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Producéo e Purificacdo do Virus da Febre Amarela
Luiz Fernando Carvalho de Almeida
Orientadores: Leda dos Reis Castilho, Rodrigo Go¥kntura Pinto e Yvonne Genzel

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Program#dd-Graduacdo em
Bioquimica, Instituto de Quimica, da Universidadaléral do Rio de Janeiro — UFRJ,
como parte dos requisitos necessarios a obtencéitutibode Doutor em Ciéncias.

A vacina contra o virus da febre amarela (VFA) pmda em ovos embrionados foi
descrita em 1937 por Theiler & Smith. Desde ené&te vacina € produzida em ovos
embrionados e foi usada para imunizar mais de cémd@s de pessoas, com um histérico
de alta eficacia e seguranca. O aumento da denesa@scassez desta vacina observada
recentemente em Angola (2016) e Brasil (2017-20d@nonstram claramente a
necessidade de desenvolvimento de tecnologiasodeigio de VFA mais avancadas e
escalonaveis. A primeira parte deste trabalho fdeésenvolvimento de um processo de
cultura celular de alto rendimento em células \(eanco de células da OMS, ECACC)
usando microcarregador€ytodex3 (2 g ') em frascos rotativos de 250 mL nos modos
de colheita Unica (SH) e mdltipla (MH) em meio éiwdte soro fetal bovino (Opti MEM,
Gibco, EUA) e o estabelecimento de uma estratégi@rte de infec¢do para produzir o
virus da febre amarela. Diferentes estratégiasfdegéo e colheita foram avaliadas para
as cepas 17DD e 17D-204 usadas nas vacinas FAnatial aprovadas, foram avaliados
diferentes tempo de infecgéo (TOI), multiplicidatieinfeccdo (MOI) e tempos (TOH) e
diferentes modos de colheita (SH e MH)). A cromedfig de exclusado estérica (SXC)
foi avaliada como principal operacédo de recuperagaarificacao do virus, utilizando-se
trés concentraces de PEG-6000 (6%, 8% e 10%.\As variaveis operacionais foram
investigadas e as condi¢cdes cromatograficas sabmtis (10% de PEG-6000) sugerem
uma recuperacao total das particulas virais obtidastapa de cultivo. Foram também
alcancados niveis residuais de DNA de acordo corea@snendacdes do Organizagdo
Mundial da Satde (<10 ng do'§eO padréo de glicosilagdo do virus da febre almare
produzido foi investigado por cromatografia de ria¢@o hidrofilica (HILIC-HPLC).
Amostras do VFA purificadas foram tratadas com P&GEa, para liberar os glicanos e
estes foram marcados com 2-aminobenzamida. A angtis HILIC-HPLC, das duas
cepas de VFA usadas atualmente na producdo daaydeirrealizada utilizando uma
coluna TSKgel Amide-80 e foi possivel propor esiras glicosiladas com base no banco
de dados Glycobase 3.2.4. Os resultados mostram homlogia nos perfis de
glicosilacdo encontrados nas duas cepas vacingerisdo que picos encontrados nas
cepas testadas possuem as mesmas estruturasas@g)liblo geral, o desenvolvimento
de uma plataforma de células de mamiferos baseadailmeita multipla para propagar o
virus da febre amarela usando a linha celular \éenocondi¢cdes livres de soro, sua
purificacdo por SXC e a caracterizacdo do perfiglimosilagcdo nesta plataforma € um
passo importante para a producdo de uma nova vagamalo uma tecnologia escalonavel
e econdmica.



Palavras-chave: Febre amarela, producdo, purificaggiheita multipla, cromatografia
de exclusao estérica e glicosilacao.



Yellow Fever Virus Production and Purification
Luiz Fernando Carvalho de Almeida

Leda dos Reis Castilho, Rodrigo Coelho Venturad”amd Yvonne Genzel

Abstract da Tese de Doutorado submetida ao Programa deGRdsracdo em
Bioquimica, Instituto de Quimica, da Universidadsi€ral do Rio de Janeiro — UFRJ,
como parte dos requisitos necessarios a obtencéituldode Doutor em Ciéncias.

The yellow fever virus (YFV) vaccine produced inlayonated eggs was described in
1937 by Theiler & Smith. Since then, this vaccires bbeen produced in embryonated
eggs and has been used to immunize over one hundiiezh people with a history of
high efficacy and safety. The increasing demandsmitage of this vaccine observed
recently in Angola (2016) and Brazil (2017-2018&arly demonstrates the urge for the
development of more advanced and scalable VFA mtamtutechnologies. The first part
of this work was the development of a high yield®/eell culture process (WHO cell
bank, ECACC) usin@ytodex3 microcarrier (2 g 1) in 250 mL spinner flasks in single
harvest (SH) and multiple harvest modes (MH) usiegum free media (Opti MEM,
Gibco, USA) and the establishment of an efficieriéction strategy to produce yellow
fever virus. Different infection and harvestingaséigies were evaluated for 17DD and
17D-204 strains used in currently approved YF vaesi different infection time (TOI),
multiplicity of infection (MOI) and times (TOH) amndifferent harvesting modes (SH and
MH). Steric exclusion chromatography (SXC) was eatdd as the main virus recovery
and purification operation using three concentregiof PEG-6000 (6%, 8% and 10% v
v1). Operational variables were investigated andéected chromatographic conditions
(10% PEG-6000) suggest a total recovery of viratigas produced during the culture
step. It was also observed that the residual D&&lk achieved were in accordance with
the World Health Organization recommendations (x§0dosé&). The glycosylation
pattern of the yellow fever virus produced was stigated by hydrophilic interaction
chromatography (HILIC-HPLC). Purified YFV samplegns treated with PNGase F to
release the glycans which were labeled with 2-abenaamide. HILIC-HPLC analysis
of the two strains of YFV currently used in vaccpr@duction was performed using a
TSKgel Amide-80 column and it was possible to ps®pglycosylated structures based
on the Glycobase 3.2.4 database. The results shbammlogy in the glycosylation
profiles found in the two vaccine strains, suggesthat peaks found in the tested strains
have the same glycan structures. Overall, the dpuatnt of a multi-harvest mammalian
cell platform to propagate the yellow fever virsng the Vero cell line under serum free
conditions, its purification by SXC and the chaeaitation of the glycosylation profile
on this platform is an important step for the prctthn of a new vaccine using scalable
and cost-effective technology.



Keywords: Yellow fever, production, purification,uftiple harvest, steric exclusion
chromatography and glycosylation.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Esquema apresentando a historia das passagens dasgida febre amarela
cepa Asibi A barra colorida indica as passagens executadawta da cepa Asibi.
Adaptado de (BRES & KOCH, 1987).

Figura 2: Esquema apresentando a evolucdo das passagens gzalas com 0 Vvirus
17D.A linha & esquerda representa o nimero de passagentsr da cepa Asibi. A direita
estdo destacadas nas caixas as nomenclaturaddefipara as diferentes passagens.
Fonte: STAPLES, 2018.

Figura 3: Esquema apresentando sistema de lote semente deréemarela 17DD.
Este esquema demonstra os niveis de passagens @esiyacdes na producao vacinal
contra febre amarela no Brasil a partir de 1939ePs® observar que, a partir de 1942,
ocorreu a producéo de varios lotes sementes. Gémente P3 de 1962, apresentando
41 passagens em ovos embrionados (EP) e 284 pas$&g8 da cepa Asibi, originou o
lote semente utilizado atualmente (em amarelog, @sin duas passagens adicionais em
ovos embrionados. Adaptado de (HOMMA, 2002).

Figura 4: Organizacao estrutural dos flavivirus O esquema mostra a particula viral
em suas formas intracelular imatura (lado direstektracelular madura (lado esquerdo).
O capsideo do virus tem a simetria icosaédrica, cg®noma associado a face interna
do capsideo. Estdo representadas a proteina dlpe\yE) em sua forma dimérica, a
proteina de membrana (M), presente na forma eiilacee seu precursor (prM),
presente no envelope na forma intracelular. Adapteed( CHAMBERS et al., 1990).

Figura 5: Ciclo de replicacéo dos flavivirusOs numeros de 1 a 8 indicam por meio de
setas na figura as etapas desde a adsorcéo beFagdio de particulas virais. FA: virus
da febre amarela; RER: reticulo endoplasmaticosoigas estruturas pequenas e pretas
ao longo do RER perinuclear sédo ribossomas. AdaptadRICE, 1996).

Figura 6:0rganizacdo gendémica dos flavivirusDesenho esquematico mostrando a
organizacdo gendmica dos flavivirus. No topo, esg@noma tipico dos flavivirus, com
as extremidades 5 e 3’ ndo traduzidas (UTR) eeaggdes traduzidas em proteinas
estruturais e ndo estruturais. Em seguida, vempsliproteina, os precursores e as
proteinas maduras geradas pelo processamentolfircbecAs estrelasX) representam

a glicosilacéo ligada a asparagina das proteinas ndo indicam o nUmero ou a posi¢ao
dos sitios de N-glicosilacdo. As setas pretas septam o0s sitios de clivagem pela
protease viral. As setas brancas representantias @¢é clivagem pela sinalase celular.
As figuras escuras representam as proteinas madapEs o Ultimo passo do
processamento (CHAMBERS et al., 1990; RICE, 1996).

Figura 7: Distribuicdo mundial da febre amarela.Em (a), a distribuicdo da doenga na
Africa e, em (b), a existéncia de zonas endémiaasmérica Latina. Fonte (STAPLES,
2018).

Figura 8:Distribuicdo do vetor Aedes aegypti nas Américas: a0, 1970 e 2001A
figura demostra a reinfestacéo pelo vetor da doavagaregides marcadas em verde, nos
mapas. Fonte: (GUBLER, 2002).



Figura 9: Grafico do nimero de casos de Febre Amarela no Brasil, entre 1950 e 2003.
Este grafico demonstra o nimero de casos da doenca por regido (adaptado de
VASCONCELOS et al., 2004).

Figura 10: Série historica do numero de casos humanos confirrdas para Febre
Amarela e a letalidade, segundo o ano de inicio desitomas, Brasil, de 1980 a junho
de 2018(SAUDE, 2018).

Figura 11: Municipios com registro de casos humanos no Braga) casos humanos,
(b) epizootias de primatas ndo humanos - PNH écordo com a classificagéo, e; areas
afetadas e de vacinacao, Brasil, 2016/2017 (SAUDES).

Figura 12: Estratégia de purificacdo em quatro etapas e seusipcipais objetivos.
Adaptado de (SCIENCES, 2015).

Figura 13: Vias de glicosilacdo de N-glicanodNa figura se encontra descrita no RNAm
o motif da N-glicosilacdo (Asn-Xaa-Ser/Tr) e o inicdo processo no reticulo
endoplasmatico e a migracao para o complexo dei Gotlg em seu processo podem se
converter em alta manose ou hibridas e continygaocesso de maturacao nas diferentes
vias de glicosilagdo. O processo utiliza as traasts (Sialil, Galactosil, fucosil e N-
acetilglicosaminil) e os substratos utilizados pejcosiltransferases sdo os aglcares de
nucleotideos (UDP-GIcAc, UDP-Gal, GDP-Fuc, CMP-NANACMP-NGNA). Fonte:
(ARIZA, 2017).

Figura 14: Silica covalentemente ligada aos grupos carbamoiéao iénicos Adaptado
de (TOSOHBIOSCIENCE, 2016).

Figura 15: Andlise de Glicanos(A) Perfil HILIC-HPLC de N-glicanos liberados arfia
de IgG de soro humano. (B) A escala das unidadgtiase (UG) baseia-se na eluicao
do hidrolisado de dextrana marcado com 2AB. FqARIZA, 2017).

Figura 16: Representacdo esquematica dos microcarregadores Ggex Adaptado
de (SCIENCES, 2015).

Figura 17: Preparo das amostras para analise de N-glicosilacatiberacdo dos
glicanos com PGNase F, derivatizacdo com 2AB e ais&l por HILIC-HPLC para
propor estruturas com base na Glycobase 3.2.Bonte: (ARIZA, 2017).

Figura 18: Especificidade de corte das exoglicosidases usad@ss amostras de
glicanos.Fonte: (ARIZA, 2017).

Figura 19: Adaptacdo das células Vero B4 a diferentes meios deultura
suplementados com 10% SFBP1) Primeira Passagem. P2) Segunda Passagem. P3)
Terceira Passagem. P4) Quarta Passagem e P5) @aisgagem. A primeira coluna
mostra os dados de concentragfes de células ta@adgjanto na segunda os de
concentracdo de glicose (g L-1) e na terceiractatia (g L-1).

