado para a avaliagdo da exatiddo da RT-qPCR

Concentracéo Recuperacdes %

(copias/uL) 1 | 2 | 3 [ 4 | 5 | 6 | 7 | 8
1,0x10° 110,28 73,03 7239 8981 3870 50,83 5535 81,48
1,0x10° 12488 62,09 56,78 56,99 61,17 36,16 59,82 6594

A 1,0x10* 105,77 9325 6291 6550 4556 3573 29,88 46,45
1,0x10°3 12551 120,34 9598 90,24 152,16 136,06 65,20 106,59
1,0x 102 107,71 7325 8946 9324 70,27 6343 8798 59,93
1,0x10°8 143,46 141,60 9390 51,03 3532 2240 23,00 38,40
1,0x10° 117,36 101,46 50,35 62,17 27,23 21,11 36,44 56,28
B 1,0x10* 106,28 11555 9395 63,39 3595 2503 26,34 21,31
1,0x10°% 90,85 12753 81,01 70,27 4530 30,52 18,18 44,38
1,0x10° 83,34 87,07 76,94 76,57 5306 26,32 30,64 2741
1,0x10° 7950 63,06 48,02 2747 94,15 14,14 22,86 44,76
1,0x10° 58,26 61,16 5883 59,13 4515 43,01 3299 28,06
C 1,0x10* 53,82 49,09 2726 37,70 37,40 4536 34,62 35,65
1,0x10°3 59,04 59,32 4047 4450 56,42 5046 26,56 48,66
1,0x10°2 49,68 4966 3959 13,03 67,19 3440 40,69 51,85

Analista

Fonte: Propria autoria

De acordo com a tabela 17 e os valores em destaque na mesma, é possivel verificar
que os resultados obtidos para as recuperacdes percentuais médias das réplicas
processadas ndo atenderam ao critério proposto para o parametro de exatiddo, que
compreende a faixa entre 75% e 125% em relacdo a concentracdo nominal, tal observacéo
justificada pela elevada variabilidade ocorrida em todos os niveis de concentracdes de
copias de RNA viral analisadas.

A curva de linearidade de resposta apresentada no grafico 12 demonstrou que,
com base na correlacao dos resultados obtidos entre os valores das concentracdes virais
experimentais e nominais, levando em consideracdo os coeficientes de correlacdo (r) (r =
0,9871 > 0,990) e de determinacéo (R?) (R? = 0,9744 < 0,990) obtidos, que 0 parametro
de exatiddo para o virus inoculado nessa matriz ndo foi alcancado, impedindo que 0s
coeficientes da curva ajustada e seus coeficientes de correlagao fossem considerados para

0 parametro analisado.
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Gréfico 12 — Curvade linearidade de resposta da RT-qPCR para o parametro de exatiddo de amostras de

CHIKYV diluidoem meio de cultura 199 Earle suplementado
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Linearidade de resposta obtida, em Logl0, entre os valores de RNA experimentais obtidos para as
concentracdes analisadas em amostras de CHIKV inoculadas em meio de cultura 199 Earle suplementado
e os valores de RNA nominais. Fonte: SEVAN — Bio-Manguinhos

Na tabela 18 é possivel verificar que baseado nas analises das recuperac6es medias

por analistas o critério de aceitacdo para o0 parametro de exatiddo também ndo foi

alcancado para todas as concentragdes teoricas estudadas, revelando valores bastante

discrepantes entre os analistas, conforme os valores em destaque. A partir dessa anélise,

entdo, pode-se concluir que o método nao foi capaz de revelar a quantificacdo de copias

de RNA viral de maneira exata.