Figura 20: Adaptacédo das células Vero B4 a condicdes livres 8&B em frascos T -
Primeira passagem (5% SFB) (A) concentracdo celular (105céls cm-2), (B)
concentracdo de glicose (g L-1) e (C) concentradgdlactato (g L-1).



Figura 21: Adaptacao das células Vero B4 a condi¢cddivres de SFB em frascos T -
Segunda passagem (2,5% SFB)A) concentracdo celular (105céls cm-2), (B)
concentracdo de glicose (g L-1) e (C) concentradgdlactato (g L-1).

Figura 22: Adaptacéo das células Vero B4 a condicdes livres 8B em frascos T -
Terceira passagem (1,25% SFB)(A) concentracdo celular (105céls cm-2), (B)
concentracdo de glicose (g L-1) e (C) concentragdlactato (g L-1).

Figura 23: Adaptacao das células Vero a condic¢des livres de BFQuarta Passagem
(0,6% SFB). (A) concentracao celular (105céls cm-2), (B) @ritacéo de glicose (g L-
1) e (C) concentracao de lactato (g L-1).

Figura 24: Adaptacao das células Vero a condicdes livres de BF Quinta Passagem
(0% SFB). (A) concentracéo celular (105céls cm-2), (B) @niragéo de glicose (g L-1)
e (C) concentracéo de lactato (g L-1).

Figura 25: Primeira infeccao das células Vero nosais diferentes meios de cultura
livres de SFB (Opti MEM e ProVero 1) em duas tempeturas (34 e 3YC). Segue
conforme as condi¢cbes experimentais indicadasatasats 2.

Figura 26: Perfil de replicacdo do virus da febre marela em células Vero em dois
diferentes meios de cultura livres de SFB: Opti MEM(OM) e ProVero 1 (PV) em
duas temperaturas 34 e 3C. As linhas pontilhadas indicam os TOI.

Figura 27: Perfil de replicacdo do virus da febre amarela (172204 RKI) em frascos
do tipo roller usando o meio Opti MEM em trés difeeentes condi¢cdeslodo o processo
produtivo na temperatura de °8 (azul) e 37C (vermelho). E utilizando as duas
temperaturas 34/8T (cinza).

Figura 28: Perfil de adeséao e crescimento celulanefrascos agitados do tipo Spinner
a 37°C usando o meio Opti MEM e Cytodex 1 (2 g L-1)Na parte superior podem ser
encontrados os resultados da cinética de adesalarce] na parte inferior, o perfil da
concentracdo celular durante a cultura.

Figura 29: Perfil de adesdo, concentracdo celular producéo de virus da febre
amarela em frascos agitados do tipo spinner usanaomeio Opti MEM e Cytodex 1
(agitacdo intermitente). Na parte superior esta a cinética de adesao ceula parte
inferior o perfil de concentracéo celular e deipgméao do virus da febre amarela. A linha
pontilhada indica o dia da infeccdo com o virugetbae amarela.

Figura 30: Perfil de adesao, concentragéo celula producéo de febre amarela em
frascos agitados do tipo spinner usando o meio OMEM e Cytodex 3 (33-50 céls.
por microcarregador), sob agitacdo continuaNa parte superior est4 a cinética de
adeséo celular e na parte inferior o perfil de eatracao celular e perfil de replicagéo do
virus da febre amarela.

Figura 31: Perfil de adesé&o, concentracéo celulargoducdo de febre amarela em
frascos agitados do tipo Spinner usando o meio OgMEM e Cytodex 3 (33-50 céls.
por microcarregador). Na parte superior esta a cinética de adesao ceuka parte
inferior o perfil de concentragéo celular e peatél replicacdo do virus da febre amarela.
A seta vermelha indica o dia da troca de 75% do meicultivo.



Figura 32: Perfil de concentracdo celular da Vero WO utilizando Cytodex 3 e
producgédo do virus de febre amarela (17DD) em fraseagitados do tipo spinner (34

e 37/34 C). As condicdes testadas foram: TOI = 5 dias, MOLGOR, TOH = 4 dias e
uma colheita. A linha pontilhada vermelha indicicaea de 75 % do meio de cultivo,
enquanto a linha pontilhada preta indica a infeagfo o virus da febre amarela e a seta
verde indica o dia da colheita.

Figura 33: Perfil de concentracéo celular e produgé de febre amarela em frascos
agitados do tipo spinner com microcarregadores Cyttex 3 em modo colheita
multipla: duas colheitas (37/34 °C)A linha pontilhada vermelha indica a troca de 75 %
do meio de cultivo, enquanto a linha pontilhadagnedica a infeccdo com o virus da
febre amarela e as setas verde indicam os diasotlastas.

Figura 34: Perfil de concentracao celular e produgd do virus de febre amarela em
frascos agitados do tipo spinner em modo colheitauttipla: trés colheitas (37/34 °

C). A linha pontilhada vermelha indica a troca de 78&4meio de cultivo, enquanto a
linha pontilhada preta indica a infeccdo com o ida febre amarela e as setas verde
indicam os dias das colheitas.

Figura 35: Perfil de concentracéo celular e produgéido virus de febre amarela em
frascos agitados do tipo spinner usando microcarreglores Cytodex 3 em modo
colheita maltipla: cinco colheitas (37/34 °C)A linha pontilhada vermelha indica a troca
de 75 % do meio de cultivo, enquanto a linha ploatia preta indica a infeccdo com o
virus da febre amarela e as setas verde indicatiasslas colheitas.

Figura 36: Comparativo das produc¢des do virus da fee amarela em batelada (SH)
a 37 °C e multipla colheita (MH2, MH3 e MH5) em fracos do tipo agitado (spinner)
utilizando Vero WHO em microcarregadores Cytodex 3.

Figura 37: Gréafico de superficie de resposta da edtilidade infecciosa do virus da
febre amarela variando o niamero de ciclos de congehento-descongelamento e
concentracao de sacaros@ titulo viral foi determinado pelo ensaio de pla@xpresso
como percentual de recuperacdo do produto em galooemalizados de unidades
formadoras de placa (PFU m). A amostra foi a colheita de virus clarificadar po
centrifugacdo néo purificada (cepa 17DD).

Figura 38: Comparacdo do uso de diferentes concemigbes de PEG-6000 em
cromatografia de exclusdo estérica (SXC) para puidacdo de virus da febre
amarela (cepas 17DD e 17D204yoduzidos em células Vero em meio isento de soro,
usando um leito de 100 cm2 de membranas de celidgsaerada com tamanho de poro
de 1,0um. O titulo de virus infeccioso foi determinado posaio de placa e expresso
aqui como percentagem relativa a quantidade tetglagticulas alimentadas ao leito de
membranas. O sobrenadante clarificado contendadros foi misturado em diferentes
proporcdes a uma solucdo estoque de 32% (m v-1PHEB-6000 para obter as
concentracdes de alimentacdo mostradas acima.rsuytas de virus purificadas foram
recuperadas por um passo de eluicdo para uma schugésa de Tris-HCI 50 mM,
cloreto de sddio 150 mM, pH 7,4. Os valores doignddo médias aritméticas + erro
padrao de réplicas analiticas (n = 2).



Figura 39: Cromatografia de exclusédo estérica (SXQ)e particulas do virus da febre
amarela (cepa 17DD) produzidas em células Vero emeio isento de sorputilizando
membranas de celulose regenerada com tamanho de@dr0 um. (a) cromatograma
tipico. A regido sombreada indica as particulavidaes purificadas e recuperadas por
eluicdo com um degrau de tampao de Tris-HCI 50 pitddeto de sédio 150 mM, pH 7,4.
(b) Distribuicdo do tamanho das particulas pomsediacéo centrifuga diferencial (DCS)
antes (cinza) e depois (vermelho) da purificacdio $6C. A amostra alimentada foi
suspensao viral clarificada e inativada antes dghadle PEG. As curvas mostram um
pico monodisperso de 25 - 55 nm, sem indicacao réaepca de agregados. (c)
Microscopia eletrénica de transmissao (TEM) deipalds de virus da febre amarela
purificadas por SXC. As particulas virais (setaanbas) sdo homogéneas em forma e
tamanho, com um diametro aproximado de 35 nm. legas residuais (setas pretas),
como estruturas vesiculares, podem ser observadas.

Figura 40: Cromatograma obtido por analise de HILIGHPLC de amostra de
glicanos liberados do virus da febre amarela (Cepds’DD e 17D 204)Os resultados
mostram os perfis cromatograficos das duas cepmasaim de FA: em preto a cepa 17D
204 e cepa 17DD em magenta sao similares.

Figura 41: Continuacéao da Tabela 16.
Figura 42: Continuagao da Tabela 17.
Figura 43: Continuacéo da Tabela 17.

Figura 44: Analise com exoglicosidases (17DDPs N-Glicanos foram liberados,
marcados com o fluoréforo 2-aminobenzamida (2-ABnalisados por HILIC-HPLC.
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1. INTRODUCAO

Jenner combatendo a variola em 1789, e Pasteuratenado a raiva em 1889,
demonstraram diversas doencgas poderiam ser pragep@ meio da vacinagao. Isto
contribuiu para que varios pesquisadores buscadssenvolver uma vacina contra a
febre amarela (FA).

Em 30 de novembro de 1936, ocorreu um grande mayadesenvolvimento da
vacina atenuada contra o virus da febre amareladdsarito que ap6s a passagem do
virus da febre amarela em polpa de embrido detgabrutilizacdo desta suspenséo viral
produzida em funcionarios da Fundacdo Rockefedlgreparacdo vacinal apresentou
uma alta imunogenicidade (THEILER; SMITH, 1937a).

No final da década de 30, a vacina contra febreemé#oi utilizada, pela primeira
vez, no Brasil e na Africa (FOX; PENNA, 1943). Arfirado ano de 1937, a vacina contra
febre amarela comecou a ser produzida, com sucesskmstituto Oswaldo Cruz, no
Brasil. Desde entéo, € reconhecida como uma dasagmais seguras e eficazes, pois
induz imunidade duradoura e apresenta poucos ®fedlaterais. Além disso, possui
custos relativamente baixos e o processo prodetit® bem estabelecido (MONATH,
1999; STAPLES, 2018).

No entanto, 0 aumento da demanda por esta vacama,domo a escassez de
estoques deste produto evidenciados em surtostescem Angola (2016) e no Brasil
(2017-2018), demonstrou a necessidade de desenvsbmologias mais avancadas e
escalonaveis. As novas tecnologias podem permatia p producdo desta vacina um
maior rendimento e consequentemente uma maior fvathde, como alternativa a
producéao tradicional baseada em ovos embrionadese$so produtivo que tem 82 anos
passou por poucos aprimoramentos desde entao.

O aumento de demanda para este produto estd reldoiocom o quadro
epidemiolégico da doenca, pois recentemente, @@t&/2018, foi registrado o mais
expressivo surto da doenca no Brasil, que afetomcipalmente os estados da regiédo
Sudeste, quando foram registrados 1.376 casos lwsnm@a83 6bitos, além de 864
epizootias por FA no Brasil. No periodo de monitogato seguinte as informacdes
repassadas pelas secretarias estaduais de satela silnacdo da doenca no Brasil, no
periodo de 1° de julho de 2017 a 03 de abril d8&2f@tam confirmados 1.127 casos de
febre amarela no pais, sendo que 328 vieram a, @uttodo, foram notificados 4.548
casos suspeitos (BRASIL, 2018).
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Por outro lado, a producdo mundial de vacinas vefrersdo um processo de
reformulacdo de suas plataformas e das tecnolegigsegadas na ultima década, sendo
observada uma tendéncia de uso de sistemas baseada$ivo de células animais com
0 emprego de meios isentos de componentes de oaigenal, em especial de soro fetal
bovino (JOSEFSBERG; BUCKLAND, 2012). O uso de lighas estabelecidas de
células animais na producao de vacinas apres@otssibilidade de cultivo sob condi¢cdes
monitoradas e controladas em biorreatores, quappdapiciar melhor reprodutibilidade
do processo produtivo, consisténcia lote a lotéhanes condi¢cdes para a replicacao viral
e consequentemente, resulta em maior produtividdém disto, os processos de cultivo
em biorreatores permitem maior facilidade no eswattento, facilitando a resposta as
epidemias.