Tabela 18 — Resultados de recuperacdo percentual média da RT-qPCR obtidos de amostras de CHIKV

diluidoem meio de cultura 199 Earle suplementado por niveis de concentragéo e por analistas

Concentracao tedrica
(cbpias/uL)

Analista

Recuperacado % média

1,0x 106

1,0x10°

1,0x 10%

1,0x103

1,0x 102

>

>0 T® >0 >0 > O

71,48380
68,63925
49,24535
65,47866
59,05050
48,32428
60,63375
60,97485
40,11241
111,50978
63,50461
48,17873
80,65974
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B 57,66907

43,26097
Continuacdo Tabela 18

Fonte: Propria autoria

Como a tentativa de obter resultados satisfatdrios para os parametros de precisao
e exatiddo a partir da modificacdo da matriz empregada na dilui¢do do virus de interesse
ndo foi alcancada, levantou-se a hipétese de que o problema raiz estivesse no
equipamento de extracdo semiautomatica utilizado para a realizacédo dos ensaios.

Para verificar essa possibilidade, foi realizado um teste com virus Zika, o qual
encontra-se validado para a mesma metodologia de extracdo de acidos nucleicos. Para
isso, um dos painéis extras de ZIKV diluido em soro humano negativo, gerado para o
processo de sua validacdo, teve seu RNA extraido. Na etapada gPCR, esse foi comparado
com uma nova quantificagdo do RNA viral de um dos painéis extraidos e testado durante
a validacéo, acondicionado em freezer -80 °C desde a finalizacdo dos ensaios de validacao
desse virus. Desta comparacao ndo foram observadas variacfes que revelassem algum
tipo de problema causado pelo equipamento utilizado para a extragdo do RNA viral, nem
mesmo que a relacionasse a um problema referente & matriz (soro humano negativo)
utilizada na diluicdo dos painéis (dados ndo apresentados). Assim, decidiu-se investigar
um novo painel de ZIKV inoculado em matriz meio de cultura 199 Earle suplementado
para avaliar se a variabilidade entre as replicatas seria aceitavel, damesmamaneiracomo
ocorre em soro humano negativo.

Da mesma maneira que observado nos resultados do virus diluido em matriz soro,
em matriz meio de cultura 199 Earle suplementado o virus ZIKV apresentou CV% dentro
do aceitavel para a metodologia (dados ndo apresentados).

Livre da desconfiancacom o equipamento de extracdo semiautomatica de acidos
nucleicos utilizado nos estudos, a atencao foi, entdo, redirecionadaao virus de interesse,
o0 CHIKV. Uma nova investigacao a respeito da constituicdo da matriz empregada foi
feitacom o intuito de verificar se os suplementos utilizados no meio de cultura 199 Earle
seriam a fonte das variagOes obtidas entre as replicatas analisadas. Dessa vez, foram
gerados dois pequenos painéis constituidos por trés replicatas para cada uma das
concentracdes analisada, onde: um deles o virus foi inoculado em meio de cultura 199
Earle suplementado, conforme os estudos anteriores, e 0 outro, em meio de cultura 199
Earle ndo suplementado, sendo ambos extraidos por meio da extracdo semiautomatica.

Esses painéis foram constituidos por replicatasdo CHIKV puro, ou seja, sem diluicdo, e
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de diluigGes seriadas de fator 10 desse virus, de 10° a 102 copias/pL, para a avaliagdo da
quantificacdo obtida para cada uma das matrizes empregadas. Na tabela 19 estdo
demonstrados os resultados dessa comparacao.

Tabela 19 — Resultados experimentais da RT-gPCR para CHIKV diluido em meio de cultura 199 Earle
suplementado e ndo suplementado