Dentre as linhagens celulares continuas utilizpdes a producéo de vacinas virais
de uso humano, a linhagem celular Vero foi muitnigeda para diferentes processos
produtivos para vacinas virais (FRAZZATI-GALLINA etl., 2001; GASPAR et al.,
2008; MATTOS et al., 2015; PEREIRA et al., 2015,L842 et al., 2009) e é considerada
adequada pela OMS para a producéo de imunobiokdeoaso humano (MENDONCA,;
PEREIRA, 1995; WHO, 2010).

Existe uma orientacdo das agéncias regulatorissvéar 0 uso de componentes de
origem animal nos processos de producdo hd maimtieanos (BUTLER et al., 2000;
LUBINIECKI, 1998), com o objetivo de garantir a djdade e seguranca do produto
vacinal final (DELLEPIANE; GRIFFITHS; MILSTIEN, 20m), o que levou as agéncias
regulatorias a encorajar os fabricantes de proditddgicos de uso humano a reduzirem
ou eliminarem o0 uso de substancias de origem arémaseus processos de fabricacao
(KALLEL et al., 2002).

Os processos de purificacd®ofvnstream Processifigsao fundamentais na
obtencao dos antigenos vacinais, e um dos objetiaoeducdo das impurezas residuais
aos niveis preconizados pelas agéncias regulatéedszindo, desta forma, os riscos a
saude humana. Estes processos devem ser e repetgjuéiconomicamente viaveis,
robustos e capazes de manter as propriedades @autaotle interesse, neste caso, a
imunogenicidade da particula viral.

Os avancos na area de purificacdo de antigenas faram menos significativos e
impactantes do que nos processos de cultivo ce{Ulpstream Processingpara o
aumento da produtividade. Por este motivo, nosnaki anos, o estabelecimento de

processos de purificacao eficientes e escalongemisido objetivo de diferentes grupos,
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prevenindo que esta etapa seja limitante da cageigprodutiva (MARICHAL-
GALLARDO et al., 2017; PATO et al., 2014; VICENTE&., 2011).

A utilizacdo de membranas adsortivas como supodeatografico foi proposta
como uma alternativa eficaz em etapas de purifecdedproteinas para fins terapéuticos,
pelo fato de que o seu uso pode acarretar em redlg;gustos, o tempo de processo,
utilizacédo de insumos (tampdes, por exemplo), alérser de facil ampliacdo de escada,
por se tratarem de sistemas modulares (VAN REIDNFKY, 2007).

Os N-glicanos sdo formas estruturais importanteis, gles conferem importantes
propriedades bioldgicas e estruturais a uma glatepra. Os N-glicanos contém um
pentassacarideo central, composto por 2 residu@cetdglicosamina (GIcNAc) e 3
residuos de manose (Man), ligado através de umgdligN-glicosidica a um residuo de
asparagina (Asn). Os sitios de N-glicosilacdo podemprevistos pela sequéncia de
aminoacidos consenso Asn-X-Ser/Thr, sendo que ‘©depser qualquer aminoacido,
exceto uma prolina (BUTLER, 2008). Este padrao Heogjlacdo das proteinas é
produzido pela atividade de varias enzimas glitrasitferases, estas se encontram no
complexo de Golgi das células onde se inicia ogs®a e € posteriormente transportado
para o complexo de Golgi onde o0 processo tem agdade, gerando uma série de
diferentes glicoformas (BUTLER, 2008).

Neste trabalho, foi estudado o perfil de glicanmsidus da febre amarela produzido
em células Vero liberados pelo uso da enzima PNGa&eos a liberacdo dos glicanos,
os mesmos foram derivatizados com o fluoréforo (RARIentificados por cromatografia
de interacdo hidrofilica de alto desempenho. A BIHPLC é atualmente a tecnologia
usada por diversos grupos de pesquisa e capazpdmssdiferentes glicanos polares e
hidrofilicos com alta resolucéo (MARINO et al., 201

Atualmente, a vacina de febre amarela € produzidavws embrionados e caso a
particula viral venha ser produzida em plataformmacélulas de mamiferos, como, por
exemplo a célula Vero, existe uma possibilidadeqde as particulas virais sejam
produzidas com diferentes padrbes de glicosildéaoestas razdes, o presente trabalho
teve como objetivo propor novas estratégias deygpdml e purificacdo do virus da febre
amarela, assim como a caracterizacao da glicosildg&irus obtido. Acredita-se que os
conhecimentos gerados nesse trabalho possam comp#ya o estabelecimento de um
processo eficiente de producdo de uma nova vaensafebre amarela.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 FEBRE AMARELA

Nos séculos XVl e XIX, epidemias de febre amaessolaram os Estados Unidos.
Como exemplo deste fato, em 1793, uma delas dizkBc da populacéo da Filadélfia
e outra causou mais de 13 000 oObitos no vale dsisgipi. Posteriormente, em 1905,
ocorreu a ultima grande epidemia em Nova Orleams,fgi responsavel pela morte de
908 pessoas (COLEMAN, 1987; DUFFY, 1966; MONATH929 POWELL, 1949;
STAPLES, 2018).

Em 1881, Carlos Finlay sugeriu que o mosquito deeggAedes aegypfosse o
vetor envolvido na transmisséo da febre amareML(KY, 2011). Duas décadas depois,
Walter Reed verificou que o agente etioldgico cdasda febre amarela era um agente
filtravel e provou o envolvimento ddedes aegyptiomo vetor na transmissao da febre
amarela. No continente americano, desde o séculib, ¥anto o vetor urbandedes
aegypti,como o virus da febre amarela, ja podiam ser eranws, oriundos de viagens
resultantes das coloniza¢des no continente afri¢amoe os anos de 1647 e 1649, o vetor
também foi encontrado no México, Cuba, Guadalupey&los e outras regides costeiras
dos Estados Unidos e Europa, usualmente trazidos pavios provenientes de portos
da Africa Ocidental (MONATH, 1999; STAPLES, 2018).

Aposs o conhecimento sobre o vetor e 0 agente Vifidliam C. Gorgas desenvolveu
0 combate ao vetor e obteve como resultado a elgém doAedes aegypte,
consequentemente, a eliminacdo da febre amare@@uba e no Panama.

No Brasil, em 1903, Oswaldo Cruz, utilizando a ereia de William C. Gorgas,
em Cuba, organizou as brigadas “caca-mosquitosiseguindo a erradicacao do vetor,
em 1908, e a eliminacéo da febre amarela urbaRande Janeiro (CALHEIROS, 1988).

O conhecimento do agente viral aconteceu de formaugl, quando as
caracteristicas da transmisséo do virus comecarsemean descritas. Em 1898, Adolfo
Lutz e Emilio Ribas sustentaram a possibilidadeqage a febre amarela pudesse ser
contraida fora da area urbana (RIBAS, 1903a, 1908Bl8c). Apenas no inicio da década
de 1930, estudos realizados por Andrade, OliveBaper, no vale do Canad, no Espirito
Santo, descreveram o ciclo silvestre de transmidsadrus (SOPER, 1936). Apds esta

descoberta, toda a estratégia de combate a febaeclanmteve que ser alterada. A
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impossibilidade de erradicacdo da doenca, devigresenca de vetores existentes em

florestas tropicais, tornou fundamental a busca pet prevencéo.

2.2 HISTORICO DA VACINA CONTRA FEBRE AMARELA

2.2.1 A Vacina

No século XX, a descoberta da possibilidade dezat#io de primatas ndo humanos
como modelo experimental para inoculacdo do vieusebre amarela forneceu novas
possibilidades para investigacbes do desenvolvimedd vacina. Este fato foi
demonstrado por meio da constatacdo de que o malcasos(Macaca mullaty era
susceptivel ao virus da febre amarela (BAUER; HUNSSTOKES, 1928).

Em 1927, duas linhagens do virus da febre amaredaifisoladas, originando cepas
vacinais para uso humano. A primeira, a cepa Alibisolada de um paciente africano,
cujo nome deu origem ao da cepa. A segunda, odgida virus viscerotropico francés
(VVF), foi isolada de um paciente no Senegal (MASHSELLARDS,; LAIGRET,
1928).

O primeiro isolamento do virus da febre amareleofiiido por Mahaffy e Bauer,
pesquisadores da Fundacao Rockefeller, em Garatianga inoculacdo do sangue de
um individuo doente, de 28 anos, em um macaco sh&animal morreu apos 4 dias,
apresentando sintomas e lesdes hepaticas condizamea doenca.

O sangue do animal foi novamente inoculado em oudtexaco rhesuysvia
intraperitoneal, e transportado imediatamente jatza, na Nigéria, onde chegou com
sintomas clinicos de febre amarela. PosteriormB@tapvas passagens deste virus foram
realizadas, sendo entdo estabelecida a cepa BAbIER; HUDSON; STOKES, 1928).

Em 1930, Theiler realizou uma importante descolmstdescrever o camundongo
como um novo modelo animal altamente susceptivelviaws da febre amarela
(THEILER, 1930). No inicio da década de 30, téchida cultura de tecido embrionério
de camundongaifi vitro” foram utilizadas para o estudo da replicagéal vira

Posteriormente, o virus isolado pelos pesquisadiardsstituto Pasteur, em Dakar,
em 1927, foi utilizado em passagens sucessivasipiar da via intracerebral em modelo

murino. Este fato permitiu a atenuacéo viral, todwo incapaz de produzir lesdes
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viscerais em macaco rhesus. Esta cepa foi denoeinada neurotropica francesa
(MONATH, 2004).

Em 1931, este virus foi administrado, sendo conaitiea primeira vacina de virus
atenuado contra febre amarela. Essa preparacawaléami utilizada na imunizagcéo de
funcionarios da Fundacéo Rockefeller no Brasil,aidades do Rio de Janeiro, Salvador
e Recife e, também, na Argentina e na Coldombia.aViad esta formulagdo vacinal
apresentava varios problemas. Aliada a dificuldamiese produzir soro imune, existia
um risco potencial para a vacinacdo em larga esbalddumanos, uma vez que a
preparacdo vacinal podia produzir encefalite emac@s (SAWYER; KITCHEN;
LLOYD, 1932).

Em 1935, a cepa Asibi, ja com 54 passagens em m#oasus, teve sua replicacdo
adaptada para cultura de tecido embrionario de owdomgo. Apos 18 passagens em
cultivo de tecido, o virus sofreu mais 58 passagendecido embrionario de galinha
contendo tecido nervoso e, a partir dai, mais H8ggens em tecido embrionario de
galinha sem tecido nervoso e foi denominado 17presentando a décima sétima série
de experiéncias em cultura de células embriondeaasamundongos (Figura 1).

Este fato originou a identificacao do virus proeete da cepa Asibi com o numero
17 e a letra D, para diferenciacdo da série e danoma qual o ensaio foi realizado
(LOYD; THEILER; RICCI, 1936; THEILER; SMITH, 1937a)Neste estagio, na
passagem 204, foi detectada uma marcante reduc@euwto e viscerotropismo viral,
atraves de inoculacao intracerebral em macacosshes

Posteriormente, em 30 de novembro de 1936, ocamewgrande marco a ser
destacado no desenvolvimento da vacina atenuadia@awirus da febre amarela. Apés
a passagem desse virus em polpa de embrido deagaliatilizacdo em funcionarios da
Fundacdo Rockefeller, a preparacdo vacinal ap@senma alta imunogenicidade
(THEILER; SMITH, 1937b).

Em meados de 1937, duas subculturas derivadasra® 17D foram obtidas de
forma independente: uma delas, a partir da passag§Bncthamada de 17DD, foi enviada
ao Brasil; e a outra, denominada de 17D-204, que ¢eigem na passagem 204, foi
enviada para a Colémbia (Figura 1). As subcult@i@3-204 e 17DD sao utilizadas até
os dias atuais, como sementes virais, pelos progitoundiais de vacinas, pelo fato de
apresentarem boa imunogenicidade e atenuacao evir@éacia, quando utilizadas em
primatas (STAPLES, 2018).
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Virus Asibi com 54 passagens em macacos por transferéncia direta de sangue ou
por transferéncia por mosquitos — Dezembro de 1933
Subculturas /
0

adaptacéo em culturas de tecidos “in vitro” inoculadas com virus
proveniente do soro de macaco infectado com a cepa Asibi do virus da
febre amarela.

18 18 passagens em culturas de tecido de embrido de camundongo com

soro normal de macaco (Theiler & Smith, Fundacdo Rockefeller).

<— 58 passagens em culturas contendo tecidos totais de embriéo de galinha e
soro normal de macaco (Theiler & Smith, Fundagéo Rockefeller).