Extracao semiautomatica

Amostra
Copias/uL | Média Copias/uL Desvio Padrao (cdpias/uL) CV% (copias/uL)
2,60 x 108
1,0 x 106 6 . 5
CHIKV puro 2,26 x 10 2,92x10 8,65x 10 29,62
3,90 x 108
3,23 x 105
1,0x10°
’ 5 5 4
N&o suplementado 3,10x 10 3,73x10 9,90x 10 26,51
4,87 x 10°
9,45 x 104
1,0x10° 5 5 4
Suplementado 1,39x 10 1,46 x 10 5,53x10 37,90
2,04 x 105
4,04 x 104
4
~ XY 5,83 x 104 5,17 x 104 9,78 x 103 18,94
Nao suplementado
5,62 x 10%
2,63 x 104
4
LA 1,87 x 104 2,09 x 104 4,68 x 103 22,41
Suplementado
1,77 x 104
4,28 x 103
3
o SO 3,16 x 103 4,51% 103 1,48 x 10° 32,76
Né&o suplementado
6,09 x 103
2,37x 103
&
10x10 2,62x 103 1,94 103 9,68 x 102 49,90
Suplementado
8,31 x 102
6,10 x 102
2
L 3,78 x 102 4,67 x 102 1,25 x 102 26,83
N&o suplementado
4,12 x 102
1,80 x 102
2
Ty 1,55 x 102 1,46 x 102 3,85 x 10t 26,36
Suplementado
1,04 x 102

Fonte: Propria autoria
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Os resultados dessa investigacdo revelaram elevadas variacGes nas quantificacfes
obtidas entre as replicatas analisadas, demonstradas por meio dos CV% > 25%. Essa
variacéo so ndo foi obtida para a concentragdo tedricade 10* copias/pL. Apesar de ambas
as condicOes avaliadas ndo terem atendido ao critério predeterminado, vale destacar que
as quantificacbes médias das replicatas analisadas em CHIKV inoculado em meio de
cultura 199 Earle ndo suplementado revelaram-se maiores do que as quantificacfes do
virus diluido em meio de cultura 199 Earle suplementado. Como os resultados obtidos
nessas analises também ndo foram satisfatérias, o estudo ndo foi estendido para a
avaliacdo das recuperagdes percentuais de RNA viral para a verificagdo do parametro de
exatidéo.

Diante de todas as tentativas e avaliacdes realizadas até este momento, optou-se
por uma ultima anélise empregando como matriz para a dilui¢cdo do CHIKV o tampé&o
fosfato (PBS), diluente bastante empregado para a diluicdo de diferentes substancias.
Assim como nas avaliacBGes anteriores, foram gerados trés painéis constituidos por
diluigdes seriadas de fator 10, contendo cinco concentragdes decrescentes de PBS
inoculado com CHIKYV, nas concentracdes 1 x 10°a 1 x 102 copias/pL.

O estudo foi iniciado a partir da extracdo semiautomatica de acidos nucleicos
realizadas por um dos operadores (Analista A) para a testagem de um dos painéis gerados.
Entretanto, da mesma maneira que ocorreu para todas as testagens anteriores, em soro
humano negativo, meio de cultura 199 Earle suplementado e ndo suplementado, as
amostras de CHIKV inoculadas em PBS ndo atenderam aos parametros aceitaveis
predeterminados para o método.

Com base em todos os resultados insatisfatorios das extracdes realizadas pela
metodologia semiautomatica, decidiu-se avaliar os resultados da extracdo dos outros dois
painéis por meio da extragdo do RNA viral por meio do método manual, sendo um deles
testado pelo analista A, 0 mesmo que realizou a extracdo do primeiro painel pela
metodologia semiautomatica, e o outro, pelo analista B. Essa Gltima abordagem teve o
objetivo de verificar possiveis erros na execuc¢do da etapa de extracdo do RNA viral entre
os analistas. Na tabela 20, a seguir, estdo demonstrados os resultados obtidos para 0s

ensaios realizados por ambas as metodologias citadas.