76

128 passagens em culturas contendo tecidos de embrido de

¢ galinha (sem sistema nervoso, ou seja, removidos cérebro e medula éssea)
e soro normal de macaco ou humano ndo-inativado (Theiler & Smith,
Fundacéo Rockefeller).

Denominagéo: Subcultura 17D

195
204

» Inicio da passagem independente - Denominagéo: Subcultura 17DD

17 passagens em culturas de tecidos de embrido de galinha (sem sistema nervoso)
<— com soro humano n&o inativado (Sawyer et al, Instituto Rockefeller)
Denominag&o: Subcultura 17D-204

221

222 s ¥—_1 passagem em ovo, ou seja EP. Usada para preparar

a vacina NY 75 enviada para a Colémbia
“4— subculturas da NY 75 em ovos embrionados (Laboratério de febre amarela - Bogota)
<«— Passagem em ovo embrionado de galinha — Colémbia (vacina n° 70).

<«— 2 lotes de vacinas preparados a partir da passagem 228 — Colémbia
vacinas n° 88 e 90, enviadas para Instituto Rockefeller, 1940

Figura 1: Esquema apresentando a histéria das passagens dougida febre amarela cepa AsibiA
barra colorida indica as passagens executadasirdaacepa Asibi. Adaptado de (BRES & KOCH, 1987).

Na figura 2, pode-se observar um resumo esquenddisgpassagens seriadas do
virus 17D.
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Figura 2: Esquema apresentando a evolugdo das passagens zalas com o virus 17DA linha a
esquerda representa o nimero de passagens alparéipa Asibi. A direita estdo destacadas nassaixa
nomenclaturas definidas para as diferentes passagente: STAPLES, 2018.

2.2.2 A Vacina no Brasil

No final dos anos 30, a vacina contra febre amdoglatilizada pela primeira vez
no Brasil e na Africa (FOX; PENNA, 1943). Desde 7198 vacina contra febre amarela

comecou a ser produzida com sucesso no Institutwalds Cruz. Desde entdo é
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reconhecida como uma das mais seguras e efica@esnguz imunidade duradoura e
apresenta poucos efeitos colaterais. Além dissssyp@ustos relativamente baixos e os
processos produtivos estdo bem estabelecidos (M®INAY99; STAPLES, 2018).

Em janeiro de 1937, Hugh Smith trouxe para o Brasias ampolas, contendo 200
doses de vacina 17D cada. Esta vacina proveniarftantiacdo Rockfeller foi obtida em
cultura de células de embrido de galinha. As prasevacinagdes no Brasil foram
realizadas com esta preparacédo vacinal (SMITH; PENRAOLIELLO, 1938). Os
resultados iniciais se mostraram satisfatoriodpdaa que, por volta de 1939, mais de
um milh&o de individuos haviam sido vacinados corirus 17D no Brasil (MONATH,
1999, 2004; POST et al., 2001; STAPLES, 2018).

As diferentes linhagens da cepa parental 17D farsodificadas em diferentes
niveis de passagens. Varias subculturas dessdarepatestadas entre 1937 e 1942 e a
mudanca da cepa utilizada na area produtora ditubesDswaldo Cruz ocorria de acordo
com os resultados obtidos no processo de producéntele de qualidade, por meio da
inoculagdo em macacos e de testes clinicos em loegnd&voram testadas outras
subculturas virais, denominadas: 17D-Rio, 18®-Rio, 17D2-Rio, 17D3-Rio, 17D NY
102, 17D NY 104, 17D 310, 17D 318, 17D@w, 17DD high, 17DD1-8, EFow e EP
high, até a selecéo da sub-cultural&® (Figura 2) (POST et al., 2001).

A vacina produzida no Brasil, sub-cultura 17DD,tfazida do Instituto Rockfeller
na forma de vacina NY 41, correspondente a 230tslibra dessa amostra. Assim, foi
usada na preparacao do inoculo a partir da culkeitgcido embrionario de galinha sem
tecido nervoso até a passagem 519, em 28 de dexeeli©39. Apds a selecdo de uma
sub-cultura, a com um baixo nivel de passagem am emnbrionados (EPw), para a
producao da vacina, esta amostra 17DD, provendate@cina NY 41, originou o virus
a ser utilizado como semente viral na producaostiias atuais (POST et al., 2001).

No inicio da producdo da vacina contra febre araanel Brasil, em 1937, foi
utilizada a cepa 17D na 1502 passagem. Foram pdududiversos lotes vacinais em
diferentes niveis de passagens. Estas vacinas famanalmente utilizadas com
resultados favoraveis e com indicativos de altéegém. A partir de 1942, a producéo da
vacina passou a ser realizada com a cepa 17DDodupéo da vacina por meio da
utilizacdo de fragmentos de tecido embrionario sieopera muito complexa, pois a
operacgdo era dificil e apresentava baixo rendiméntendimento ndo era adequado, e
por isso apresentava uma limitacdo para o escakmando processo produtivo (POST
et al., 2001).
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Para que houvesse a otimizacdo do processo degdmgassou-se a fazer a dltima
passagem do virus diretamente em ovo embrionadcse@ias de incubacdo. Depois
deste periodo, o embrido era coletado, maceraadonedeneizado. Este procedimento
aumentou consideravelmente o rendimento da prodac@ermitiu um aumento na
produtividade da vacina. Esta metodologia conhemmdao “passagem em ovo” foi entdo
adotada. A suspenséao viral obtida era filtradaie@@thdas substancias estabilizadoras.
Posteriormente, adicionava-se soro humano norma aacriopreservagao viral. O
envase e 0 congelamento eram realizados em amgmlasiro. Apos a dessecacdo a
vacuo, as ampolas eram fechadas com macarico eamadas a temperatura de 2 — 4 °C
e voluntarios foram vacinados com esta formulacasimal (SMITH; PENNA,
PAOLIELLO, 1938).

2.2.3 Producéo do Virus 17DD em Células de Embrido de Gaha

As vacinas produzidas no Brasil, até a década derdth preparadas com o virus
17D contendo soro humano normal em sua formuld&@ide de cada lote produzido era
reservado para servir como lote semente para asasuproducdes (SMITH; PENNA;
PAOLIELLO, 1938). Na época, ndo havia evidénciasqde passagens sucessivas
pudessem acarretar mutagcées no virus implicandopemta em sua imunogenicidade.
Esse fato foi somente detectado ao se preparaotenvacinal com 386 passagens, no
ano de 1938 quando, no ano seguinte, pessoas dasina Espirito Santo desenvolveram
a febre amarela, com alguns casos fatais. Os tdstgwotecdo revelaram que para
determinados lotes vacinais, apenas 20 % dos \dasnapresentavam soroconversao
(BICA, 1988). Isto constituiu um fator determinaptea o estabelecimento de um critério
limitando o numero de passagens e, posteriormendesenvolvimento do sistema de
lote-semente.

O sistema de lote-semente que foi estabelecidaasilBem 41 passagens em ovos
embrionados Egg Passage” -EP), para o lote principal, e 43 passagens para o lote-
semente atualmente utilizado para a producédo daajaecsando o virus 17DD (FOX;
PENNA, 1943; HOMMA, 2002; NICOLAU, 1998) (Figura.3)
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Figura 3: Esquema apresentando sistema de lote semente deréebmarela 17DD.Este esquema demonstra os niveis de passa
suas derivacdes na producao vacinal contra febegedanno Brasil a partir de 1939. Padeobservar que, a partir de 1942, ocori
producdo de varios lotes sementes. O lote sem8rde P962, apresentando 41 passagens em ovos patws)EP) e 284 passag (SC
da cepa Asibi, originou o lote senterutilizado atualmente (em amarelo), este com @aasagens adicionais em ovos embrion
Adaptado de (HOMMA, 2002).

Originalmente, a via de inoculagcédo no ovo embrionde seis dias era a cavidade
amnidtica; porém, este procedimento provocava fesie embrido no momento da
inoculagéo e, por esta razéo, o indice de mortiiéatre os embrifes inoculados era de
aproximadamente 25 %. Em 1961, ocorreu uma mudagéa de inoculagcdo do virus
da febre amarela com a finalidade de reduzir @eteso embrido passando-se a utilizar
a via vitelinica. Como consequéncia desta mudadmmaye uma reducédo do indice de
mortalidade para aproximadamente 8 %, com obtedg&anesmos titulos virais que a
via anterior (NICOLAU, 1998).

34



2.2.4 O Virus

O virus da febre amarela é o protétipo da fanfilaviviridae, géneroFlavivirus
(do latimFlavus= amarelo). Neste mesmo género e familia, estdoidtos: o virus da
dengue, o virus da febre do Oeste do Nilo, o vilu&ocio e o virus da encefalite de
Saint Louis.

As particulas do virus da febre amarela séo foreypdaum capsideo icosaédrico,
composto pela proteina de capsideo (C), envolvidaim envelope lipidico onde estéo
presentes as proteinas M e E (CHAMBERS, 1990). #&wemacéo da particula viral, o
genoma de acido ribonucleico (RNA) interage comoggina C do capsideo formando o
nucleocapsideo viral. A proteina prM é um precurglicosilado da proteina de
membrana e esta presente na superficie de pastiew#as imaturas. Esta proteina é
clivada por proteases celulares, do tipo furindesda liberacdo das particulas virais,
resultando em virus maduros (ROBY; FUNK; KHROMYKR)12; STADLER et al.,
1997).

Na figura abaixo esta representada a estruturadieydas virais imaturas (forma

intracelular) e maduras (forma extracelular) (Fégdy).

Forma Extracelular Madural Forma Intracelular Imatura

i E
Capside
prM
Bicamad:
lipidica
Genoma
M
Dimero de E

Figura 4: Organizacéo estrutural dos flavivirus O esquema mostra a particula veat suas form:
intracelular imatura (lado direito) e extraceluteadura (lado esquerdo). O capsideo do virus -
simetria icosaédrica, com o genoma associado drfeer@a do capsideo. Estao representadas ama
de envelope (E) em sua forma dimér a proteina de membrana (M), presente na fewtracelular,
seu precursor (prM), presente no envelope na fomtrecelular. Adaptado de (CHAMBERS et al., 1990).
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A proteina E desempenha um papel chave na infeegdbe é o principal
componente do envelope, sendo responsavel pet@tigareceptores glicoproteicos na
superficie celular e pelo processo de fusdo depémde pH acido. Esta proteina possui
multiplos determinantes antigénicos, sendo o praicalvo da resposta imune. A
elucidacao da estrutura tridimensional da protEida virus da encefalite transmitida por
carrapato revelou que esta proteina, de cerca GekD#&, encontra-se na forma de
homodimeros glicosilados, contendo trés dominiaerados pela parte hidrofébica na
superficie do envelope (FA et al., 1995). Além dgdiferentes estudos foram feitos e
algumas estruturas da proteina E de diferentesiitas foram também elucidadas, como
por exemplo, para o virus da dengue, encefalitengga e o virus do oeste do Nilo
(KANAI et al.,, 2006; LI et al., 2008; LUCA et al2012; MODIS et al., 2003;
NYBAKKEN et al., 2006). Estes modelos foram aplieacos flavivirus, contribuindo
principalmente para a determinacdo de marcadoregénitos e para o estudo das
mutacdes ligadas ao aumento ou a diminui¢cao deutia (KOLASKAR; KULKARNI-
KALE, 1999; LEE; WEIR; DALGARNO, 1997; ROBY et al2015; RYMAN et al.,
1997; VAN DER MOST; COVER; STRAUSS, 1999).

2.2.5 Ciclos de Replicacéo

O ciclo de replicagdo viral ocorre no citoplasma d&lulas infectadas. Os
flavivirus entram nas células por endocitose medjaa receptor, provavelmente pela
ligacdo da proteina E a receptores da membranan@i@sa presentes na célula
hospedeira (GOLLINS; PORTERFIELD, 1985; ROBY; FUNKHROMYKH, 2012).

A ligacdo da proteina E a receptores celularexziadormacédo de vesiculas endociticas
recobertas por clatrina, o baixo pH do endossomhazia fusdo do envelope viral com
membranas celulares. Apés a internalizacéo, os o liberados no citoplasma por
mudancgas conformacionais induzidas por pH &cide, lguam & exposicdo de um
peptideo de fusdo (ALLISON et al., 2001; HEINZ; ABION, 2001; ROBY; FUNK;
KHROMYKH, 2012). Estas alteracfes causam a triragéip da proteina E (ROBY et
al., 2015; STIASNY et al., 1996). Em seguida, oleocapsideo € liberado no citoplasma
por meio de fusdo do envelope com a membrana dewas endociticas (GOLLINS;
PORTERFIELD, 1986a, 1986b; ROBY; FUNK; KHROMYKH, PB). No citoplasma
da célula hospedeira, o genoma de RNA do viruesmmo mensageiro (RNAm) para
a traducdo das proteinas estruturais e ndo estisutéiém disso, o0 RNA serve como
molde para a sintese de uma fita complementar imagaie, por sua vez, servira de

36



molde para a sintese de mais fitas positivas, ersetilizadas na montagem de novas
particulas virais (CLEAVES; RYAN; WALTER SCHLESINGE 1981).

A montagem das particulas virais ocorre em ass@ciagom 0 reticulo
endoplasmatico (RE) das células hospedeiras. Dueantontagem do virus, o dominio
citoplasmatico altamente basico da proteina Cageecom o RNA gendmico viral para
formar o nucleocapsideo. As proteinas prM e E s&tndadas para o RE, posicionando
seus dominios carboxi terminal hidrofébicos na miada lipidica. A formacéo das
particulas virais ocorre por meio do envolvimento riicleocapsideo viral com as
proteinas do envelope ancoradas na membrana d@IBE&rc A clivagem da proteina
prM ocorre, provavelmente, durante a liberacdoidgsyja que ndo se detecta proteina
M nas particulas intracelulares e ela estad reladancom o desencadeamento de
mudancas no envelope, que promovem a infecciosiiaNGLER & WENGLER,
1989). As particulas brotam para a luz do RE adgior uma membrana lipidica
(envelope). A progénie viral é transportada emotdas através do complexo de Golgi
e para a membrana plasmatica e, dai liberadas xomitese (CHAMBERS, 1990)
(Figura 5).
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1) Adsorgéo liberagdo do ARN (+)
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8) Fus&o a membrana 7) Morfogénese, maturagéo e

plasmatica e saidada transporte (Complexo de 6) Sintese de ARN
progénie viral Golgi e vesiculas)

Figura 5: Ciclo de replicacao dos flavivirusOs nameros de 1 a 8 indicam por meio de setagunafas
etapas desde a adsorgdo até a liberagdo de mstidrdis. FA: virus da febre amarela; RER: reticul
endoplasméatico rugoso; as estruturas pequenastas @e longo do RER perinuclear sdo ribossomas.
Adaptado de (RICE, 1996).

2.2.6 O Genoma

O genoma dos flavivirus é constituido por uma md&de RNA, fita simples e
polaridade positiva, com cerca de 11 Kb (RICE, }98&strutura gendmica é composta
por uma regido curta 5’ ndo codificante, uma ufécga de leitura aberta, de 10 233
nucleotideos, e uma regido 3’ ndo codificante, sesgtas regides nado codificantes
importantes para a circularizagdo do genoma dueargplicacéo viral. Da mesma forma
como observado em RNA mensageiros de eucariotBd\A viral possui um residuo
“cap”, de 7-metil-guanosina, associado a sua exti@mhe 5°, no entanto, a extremidade
3" néo é poliadenilada. O genoma é traduzido emuumta poliproteina, processada co-
e pos- traducionalmente, originando, no sentidamdino- para o carboxi- terminal as

trés proteinas estruturais: do capsideo (C), debreera (prM/M) e do envelope (E), e as
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7 proteinas ndo estruturais: NS1, NS2A, NS2B, N&3lA, NS4B e NS5 (CHAMBERS,
1990) (Figura 6).

5UTR Genoma(+)RN, 3IUTR
A

/ N\ e Y \

Genoma capsS —|  ESTRUTURAL NAO-ESTRUTURAL JU"" 3

. , protease -
Poliproteina helicase polimeras

'*@ll'l l@l\

Precursores T e 1] L1 ] |
ancC prM NS1-NS2A NS2B  NS:Z NS4A/B NSE
*
Proteinas 0* ‘
Maduras NS1 NS2 NS4A NS4E

Figura 6: Organizacdo gendmica dos flavivirus Desenho esquematico mostrando a organi;
gendmica dos flavivirus. No topo, estd o genomadigdos flavivirus, com as extremidades 5’ e 3’
traduzidas (UTR) e as regides traduzidas em prdedatruturais e ndo estruturais. Em seguida, ve
pdliproteina, os precursores e as proteinas maderasl@as pelo processamento proteolitico. As es
(*) representam a glicosilacao ligada a asparagingmdeinas, mas ndo indicam o nimero ou a p¢
dos sitios de N-glicosilacdo. As setas pretgsesentam os sitios de clivagem pela protease vike
setas branca®presentam os sitios de clivagem pela sinalaséacelAs figuras escuras represental
proteinas maduras, apds o ultimo passo do processafCHAMBERS et al., 1990; RICE, 1996).

2.2.7 Epidemiologia da Febre Amarela

Atualmente, a febre amarela ocorre na América doeSha Africa subsaariana,
onde a transmissdo envolve diversos géneros deummsaeg primatas ndo humanos
(PNH). Uma boa compreensdao da distribuicdo geagréa febre amarela € considerada
critica para o uso da vacina, tanto no aspectootiicp de saude publica, quanto na
protecado de pessoas que possuam um risco potdocilte viagens a areas com risco
de infeccdo. O primeiro mapa descrevendo as regid@Smicas foi feito em 1946 por
uma comissao internacionalnternational Quarantine Commissigre publicada pela
“United Nations Relief and Rehabilitation Adminisiva” (UNRRA). Este mapa se
modifica de tempos em tempos baseado em novos ,da@dssnao reflete de forma

fidedigna a atividade da doenca, pois em algumaasarpor exemplo Somalia e
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Tanzania, a incidéncia da doenca € baseada em daduggicos e ndo em casos
humanos notificados (STAPLES, 2018).

InformacgOes sobre a febre amarela séo frequentenmirlicadas pela OMS
(WHO’s Weekly Epidemiological Recre pela Divisdo de Quarentena do Centro de
Controle de Doencas e sua Prevendgdenters for Disease Control and Prevention
(CDC).

Na Ameérica, existem areas de alto risco de intrdduda doenca e disseminacgao
peloA. aegyptiincluindo regides costeiras e no interior de defainfestadas pelo vetor,
como, por exemplo: Argentina, Brasil, Peru, Boljgguador, Venezuela, Coldmbia, as
Guianas, Panamé, América Central, México, Trinidddbago e Estados Unidos. Estas
sao areas historicamente afetadas pela febre amarglassado, entre as quais Trinidad
— Tobago, América Central e México possuem a cdpdei de manter a transmisséo do
ciclo silvestre (MONATH, 2004; STAPLES, 2018) (Figs 7a e 7b).
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Figura 7: Distribuicdo mundial da febre amarela.Em (a), a distribuicio da doenca na Africa e, em (b
a existéncia de zonas endémicas na América L&oree (STAPLES, 2018).

Outras regides infestadas poraegyptisio parte da Europa, Oriente Médio, Asia,
Australia e Oceania, que sdo consideradas areasatepara a introducédo da febre
amarela. As possiveis razbes para esta auséndieermas fatores demografico e
biolégico (MONATH, 1999, 2004). O virus da febreaala nunca havia sido encontrado

na Asia, porém no ano de 2016 foram reportados@soda doenca “exportados” para a
China (PAHO/WHO, 2016).
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A manutencdo do virus ocorre através de dois cidibgestre e urbano. No
primeiro, a transmissao é feita por intermédio dsamitos do génerdaemagogu®u
Aedes(Sylvan Aedes sppou A. africanu3, pela infeccdo de macacos e através da
transmissao transovariana do virus no proprio mts(ITKEN et al., 1979).

Na febre amarela silvestre, os géner@emagoguse Sabethessdo os mais
importantes na América Latina. No Brasil, a espBleiemagogus janthinomysa que se
destaca na manutencado do virus na natureza. O hensm@ptivel pode ser infectado ao
penetrar em areas de florestas, tornando-se faniefdccdo para mosquitodddes
aegypti)ao retornar a area urbana. Dessa forma, com ecadedo mosquito, tem-se a
manutencgéao do ciclo urbano (MONATH, 2004; ROMANQB02).

O mosquito da espéciedes aegypt o principal transmissor da febre amarela
urbana. No final da década de 50, alguns paisesyseiicanos, incluindo o Brasil, foram
considerados livres do vetor urbano; porém, nodm&967, ocorreu a reinfestacdo no
estado do Paré. Esta foi controlada apenas em(ERAHIA NETO, 1967). Em 1977 e
no ano seguinte, houve a reinfestacao dos estaddalda e do Rio de Janeiro. O mesmo

fato ocorreu em paises da América do Norte e AdRigura 8).

Figura 8:Distribuicdo do vetor Aedes aegypti nas Américas: 980, 1970 e 2007A figura demostra a reinfestac
pelo vetor da doencga, nas regides marcadas em verslenapas. Fonte: (GUBLER, 2002).

O modo pelo qual ocorre a permanéncia do viruslol@ famarela durante a estacéo
onde ha uma baixa incidéncia pluviométrica, quandeetor silvestre se encontra
aparentemente ausente, permanece parcialmentatale$anto os ovos do mosquito

Aedesguanto os dblaemagoguspodem sobreviver durante os periodos de estiagiem a
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o retorno da estacdo chuvosa (AITKEN et al.,, 19P9ALLO; THONNON;
FONTENILLE, 2000; DUTARY; LEDUC, 1981; FONTENILLEteal., 1997; HASE;
SUMMERS; ECKELS, 1989). Baixos niveis de transnuskarizontal por meio de
vetores resistentes a climas secos, como tambdos ade transmissao horizontal e
vertical envolvendo carrapatos, tém sido sugerid@sno mecanismo auxiliar
(GERMAIN et al., 1979). Tém sido descritas infecgpersistentes em experimentos com
primatas ndo humanos, porém, estas infec¢des @iovente ndo sdo acompanhadas por
viremias a niveis suficientes para infectar veto(®SONATH, 2004; PENNA;
BITTENCOURT, 1943; STAPLES, 2018).

A perspectiva mais alarmante, para o futuro, erevolweaparecimento da febre
amarela urbana na América do Sul e a disseminagdaloggnca na populacéo,
principalmente nas areas do mundo livres da dogogcéam infestadas péwedes aegypti
Estas regides incluem as areas historicamentedafetas regides costeiras da Ameérica
do Sul, Caribe e América do Norte) e regides qoece@sideradas receptivas, incluindo
o Oriente Médio, a costa leste da Africa, IndiajaAs Australia (MONATH, 2004;
PAHO/WHO, 2016; STAPLES, 2018).

A incidéncia da febre amarela no Brasil até o an@@D3 se manteve com registro
de casos em praticamente todas as regides brasjleom excecdo do Sul do pais, que
desde a década de 70 ndo havia registrado castiedea. As regides Norte e Centro-
Oeste sdo mais afetadas. No grafico a seguir @iurmostra o nimero de casos
ocorridos nas regides do pais desde 1950, destasand elevado numero de casos
observados na regido Sudeste do Brasil, entreass1850 — 1959 (VASCONCELCS
al., 2004).
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Figura 9: Grafico do nimero de casos de Febre Amarela no Briasentre 1950 e 2003Este grafic
demonstra o nimero de casos da doenca por regidptéao de VASCONCELOS et al., 2004).
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Porém, nos ultimos vinte anos, foram registradasstnissées do virus da febre
amarela fora dos limites da area considerada emdéfmegido amazébnica). Diversos
casos humanos e/ou epizootias de PNH foram des@roMinas Gerais, Bahia, Séao
Paulo, Parana e no Rio Grande do Sul e representaaioria dos casos registrados de
febre amarela neste periodo, o que caracterizouexpensao da area de circulacédo do
virus amarilico, afetando areas consideradas |Iategntdo, onde néo havia registro da
doenca ha décadas (BRASIL, 2018).

O aumento nos numeros de casos de febre amardlazpraim importante impacto
na saude publica, representado pelos mais extsnsims em humanos e/ou epizootias
em PNH pela doenca nas ultimas décadas. Os maistescentre o ano de 1998 e 2003
na regido Norte (Para: 1998/1999), no Sudeste @earais: 2002/2003) e Sul (Rio
Grande do Sul: 2002/2003), e entre 2007 e 200%mte Centro-Oeste, na regido Sudeste
(Séo Paulo: 2008/2009 e Sul (Parana, Rio Grand8uito2008/2009) (Figura 10). O
periodo anual de monitoramento da febre amareldicga em julho e encerra em junho
do ano seguinte (BRASIL, 2018).
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Figura 10: Serie histérica do nimero de casos humanos confirdas para Febre Amarela e a
letalidade, segundo o ano de inicio dos sintomag;aBil, de 1980 a junho de 2018SAUDE, 2018).