Tabela 20 — Resultados experimentais de RT-gPCR em amostras de CHIKV diluido em PBS

estimativa da repetibilidade e da precisao intermediaria
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para

Concentragéo Resultados (copias/pL)
Extragdo | Analista
(copias/uL) 1 o | 3 [ 4 | s | e | 7 | 8

8 A 10x10°  121x10° 195x10° 115x10° 870x10° 543x10° 624x10° 102x10° 281x10°

“é A 10x10°  100x10° 501x10° 814x10* 807x10* 572x10" 428x10° 452x10° 1,16x10°

% A 10x10%  454x10° 475x10° 244x10° 549x10° 321x10° 292x10° 331x10° 338x10°

€ A 10x10%  633x10° 518x10° 320x10* 325x10° 245x10° 241x10° 196x10° 330x 107
% A 10x10°  887x10' 440x10' 577x10" 400x10' 139x10" 340x10' 169x10' 175x 10"
A 10x10®  344x10° 556x10° 299x10° 374x10° 175x10° 195x10° 212x10° 243x10°

A 10x10°  189x10° 200x10° 154x10° 168x10° 153x10° 112x10° 132x10° 141x10°

A 10x10%  936x10° 103x10* 101x10* 105x10° 489x10° 511x10° 599x10° 621x10°

_ A 10x10°  924x10° 927x10° 866x10° 720x10° 909x10° 701x10° 697x10° 973107

S A 10x10°  618x10' 147x10° 800x10' 687x10' 832x10' 555x10° 761x10' 800x 10"

g B 10x10°%  318x10° 453x10° 325x10° 205x10° 159x10° 202x10° 198x10° 283 x 10°

B 10x10%  172x10° 193x10° 151x10° 108x10° 741x10* 782x10° 670x10° 185x10°

B 10x10%  636x10° 461x10° 464x10° 455x10° 418x10° 417x10° 454x10° 383x10°

B 10x10%  726x10° 557x10° 787x10° 321x10° 58x10° 443x10° 422x10° 360 x 107

B 10x10%  164x10° 530x10° 852x10' 617x100 479x10' 469x 100 491x10' 796x 10"

Fonte: Propria autoria

Com base nos resultados demonstrados na tabela acima, foi construido um

sumario estatistico para a avaliagdo do grau de dispersao dos resultados experimentais

(Tabela 21).

Tabela 21 — Sumario estatistico das concentracdes tedricas para avaliagdo do grau de dispersdo dos
resultados experimentais de RT-gPCR em amostras de CHIKV diluido em PBS

Concentracéo NUmero de . CV%
tedrica Analista | resultados Média Desv[o CV% (precisdo
.. Padréo (repetibilidade) | . .

(copias/uL) (n) intermediria)

A 8 956734,18 513530,46 53,68

1,0 x 10° A 8 2997936,98 1256757,99 41,92 58,69
B 8 2678710,67 966877,29 36,09
A 8 71678,54  27097,24 37,80

1,0 x 10° A 8 156044,16  28933,53 18,54 43,00
B 8 128428,04 52562,07 40,93
A 8 3755,98 3755,98 27,82

1,0 x 10* A 8 7804,68 7804,68 31,82 43,73
B 8 4609,21 762,36 16,54
A 8 350,96 149,57 42,62

1,0 x10° A 8 839,63 114,47 13,63 43,59
B 8 525,51 169,21 32,20
A 8 39,09 25,24 64,56

1,0 x 10° A 8 81,49 28,06 34,43 54,81
B 8 73,37 39,28 53,54

Fonte: Propria autoria
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Assim como obtido para as andlises dos painéis de CHIKV diluidos em soro
humano negativo e em meio de cultura 199 Earle suplementado, os resultados de
repetibilidade e precisdo intermediaria ficaram fora do valor limite desejado que seria
CV% <25% (valores em destaque na tabela 21). Além disso, nos painéisdiluidoem PBS
também foi observado um decaimento nas quantificacfes das replicatas analisadas
(resultados experimentais) com relacdo as concentragdes tedricas esperadas, bem como a
falta de linearidade entre as dilui¢des de cada concentracédo estudada.

Os resultados obtidos para o pardmetro de precisdo foram empregados para o
calculo da recuperacéo percentual média de cdpias de RNA viral de CHIKV referente ao
pardmetro de exatiddo do método. Os resultados das recuperacdes percentuais médias

obtidos estdo apresentados na tabela 22 a seguir.