A deteccdo do virus da febre amarela foi registradeamente fora da éarea
endémica, e se manifestou por epizootias em PNIHre@tas por testes laboratoriais
(Tocantins em julho de 2014). Novos registros deogpias e casos humanos isolados na

regido Centro-Oeste (Goias, Minas Gerais e Sa®@pPdeinonstraram o aumento da area
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de circulacdo do virus se aproximando de grandgéa® metropolitanas densamente
povoadas, com populacées nfo vacinadas e infestadasdes aegyp(SAUDE, 2018).
Nos anos de 2016 e 2017, foi registrado um doges@mais expressivos da historia
da febre amarela no Brasil. A dispersdo do virusrdito alcancou a costa leste
brasileira, na regido da Mata Atlantica, que abuge grande diversidade de PNH, de
potenciais vetores silvestres e onde o virus réicegiistrado ha décadas. De acordo com
0 monitoramento dos nimeros de casos de febre @nmar@eriodo de julho de 2016 a
junho de 2017, foram confirmados 777 casos human@61 o6bitos, além de 1412

epizootias confirmadas em PNH (Figura 11).

¢. Area afetadas

a. Casos humanos

m Area afetada 2016/2017
Area ampliada 2016/2017
W Area com recomendac3o de vacinagio |
Area sem recomendacfo de vacinaciio {

A O 0 1000 km
—_—

b. Epizootias de PNH

Figura 11: Municipios com registro de casos humanos no Brag#) casos humanos, (b) epizootias de
primatas ndo humanos - PNH (c), de acordo comsaifitzacdo, e; areas afetadas e de vacinagao),Brasi
2016/2017 (SAUDE, 2018).

Recentemente, entre 2017/2018, foi registrado 8 exgressivo surto da doenca
no Brasil, que afetou principalmente os estadosredgdo Sudeste, quando foram
registrados 1.376 casos humanos e 483 0Obitos,ddé864 epizootias por FA no Brasil.
No periodo de monitoramento seguinte as informagépassadas pelas secretarias
estaduais de salde sobre a situacdo da doencasib Bo periodo de 1° de julho de 2017
a 03 de abril de 2018), foram confirmados 1.120gake febre amarela no pais, sendo

que 328 vieram a 6bito, ao todo, foram notifica¢l@gl8 casos suspeitos (SAUDE, 2018).
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Na América do Sul o cenario epidemioldgico da fedmearela foi descrito em
dezembro de 2015, foram registradas epizootiashrthd®dnfirmadas para febre amarela
na Bolivia (fronteira com Acre, Rondbnia, Mato G Mato Grosso do Sul), no
municipio de Monteagudo (Departamento de Chuquisasan a deteccdo de casos
humanos. Por outro lado, no Peru (fronteira comeAcAmazonas), até junho de 2016,
foram confirmados 37 casos humanos de febre amaredaitros 42 casos foram
classificados como “provaveis”. Os casos confirnsagldprovaveis” concentram-se no
Departamento de Junin (58 casos), com registrobéamem Ayacucho (6 casos), San
Martin (5 casos), Cusco (3 casos), Huanuco (3 §asosazonas (2 casos) e Ucayali (2
casos). Em maio de 2016, foi registrado um casa t febre amarela silvestre na
Colémbia (PAHO/WHO, 2016).

Em Angola, uma epidemia de febre amarela urbaaadnitida poAedes aegypti
acomete o pais desde dezembro de 2015. Até 2side ge 2016, 3464 casos suspeitos
foram notificados, e destes 868 foram confirmadostestes laboratorigigom 353
Obitos. Os casos ocorreram em 16 das 18 providoipais e casos importados de Angola
foram registrados em outros 3 paises da Africaia. Aa RepuUblica Democratica do
Congo foram 59 casos, no Quénia foram descritogs@sce na Republica Popular da
China foram reportados 9 casos (WHO, 2016).

Além do registro de casos importados de Angola epuBlica Democratica do
Congo, outros 9 casos autdctones foram registratos, expectativa de dispersédo da
transmissao para outras provincias do pais. Emdagancasos foram confirmados, sem
relacdo com a epidemia em Angola. Outros paise®:cGana, Chade e Guiné também

reportam casos suspeitos (WHO, 2016).

2.2.8 Cultivo de Células Animais na Producédo de Vacinasi¥ais

O desenvolvimento de técnicas de cultivo celul@sapdécada de 50 foi um marco
na producdo de vacinas. A disponibilidade de catude células estacionarias foi
fundamental no desenvolvimento de diferentes vacpaa a prevencao de doencas
virais, como por exemplo, o sarampo, rubéola, cddaynadenovirus, poliomielite e
hepatite A.

A utilizacéo de culturas de células como subsipat@a a replicacao do virus é de

extrema relevancia no desenvolvimento de novasna&sacivirais e também no
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aperfeicoamento de vacinas existentes, com o foquredutos com maior grau de pureza
e menores riscos aos vacinados (ULMER; VALLEY; RARR.I, 2006).

A producgéo mundial de vacinas vem sofrendo um ggmde reformulagéo de suas
plataformas e tecnologias empregadas, observandmadendéncia no uso de sistemas
baseados em cultivo de células animais empregamdusrnisentos de componentes de
origem animal, em especial de soro fetal bovind(SHESBERG; BUCKLAND, 2012).

O uso de linhagens estabelecidas de células animagisoducdo de vacinas apresenta,
entre outras vantagens, uma melhor reprodutibéiddd processo produtivo, maior
consisténcia, assim como a possibilidade de culsgb condicbes monitoradas e
controladas em biorreatores, que podem propicidinores condi¢des para a replicacéo
viral, e consequentemente, resultar em maior prddate. Além disto, permitiria
aumento da producdo em situacbes de epidemias carar mapidez, tornando
desnecessaria a manutencéo de grandes estoqatsgests de algumas vacinas, como
ocorre hoje em dia.

O cultivo de células animais tem sido utilizado fahricacdo de uma ampla
variedade de produtos destinados para a saude husrarespecial para a producédo de
proteinas terapéuticas e vacinas (BARRETT et @Q92WALSH, 2014).

Algumas linhagens sao preconizadas pela OMS piatari@acéo de vacinas virais
de uso humano. Entre as linhagens apropriadaseptadim estdo inclusas as de células
diploides (MRC-5, FRhL-2 e WI-38) e linhagens catak continuas, como por exemplo
Vero e MDCK (WHO, 2010).

Entre as linhagens celulares continuas utilizades @ producao de vacinas virais
de uso humano, a linhagem celular Vero é uma dds esaudadas (FRAZZATI-
GALLINA et al., 2001; GASPAR et al., 2008; MATTOS$ &., 2015; PEREIRA et al.,
2015; SOUZA et al., 2009) e qualificada pela OM&@aproducdo de imunobioldgicos
de uso humano (MENDONCA; PEREIRA, 1995; WHO, 2010).

A célula Vero é uma linhagem aderente, oriundardele macaco verde africano
(Cercopithecus aethiop® passivel de ser infectada por uma ampla vateeda virus
(DOYLE; GRIFFITHS, 1998). Por este motivo tem sigktudada para a producéo de
diversas vacinas virais de uso humano por difesegnigpos, entre os quais se pode citar:
influenza (YUEN; CHAN; TAMBYAH, 2012), raiva (YU eal., 2012), poliomielite
(SIMIZU et al., 2006), sarampo (LANGFIELD et al.011), encefalite japonesa
(SRIVASTAVA et al., 2001), dengue (MANTEL et al.Q21), enterovirus (WU; LIU;
LIAN, 2004), hepatite A (SUN et al., 2004), hantagi (CHOI et al., 2003) e febre
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amarela (GASPAR et al., 2008; MATTOS et al., 20RBREIRA et al., 2015; SOUZA
et al., 2009). Em escala comercial, células Vettvadas em microcarregadores vém
sendo empregadas na producgéo das vacinas inativaatas a poliomielite (BUTLER et
al., 2000) e encefalite japonesa (SCHULLER et24111).

Com a reconhecida habilidade em produzir complexadificacbes pos traducéo,
as células de mamiferos em cultura estdo sendasipada a producédo de proteinas para
diagnostico e uso terapéutico. As modificacdestraaiicado incluem diferentes reactes
de formacédo ou quebra de ligacdes covalentes eseqaentemente, a cadeia poli
peptidica formada é convertida em uma proteinadunat(HAN; MARTINAGE, 1992a,
1992b; WALSH, 2010; WALSH; JEFFERIS, 2006).

A utilizacdo de linhagens estabelecidas de céariasais na producao de produtos
bioldgicos permite a expressao de moléculas coraplexaliado aos sistemas de cultivo
empregados industrialmente, propiciam uma melhodyiividade e consisténcia. A
presenca de soro fetal bovino (SFB) no meio deiulpossui diferentes fungcdes, como
auxiliar na adesao das células a superficie e tanibénecer fatores de crescimento e
horménios que promovam a proliferacao celular (H8Y1BU, 1987). O soro fetal bovino
possui elevado custo, dificulta a purificacdo dodpto e apresenta uma grande
variabilidade de um lote para o outro, j& que nésspi composi¢cdo quimicamente
definida, além de ser fonte de possiveis contarGgspor virus, micoplasmas ou prions
(GENZEL; FISCHER; REICHL, 2006).

2.2.9 Producao de Vacinas em Meios de Cultura Isentos &FB

Existe uma orientacdo regulatéria mundial em ewtarso de componentes de
origem animal nos processos de producédo (BUTLER.e2000; LUBINIECKI, 1998),
com o0 objetivo de garantir a qualidade e seguratigaproduto vacinal final
(DELLEPIANE; GRIFFITHS; MILSTIEN, 2000). As agénaaegulatorias encorajam
os fabricantes de biolégicos a reduzirem ou elingimao uso de substancias de origem
animal em seus processos de fabricacdo ha mammaedécada (KALLEL et al., 2002).

Apesar da disponibilidade de uma variedade de meée<sultura livres de
componentes de origem animal no mercado, existecassidade de adaptacdo de
linhagens celulares a esses meios de cultivo,s9invewa linhagem Vero, que apesar de na
literatura ser descrita a sua utilizacdo para gr@dule virus em meio livre de soro fetal
bovino, tais como reovirus (BUTLER et al., 2000)fluienza (GENZEL; FISCHER;
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REICHL, 2006; KISTNER et al., 2007) e raiva (FRAZZIAGALLINA et al., 2001),
requer uma adaptacdo ao meio de cultivo.

O desenvolvimento de meios de cultivo livres deo detal bovino e de outros
componentes de origem animal possibilita esta eigéo, além de facilitar o processo
de recuperacéo e purificacdo do produto para angidvedo grau de pureza exigido
(SOUZA, 2007).

Historicamente, diferentes meios de cultivo isen®soro foram desenvolvidos
para a producdo de anticorpos monoclonais (CHEN; ®HEN, 1993; GLASSY;
THARAKAN; CHAU, 1988; KIM; KIM; LEE, 1998), proteias recombinantes
(CASTRO et al., 1992; LEE et al., 1999; LIU; CHUNANG, 2001; ZANG et al., 1995)

e virus (BUTLER et al., 2000; FRAZZATI-GALLINA etl.a 2001; MERTEN et al.,
1997; SAKODA et al., 1998). Alguns desses meioscdikivo sado formulados sem
qualquer componente derivado de origem humanaiowaha sédo capazes de sustentar o
crescimento de varias linhagens de interesse,pseg@a producdo de virus ou outros
produtos bioldgicos (FRAZATTI-GALLINA et al., 2004)

Diferentes meios de cultura tém sido empregadoa agsroducao de vacinas
virais utilizando a linhagem celular Vero, como eimde cultivo M-VSFM (BUTLER
et al., 2000) empregado para a producdo de repwrusneios MDSS2 e MDSS2N
(Axcell Biotechnologies) e VP-SFM (Gibco), que foraisados na producao de vacinas
contra a raiva (FRAZATTI-GALLINA et al., 2004; FRAATI-GALLINA et al., 2001;
MERTEN et al., 1994, 1999).

Em 1994, Merten e colaboradores avaliaram o crestimde diferentes linhagens
celulares, entre elas a linhagem Vero, utilizandmeao de cultura MDSS2 (Axcell
Biotechnologies), em frascos estaticos e em fraamgitddos com microcarregadores. Nao
foi observada diferenca significativa no cresciroarglular nos dois sistemas de cultivo
usados com a linhagem celular Vero, quando forapregados o meio de cultivo livre
de soro MDSS2 e o meio contendo soro (DMEM supl¢atencom 2% de soro de
bezerro neonato). Os autores também avaliaram @ lime2 de soro para a producédo do
virus contra raiva utilizando células Vero. Os vasomaximos de titulos virais foram
mais elevados em cultivo em meio isento de soro & PFU mL?Y) do que em cultivo
em meio suplementado com soro (2,7 ¥ABU mL?). Utilizando os valores encontrados
de densidade celular, o uso de meio isento deaorntou a produtividade especifica
do virus em aproximadamente 1,75 vezes, quando arachg com o cultivo em meio
contendo soro: 0,178 e 0,101 PFU cétaral.
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Apos trés anos, Merten e colaboradores (1997 yatdm novamente o meio de
cultura isento de soro MDSS2 para a cultura datiem Vero para a producao do virus
da poliomielite (Sabin do tipo 1) em cultura estitie em modo perfusdo em
microcarregadores. Uma pequena diferenca foi erammtnas taxas especificas de
crescimento celular, a taxa para a cultura est@mameio de cultura contendo soro
(DMEM suplementado com 2% de soro de bezerro nepfaitde 0,0120 #, enquanto
a da cultura com meio isento de soro foi de 0,01860 titulo viral encontrado na
condicao livre de soro foi de #% TCIDso 50 p L%, enquanto na condi¢do contendo soro
foi de 16-%" TCIDso 50 pL%, resultando em uma produtividade especifica 8@ ©,1,07
TCIDso célulal, respectivamente.

Merten e colaboradores (1999) realizaram modifieagio meio isento de soro
MDSS2, substituindo os componentes derivados deipas animais por substancias
extraidas de plantas. O principal objetivo foi deogdo de um meio de cultura mais
seguro e eficiente para a producao de vacinas.ngste meio de cultivo MDSS2N foi
utilizado de forma eficiente em diferentes linhaggealulares, inclusive a linhagem Vero.
As alteracoes realizadas para o desenvolvimentmmeio MDSS2N néo afetaram a
capacidade de crescimento da linhagem Vero enolsastaticos e em cultivos agitados
utilizando microcarregadores. A producao viral f@aavaliada nas condi¢bes agitadas
para as células Vero, porém os resultados obtisiosudtivo estatico mostraram que 0s
titulos do virus da poliomielite, resultantes ddtieca no meio modificado MDSS2N,
foram semelhantes aos obtidos no meio MDSS2.

No ano de 2001, Frazzati-Gallina e colaboradorgigaram o meio de cultura
VP-SFM ou o meio Leibovitz 15 (L15) para a produdacwirus da raiva em células Vero
cultivadas em biorreatores e empregando microcaaargs. Foram testadas as condi¢oes
de crescimento celular e a replicacdo viral cordesoro de bezerro neonato e em
condicdes isentas de soro. A melhor condicao testagetivando o maior titulo viral,
foi sempre obtida nas culturas iniciadas em VP-Skplementadas com 1% de soro de
bezerro neonato (SBN) e em VP-SFM apenas aposalagdio das células com o virus
da raiva, e o titulo viral obtido foi de 4tFFDso 0,05mL*.

Em 2007, Rourou e colaboradores utilizaram os nugasiltura VP-SFM e MEM
suplementado com 10% de SBN para a produc¢éo ds rdhico na linhagem Vero em
microcarregadores. A cinética de crescimento celulda producdo do virus da raiva
foram investigadas em frascos agitados do simanere em biorreatores. Nos frascos

spinnera densidade celular maximas{) foi de 1,85 x 10células mL! e o titulo viral
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maximo foi de 2 x 10FFU mL™. Por outro lado, em biorreatores do tipo tanquiaag,
a Xmaxfoi 2,6 x 16 células mtte o titulo viral maximo foi 2,4 x YFFU mL?.

Em 2010, Genzel e colaboradores testaram as lineaggulares MDCK e Vero
para a producéo de diferentes cepas do virus lemzla. As células foram propagadas
em sistemas de garrafas do tipo T, garrafas ddrigtler e em biorreatores do tipo tanque
agitado e do tipo de ondawévg. Os perfis de replicacdo das diferentes cepas de
influenza produzidas com dois meios de culturajmesmentado com soro (GMEM) e
em condicdes livres de soro (Episerf), foram amdhs e apresentaram titulos virais

semelhantes.

2.2.10 Cultivo de Células Animais em Biorreatores

Entre os diferentes sistemas de cultivo celulgsatigreis, podem ser citados os
frascos tipo T, frascos timpinner garrafagotatoriase biorreatores tipo tanque agitado,
0S quais sdo empregados conforme suas caractsistie manuseio, condicfes
fisioldgicas celulares e obtenc&o do produto derésise com a qualidade requerida para
diferentes propdsitos.

A adaptacdo de células Vero ao crescimento em ssdpeja foi descrita
(DAELLI et al., 2006), porém nao existe na literatautros grupos que tenham reportado
a adaptacdo bem-sucedida e ndo existe no mercatlomeproduto proveniente dessa
tecnologia.

O cultivo de células Vero aderente necessita o egoptle uma superficie suporte
onde as células irdo se fixar e proliferar. A sfiper pode ser um fator limitante do
método a ser empregado no cultivo celular em lasgala, pois a quantidade de células
obtida esta diretamente relacionada a superfisodivel para o seu crescimento, o que
tornaria imprescindivel a utilizagdo de um grandenero garrafas do tipRoller ou
frascos T para obter grande quantidade de céldlas. forma de solucionar esse fator
limitante foi através do desenvolvimento dos miarcegadores (VAN WEZEL, 1967),
permitindo a realizacdo de cultivos de células etes em altas concentracdes,
empregando sistemas agitados. Neste caso, as scétuEscem aderidas aos
microcarregadores, 0s quais, devido a sua densicdativamente baixa, podem ser
mantidos em suspensdo mesmo a baixas velocidadegtdedo. Com isto, é possivel

nao apenas o crescimento das células em sisteltedosg por exemplo em biorreatores
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de grande volume (GENZEL; FISCHER; REICHL, 2006; NICAGNON, 1989), mas
também obter cultivos com concentragfes celulapsduperiores as obtidas em frascos
estaticos (MATTOS et al., 2015; PEREIRA et al., 201

A producdo de diversas vacinas virais, anticorpasaulonais e proteinas
recombinantes em biorreatores ja foi estabelesielado que a utilizacdo deste sistema
para a obtencdo de produtos biolégicos esta amptemdescrita na literatura
(LUBINIECKI, 1990; TOKASHIKI; YOKOYAMA, 1997; WALSH, 2014; WANG et
al., 2005). O desafio da utilizacéo dos biorreat@garantir um ambiente fisico-quimico
homogéneo para toda a populacdo celular, de foueaog biorreatores dispdem de
sistema de monitoramento e controle, que atravésedsores especificos permitem o
controle do pH do meio de cultivo, temperaturapgiglade de agitagédo, concentragao de
oxigénio dissolvido no meio de cultivo, entre ostvariaveis. Embora os biorreatores de
tanque agitado sejam utilizados para culturas dellasé em suspensdo sem
microcarregadores, neste tipo de biorreator tampédem ser cultivadas linhagens de
células dependentes de ancoragem, utilizando-sertegpsoélidos, tais como o0s
microcarregadores.

Os biorreatores do tipo tanque agitado séo bastditirados atualmente e uma
grande variedade de produtos é produzida com besta tecnologia devido a menor
complexidade de escalonamento e controle do biepsac(BIRCH; RACHER, 2006;
CHU; ROBINSON, 2001; WALSH, 2014). Sao constituid@sicamente de um vaso,
valvulas e um motor ligado a um eixo de agitacda paomover a mistura do meio de
cultivo e das células, cuja velocidade de agitaddee ser suficiente para garantir a
uniformidade do sistema. Nos biorreatores de tamagitado, a forma de aeragdo mais
comum € atraves do borbulhamento de gases no meidtd/o, normalmente a uma taxa
de 0,005 - 0,2 vvm (volume de gases por volumeeale por min) (OH et al., 1992).

Os cultivos de células podem ser conduzidos, basiote, de quatro modos
distintos: batelada, batelada alimentada, contémmples e em perfusédo (continuo com
retencao celular). Estes sistemas de cultivo ddaseke diferem basicamente no modo
de alimentacdo dos nutrientes e remocao dos matabdA escolha dependera das
caracteristicas do produto, por exemplo, um prothltd ndo deve ser produzido em
batelada. Além disto, ird depender também da liemagelular utilizada (perfil de
crescimento celular, padréo de secrecéo, estatdlida proteina de interesse, capacidade
de resisténcia as concentracoes de metabdlitogog)xiresisténcia a tensbes de

cisalhamento), capacidade de producdo para atendemanda, experiéncia da equipe
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no desenvolvimento e operacdo do processo, demespmkrada, da eficiéncia e do
rendimento do processo de purificagédo e a aplicdgdconhecimentos sobre 0s aspectos
regulatérios (CHICO; RODRIGUEZ; FIGUEIREDO, 2008).

2.2.11 Producao de Vacinais Virais em Biorreatores Agitads

O desenvolvimento de processos de producdo de agcurais usando
biorreatores € uma tendéncia mundial. Diferentepag tém estudado, em diversas
escalas, a utilizacdo de processos de producaactieag virais em biorreatores agitados
operados em diferentes modos, empregando divénsagéns celulares. As células que
geralmente sao utilizadas na producao de vacinais wao aderentes, isto é, dependente
de ancoragem e necessitam de um suporte paraaaes&o.

Normalmente sdo descritas duas etapas nos procdsgm®ducdo de vacinas
virais com base na tecnologia de cultivo celulapritneira etapa € a fase da proliferacao
celular, onde o crescimento é exponencial e ségsras células que irdo ser infetadas
e produzirdo as particulas virais. Por outro ladsegunda etapa é a de replicacdo viral,
com manutencao celular e a multiplicacéo do vifuproducao de particulas virais em
cultivo celular € dependente da concentracdo ddaséha cultura no momento da
infeccdo. Ao atingir uma alta densidade celulaadte a primeira etapa do processo,
maior sera a quantidade de virus produzida nadasefeccéo/replicacdo (TRABELSI,
ROUROU; LOUKIL, 2005). Outros fatores também det@am o sucesso de um
processo de producdo de antigenos virais. As v@si@mportantes na otimizacdo de um
processo de producdo de virus sdo o momento d@deviral, a concentracdo celular
no momento da infeccdo e a multiplicidade de irdec(MOI), esta definida como a
relacéo entre a concentracao de inéculo viral@@tdas no momento da infeccéo. O uso
de uma estratégia empregando um baixo MOI é dedaj@s processos produtivos de
vacinas virais, uma vez que existe a necessidadeviter o r4pido término do lote
semente viral, este tem um elevado custo de prodacé@alidacdo para o produtor
(MARANGA et al., 2004).

Foi estudado por Mendoncga & Pereira (1995) o culdia linhagem Vero em alta
densidade celular utilizando microcarregadores @d., em biorreatores operados nos
modos batelada, batelada alimentada e em perfuséste trabalho, os autores
compararam as concentracdes celulares obtidas ifementes modos de operacéo,

utilizando uma baixa concentracdo de microcarreg@ig L'1). A constante substituigido
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do meio de cultura usado, quando o biorreator foér@do em modo perfusao,
proporcionou um aumento continuo da concentragiitaceté 4 x18células totais no
modo de operacdo batelada, a densidade celulanmadbtida foi de 2,1 x 2@élulas
totais enquanto operada no modo batelada alimemtatancentracdo celular maxima
obtida foi 2,8 x 18células totais.

No ano de 1997, Merten e colaboradores estudam@uittioo da linhagem celular
Vero em microcarregadores, em biorreator operadmendo perfuséao, para a producao
do virus da poliomielite (Sabin tipo 1). Os autadescreveram que a producao de altos
titulos de poliovirus foi obtida usando um processm meio de cultura isento de soro,
em modo perfusdo. Quando comparado com o procesgmducado padrao deste virus
em modo batelada, a operagdo em perfusdo propotgi@ém de titulos virais mais
altos, produtividade especifica mais elevada tamkxm a possibilidade de aumento na
concentracdo celular usando um processo de cétivanodo perfuséo, e mantendo alta
a taxa especifica de produtividade viral, permdinidh incremento na produtividade do
processo.