Tabela 22 — Resultados das recuperacdes percentuais médias das réplicas obtidas em amostras de CHIKV
diluidoem PBS para a avalia¢do da exatiddo da RT-qPCR

. Concentragéo Recuperacdes %
Extragdo | Analista ¢ Deles

(copias/pL) 1 | 2 | 3] a | 5 | & | 7 | 8
10x10° 12137 19529 11531 8701 5434 6243 101,55 28,09
10x10° 10026 5011 8141 8067 5721 4282 4523 11573
10x10* 4545 4746 2443 5486 3214 2923 3312 33,380
10x10° 6328 5175 3198 3254 2454 2405 1959 3302
10x102 8874 4404 5772 4002 1387 3396 1690 1749
10x10° 34378 55592 299,29 374,28 17512 194,54 212,49 242,94
1,0x10° 18888 199,51 15382 16842 152,52 112,20 132,26 140,74
A 10x10* 9358 10317 100,65 10540 4845 5112 5987 62,14
10x10° 9241 9266 8659 7202 9094 7012 69,70 97,27
10x102 6178 14666 7996 6871 8316 5549 7611 80,03
10x10° 31849 45322 32457 204,76 158,73 202,09 198,17 282,94
10x10° 171,66 192,87 150,75 108,22 7409 7820 66,99 184,65
B 10x10* 6362 4607 4640 4546 4182 4172 4537 3828
10x10°® 7258 5573 7872 3212 5882 4429 4217 3596
10x102 16356 5298 8517 6169 4794 4688 4911 7963

Semiautomatica
>

Manual

Fonte: Propria autoria

Observando os valores em destaque na tabela 22, verificou-se que muitas das
recuperacOes percentuais médias das réplicas ndo ficaram compreendidas na faixa entre
75% e 125% em relacdo a concentragdo nominal, o que justifica o ndo atendimento do
pardmetro de exatiddo para o método.

A curva de linearidade de resposta apresentada no grafico 13 para a matriz PBS,

com base na correlacao dos resultados obtida entre os valores das concentragdes virais
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experimentais e nominais e levando em consideracdo os coeficientes de correlacao (r) (r
= 0,9872 < 0,990) e de determinacéo (R?) (R? = 0,9746 < 0,990) obtidos, demonstra que
0 parametro de exatidao exigido paraa metodologia ndo foi alcancado nessa matriz. Logo,
os coeficientes da curva ajustada e seus coeficientes de correlacdo ndo puderam ser
considerados para 0 parametro analisado.

Gréfico 13— Curvade linearidade de resposta da RT-qPCR para o parametro de exatiddo de amostras de
CHIKV diluidoem PBS

7

y = 1,1345x- 0,6501
R2=0,9746 .

w b~ 01 o

N
®

Concentragdo de RNA experimental em
copias/uL (Escala Log10)

o
o
=

2 3 4 5 6 7
Concentragdo de RNA nominal em cépias/uL (Escala Log10)

Linearidade de resposta obtida, em Logl0, entre os valores de RNA experimentais obtidos para as
concentracBesanalisadasemamostrasde CHIKV inoculadasemPBSe osvaloresde RNAnominais. Fonte:
SEVAN - Bio-Manguinhos

Com base na tabela 23 verificou-se que as analises das recuperacfes médias por
analistas ndo atenderam ao critério de aceitacdo para o parametro de exatiddo em todas
as concentracdes tedricas analisadas, conforme os valores em destaque. Sendo assim, o

método ndo foi capaz de revelar a quantificacdo de copias de RNA viral de maneira exata.

Tabela 23 — Resultados de recuperagdo percentual média da RT-qPCR obtidos de amostras de CHIKV
diluidoem PBS por niveis de concentragao e por analistas

Concentracao tedrica

. R
(copias/uL) Analista | Recuperacéo % média

>

95,67342
299,79370
267,87107

71,67854
156,04416
128,42804

37,55982

78,04684

46,09214

1,0x 106

1,0x10°

1,0x 104

© > > > P> TP



128

35,09552
83,96262
52,55053
39,09040
81,48833
73,37000

1,0x 103

1,0x 102

> > m > >

Continuacéo Tabela 23

Fonte: Propria autoria

6.6  Consideracdes finais

A necessidade de desenvolver uma vacina contra o virus Chikungunya esté
diretamente atrelada ao desenvolvimento de metodologias capazes de identifica-lo de
maneira inequivoca e de quantifica-lo de maneira precisa, exata e rapida, possibilitando
0 acompanhamento das diferentes etapas de desenvolvimento e produgédo de um
imunobiologico seguro e eficaz no combate da infeccdo por esse virus. Para isso, essas
metodologias devem atender determinados parametros de qualidade, estabelecidos por
orgdos regulamentadores, que evidenciem a confiabilidade dos resultados por elas
obtidos.

Nesse trabalho, duas metodologias de abordagens diferentes, uma baseada em
cultivo celular (ensaio de plaque) e a outra, em biologia molecular (RT-gPCR), foram
empregadas para avaliar o perfil replicativo do virus Chikungunya. A quantificacdo
obtida por ambas as abordagens foi comparada, revelando que a técnica de RT-gPCR
representa umaabordagem promissora, podendo ser aplicada em estudos de quantificacéo
do RNA viral em diferentes etapas do desenvolvimento de uma vacina para esse Vvirus.
Com base nisso, a RT-qPCR foi submetidaao estudo de validacéo.

Devido a inexisténciade um guia especifico para a validacdo da técnica de gPCR
e ao ndo atendimento completo de suas peculiaridades por parte das resolucdes vigentes
da ANVISA, foi necessario realizar um compilado dos parametros apropriados ao estudo
baseado em guias, normas, resolucbes de agéncias regulamentadoras nacionais e
internacionais e referéncias da literatura sobre o assunto que melhor atendesse as
caracteristicas do método estudado.

Apo6s analisar o virus Chikungunya em diferentes matrizes (soro humano
negativo, meio de cultura 199 Earle e PBS) foi observado que em nenhum dos casos
foram alcancados os parametros de precisdo e exatiddo, os quais revelam,
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respectivamente, a concordancia dos resultados obtidos intra e interensaios e a capacidade
do método em quantificar corretamente 0 nimero de coOpias gendmicas do alvo de
interesse em uma amostra.

Apesar disso, o estudo mais completo realizado em matriz soro humano negativo
revelou que o método foi capaz de identificar inequivocamente o virus Chikungunya junto
aoutros virus correlatos, bem como foi capaz de detectar, no estudo de limite de deteccéo,
um pequeno numero de copias nas amostras testadas. Contudo, para as outras matrizes,
ndo foi possivel aprofundar esse estudo, a qual se faz necessariaem investigagdes futuras.

Embora o estudo aqui realizado ndo tenha gerado resultados favordveis ao
cumprimento da validacdo da RT-qPCR para o virus Chikungunya de acordo com 0s
critérios estabelecidos pelos 6rgaos reguladores de processos de validagdo de métodos
analiticos, sejam eles nacionais (ANVISA e INMETRO) ou internacionais (FDA, EPA e
EMA), as limitacdes encontradas ao longo do processo ndo invalidam a aplicacdo da
metodologiacomo uma alternativa para 0 acompanhamento do titulo viral em diferentes
etapas produtivas de uma vacina, assim como em estudos de cinéticaviral.

Esse trabalho representa uma fonte de consulta para futuras propostas de validacgao
dessa metodologia, onde foram demonstradas alternativas de matrizes que podem ser
aplicadas ao estudo de outros virus, podendo apresentar resultados favoraveis para a
implementacdo da sua validacdo. Além disso, os resultados de validacdo da RT-gPCR
que n&o alcangaram o0s objetivos propostos no trabalho permitem a continuidade do
estudo, levando em consideragdo os erros e acertos obtidos e o aprimoramento do método
no laboratorio, oferecendo a Bio-Manguinhos uma maneira rapida e especifica a ser
aplicada para a retomadade projetos que envolvam o virus Chikungunya.

Por fim, é importante ressaltar a urgente necessidade do empenho por parte dos
6rgéos regulamentadores para gerar um documento que se aproprie das especificidades
referentes a metodologia de qPCR e determine, de maneira assertiva, 0s parametros
imprescindiveis a serem avaliados e as faixas ou limites aceitos para cada um deles que

possa ser aplicado em estudos de validacdo da técnica.
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CONCLUSOES

O sequenciamento e alinhamento do virus Chikungunya empregado nos
ensaios revelou 99,97% de homologia com as cepas pertencentes a linhagem
ECSA.

Os resultados desse trabalho demonstraram que o virus Chikungunya
apresentou uma boa adaptacéo ao cultivoem células Vero.

A cinética de replicacdo viral revelou uma étima capacidade replicativa do
virus Chikungunya em células Vero, mesmo ao empregar uma MOI baixa
(MOI 0,01). Além disso, elevados titulos virais puderam ser obtidos em

menos de 24h pos-infeccdo (9,13 Logao copias/mL e 8,37 Logio PFU/mL).

A técnicade RT-gPCR foi padronizada com sucesso apresentando resultados
adequados aos critérios de controle de qualidade avaliados.

Os resultados de padronizagdo da técnica de RT-gqPCR nos permitiu empregar
0 método para a quantificacdo do virus Chikungunya em amostras de cultivo

de células Vero.

Os titulos virais obtidos por RT-gPCR foram comparados aqueles obtidos por
meio do ensaio de plaque, os quais revelaram um perfil elevado e ja esperado,
0 que faz da técnica de RT-gPCR uma potencial abordagem para o estudo,
desenvolvimento e controle de qualidade de uma vacina contra o virus

Chikungunya.

Os resultados da quantificagdo do virus Chikungunya por RT-gPCR
apresentou valores absolutos maiores do que naquela obtida por meio do
ensaio de plaque, revelando a capacidade do método em quantificar o RNA
viral total presente nas amostras, sem distinguir o genoma viral de particulas

viaveis e ndo viaveis.
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Os resultados obtidos para os parametros analisados no estudo da RT-gPCR
para o virus Chikungunya ndo permitiram a validacdo da metodologia, ja que
0s parametros de precisdo e exatiddo ndo apresentaram resultados
homogéneos quanto a variabilidade e dispersdo dos dados predeterminados
pelos critérios de aceitacdo dos ensaios (< 25%) em todas as matrizes testadas

(soro humano negativo, meio de cultura 199 Earle suplementado e PBS).



132

6.8 PERSPECTIVAS

e Um estudo de correlagéo dos resultados da titulacdo por ensaio de plaque e
da quantificacdo obtida por RT-gPCR mais aprofundado deve ser realizado
para que seja possivel estimar com maior assertividade o titulo viral com base

no nimero de cdpias do genoma viral presente na amostra de interesse.

e Um novo conjunto de primers para a RT-gPCR deve ser desenhado e testado
com o objetivo de avaliar se as incongruéncias obtidas para os parametros de
precisdo e exatiddo apresentados neste trabalho foram causadas por alguma
inespecificidade, impedindo a quantificagdo precisa e a recuperacgéo total do

RNA viral contido em cada amostra testada dos painéis.

e Apos a utilizacdo de um novo conjunto de primers, o desempenho da
metodologiade RT-gPCR para o virus Chikungunya deve ser reavaliado nas
matrizes ja testadas e, caso continue ndo atendendo aos requisitos

estabelecidos, 0 método deve ser aprimorado para que seja, entdo, validado.

e Nos estudos futuros, deve ser considerada a possibilidade utilizar valores em
Logio, a0 invés do valor absoluto de copias do genoma viral obtido, como
unidade de quantificacdo para a metodologiade RT-qPCR, ja que estarevela

o0 crescimento exponencial do virus para cada Cq da amostraanalisada.
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