Diversas vantagens foram reportadas para processasdo perfusdo, mas uma
das limitacOes a este modo de operacdo é a obteecim equipamento de retencao
celular adequado ao processo, pois a retencacetidascno biorreator € a etapa crucial
para a obtencdo de altas densidades celulares, @tacentracdes de produto e
consequentemente altas produtividades. Portant@ padesenvolvimento de um
processo de producdo de uma vacina em biorreatoadp em perfuséo, € imprescindivel
0 emprego de uma técnica de retencao celular efiisieonfiavel e que néo prejudique a
viabilidade das células (VOISARD et al., 2003).

No ano de 2009, Souza e colaboradores descrevengmogesso de producao do
virus da febre amarela cultivado na linhagem Vemo @orreatores utilizando o
microcarregador Cytodex 1 (3 g'L.em modo batelada. O meio de cultura usado neste
estudo foi o VP-SFM e foram investigados difereM€d e TOI na producéo da progénie
viral. O titulo viral maximo encontrado 2,5 x®®FU mL* foi obtido utilizando um MOI
de 0,02 em um TOI de 3 dias no meio do cultivotsele soro.

Mattos e colaboradores descreveram no ano de 2@léstudo para otimizacao
do processo de incremento da concentragcao cellianithgem Vero em Cytodex 1 (3 g
LY) em biorreatores operados em modo batelada. Nowanfiei utilizado o meio de
cultivo isento de soro VP-SFM e um MOI de 0,02itald viral maximo encontrado foi
de 3,1 x 18PFU mL1.
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2.3 ESTRATEGIAS DE PURIFICACAO DE VACINAS VIRAIS

Os processos de purificagdo sdo fundamentais pagiu dos antigenos vacinais
e 0 objetivo é a reducdo das impurezas residuaigi@eis preconizados pelas agéncias
regulatorias, reduzindo os riscos a saude humasées Eprocessos devem ser
economicamente viaveis, reprodutiveis, robustosagazes de manter a atividade
bioldgica da molécula de interesse, no preserdso, @ particula viral.

Os avancos na area de purificacdo foram menosfisghios comparado aos
processos deupstream para o aumento da produtividade. Por este motvo,
desenvolvimento de processos de purificacdo maigetes e de facil ampliacdo de
escala tem sido o alvo de grupos dedicados a @g&izde processos, evitando que esta
etapa se torne um limitador da capacidade proaetn decorréncia do incremento da
carga de produto proveniente da etapa de cultNGEMTE et al., 2011).

Para a escolha adequada das técnicas ou combirde@Emicas para obtencao
do produto purificado, a abordagem tradicional defipacdo contendo quatro etapas
(clarificacdo, captura, purificagdo intermediarip@imento) tem sido utilizada para a
simplificacéo do planejamento e a execucao doepsos (SCIENCES, 2015). A Figura
12 apresenta um esquema representativo desta gbordaara o desenvolvimento de
uma metodologia com foco em incremento dos rendibserde recuperacdo e
homogeneidade dos antigenos ou moléculas teraggutic

Geralmente, é utilizada uma etapa que proporcianalto fator de concentracao
para a molécula de interesse ja no inicio do peazgsoporcionando uma reducao do
volume de trabalho. E sé&o necessérias etapas payseparacao de células e agregados

solidos, como também etapas de inativacao/remdgao v
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Pureza

Polimento: Alcancar grau
de pureza exigido

Purificagdo intermediaria:
Remover principais impurezas

Captura: |solar,
concentrar e estabilizar

Clarificagdo: Eliminar
células e particulas

Etapa de purificacdo

Figura 12: Estratégia de purificacdo em quatro etapas e seugipcipais objetivos. Adaptado de
(SCIENCES, 2015).

Vale destacar que a realizacdo de cada etapa desswm de purificacdo néo
consiste necessariamente na execucdo de uma (pecacéo. A razdo disto € a alta
complexidade dos processos de purificagdo ondgetivaibé a obtengdo de insumos com
finalidades vacinais ou terapéuticas. Estes prosessmpletos envolvem tipicamente de
3 a 10 operacgdes unitarias e apresentam um reniiigiebal na faixa de 50-80%. Baixos
niveis de recuperacao do produto podem impactahdidade econdmica do processo
de purificacdo e tém sido uma das motivagfes pauva @ontinua melhoria. Além disto,
outros motivadores séo a limitacdo de algumasdasrao escalonamento do processo a
volumes industriais e 0 seu elevado custo, que peglesentar 70-90% do total gasto
para a obtencao do produto final (MELLADO; CUNHA13; MORENWEISER, 2005;
PESSOA,; KILIKIAN, 2005; VICENTE et al., 2008, 2011)

Exemplos de melhorias que podem ser estabelecadpsonesso de purificacado
sao: (a) utilizacdo de técnicas cromatograficagjaatas e em sequéncia otimizada;
eliminando a necessidade de ajustes entre es)adicdo do numero de etapas; (c)
escolha ou desenvolvimento de novos suportes cogmédiicos; (d) otimizacdo de cada

etapa para obtencdo de elevados rendimentos, raettorconsequentemente o
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rendimento global do processo de purificacdo (PESIOLIKIAN, 2005; VICENTE
et al., 2008, 2011).

A robustez deve ser umas das caracteristicas dosgs0s de purificacdo, pois
tem que lidar com a variabilidade intrinseca ndsvas celulares, com diferencas nas
suas caracteristicas, como por exemplo: o titukd,\a relacdo entre as particulas virais
infecciosas e totais, mudancas na composicao delapesviral, alteragcdes quantitativas
e qualitativas nas impurezas (RODRIGUES et al.7200

A sequir, serdo abordados o0s quatro passos datégsirade purificacao:
clarificacdo, captura, purificacdo intermediarjgoimento. A clarificacdo nao foi o foco
do presente estudo, pois em processos industridiegiientemente associada ao
processamentopstream

2.3.1 Clarificacao

Os principais objetivos desta etapa sdo: elimindeigarticulados (células e seus
debris) preparando o material para a etapa de reaptprevencdo de contaminacao do
produto em processamento.

Esta etapa € caracterizada pela separacdo daasc&aguida de uma filtracdo
para a retirada de particulas residuais.

A separacao das células pode ser feita por sedag@mtcentrifugacao, filtracéo
ou combinacao delas. O processo de centrifugag@onfi@todo mais utilizado, todavia,
necessita de um investimento inicial alto e a g da limpeza por usualmente utilizar
sistemas reutilizaveis. A separacéo por filtracaatéo processo amplamente utilizado e
capaz de ser linearmente ampliado de acordo campacidade filtrante das unidades e
sua multiplicacdo direta, além disso, sua operagarelativamente mais simples
comparada a sistemas mecéanicos (KALFBUSS-ZIMMERMANREICHL, 2005;
VICENTE et al., 2011).

O processo de filtracdo pode ocorrer em membrasasdo diferentes fluxos
(perpendicular ou tangencial) ou utilizando filtes profundidade. Estes utilizados na
eliminacdo de material particulado, apds separdgé@élulas, pela sua maior eficiéncia.
Quando utilizado em biorreatores podem ser usadesuchente apds a coleta, depois de
um periodo de sedimentacdo, neste caso sdo dispastasérie com capacidade de

retencao de particulas de tamanhos decrescente® &manutencéo da esterilidade do
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efluente clarificado é de vital importancia, fikresterilizantes (0,22m) sdo acoplados
a cascata de filtracéo.

Filtros de profundidade séo feitos de materiaisnpéricos e podem possuir em
sua constituicho compostos de terra de diatomametae outros, que reduzem a
compressibilidade ou a compactacéo, tornando o teéis permeavel. A utilizacdo da
resina polimérica proporciona resisténcia e umteai@tionico. Alguns filtros podem
possuir caracteristica hidrofébica. Destaca-seatgeparacao ndo ocorre exclusivamente
pelo tamanho, pois propriedades de adsorcéo sabrigate importantes (KALFBUSS-
ZIMMERMANN; REICHL, 2005).

A filtragdo em profundidade tem um baixo investiteere simplicidade
operacional, por este motivo tem sido priorizadacemparacao a filtragdo tangencial. A
filtracdo tangencial proporciona melhor controle iderustacdo e apresenta maior
capacidade, por outro lado, aumenta a complexidbrgrocesso (necessidade do
controle da pressdo transmembrana e de longosdpsrite sanitizacdo). Os filtros em
profundidade estao alinhados com o crescente gsem tecnologias descartaveis, que
dispensam a necessidade de validacao de limpgea, ®impossivel com membranas de
fluxo tangencial, devido ao seu custo mais elevdWLFBUSS-ZIMMERMANN;
REICHL, 2005; VICENTE et al., 2011).

2.3.2 Captura

Os principais objetivos da etapa de captura satarisapidamente, concentrar e
estabilizar a molécula de interesse.

Em um processo de purificacdo existem quatro parémee desempenho que
devem ser observados e a importancia de cada pasaseedesempenho devera oscilar
com o processo de purificagcdo em questdo (SCIENQES;). Estes parametros sdo
definidos como: resolucdo (medida da habilidade sparar dois componentes);
capacidade (quantidade maxima de amostra que padesrspregada, geralmente
expressa em massa de proteina por volume de m@sidgea da membrana); velocidade
(medida da rapidez da separacgéo, geralmente eapekssvelocidade linear (cmbhou
vazdo volumétrica (L B e recuperacdo (razdo entre a quantidade da neléeu

interesse obtida apos a etapa de purificacdo ardidade inicial).
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Os objetivos da etapa de captura sdo o de isglatamente a molécula de interesse de
possiveis enzimas proteoliticas e também diminualeme de processo, facilitando com

isto as etapas posteriores. Em funcdo disto, o@npros importantes a serem

considerados sdo capacidade e velocidade. Aléno,dsssconcentracdo do produto

aumenta a seguranca do processo, pois as prepmanacéis podem exigir areas de

biosseguranca com niveis elevados para a sua negapyVICENTEet al,, 2011).

O fator de concentracdo deve ser tdo alto quanssiye. Por outro lado,
problemas de agregacdo das particulas virais dessmanalisados, verificando a
necessidade de aditivos para sua prevencéao (VICENAE 2011).

As agéncias regulatérias, preconizam que os nideBNA devem ser inferiores
a 10 ng por dose da vacina. Em alguns casos aatetapa cromatografica de captura
tem sido utilizada a digestdo com benzonase, pagmentos com menos de 200 pb
(pares de base), seguida de uma diafiltracdo para tde solucdo-tampdo. Este
tratamento tem como objetivo ndo somente a reddgémiveis de DNA, como também
do tamanho de seus fragmentos. Uma etapa de coag@mtanterior a digestdo é
necessaria para reduzir a quantidade de nucleddieadas. A desvantagem deste
procedimento é a necessidade de remocéo da enaigngode adicionar complexidade
ao processo de purificagdo (FOOD AND DRUGS ADMINFSATION, 2010;
VICENTE et al., 2011; WEIGEL et al., 2014).

As cromatografias de troca idnica, afinidade e geafinidade sdo as melhores
opcOes para a etapa de captura, reunindo podepmieerdracdo e eliminacdo de
impurezas. A cromatografia de interacdo hidrofolapeesar de apresentar parametros de
desempenho adequados, tem como desvantagem aid@deste condicbes especiais
para a aplicacdo da amostra, como uma alta coacéptrsalina para a adsorcédo da
molécula de interesse pelo ligante.

A filtracdo tangencial € uma alternativa para apatde captura pela sua
capacidade de concentragdo e baixo investimenttalinmas a reducdo do nivel de
impurezas nao € tao eficaz, o que torna a croneftagr técnica mais adequada.

Os processos cromatograficos convencionais, comaesmpacotadas em leito
fixo, apresentam limitacbes, como por exemplo: ddgrcia da difusdo intraparticula
para o transporte das moléculas até os sitios strgib, 0 que aumenta o tempo de
processo ebeads com tamanhos de poros reduzidos, isto dificultaacesso de

macromoléculas ou particulas virais. Por esta ragiims suportes cromatograficos tém
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sido desenvolvidos a fim de reduzir estas limitag@emo as membranas microporosas
adsortivas e os monolitos (KALFBUSS, 2007).

2.3.3 Membranas de Adsorcéo

O uso de membranas microporosas como suporte agrafito foi proposto
(MARICHAL-GALLARDO et al., 2017; WEIGEL et al., 2@ como uma alternativa a
cromatografia convencional, em funcdo das vantageespresenta:

a. Fluxo predominantemente convectivo possibilita éizatdo de altas
vazbes sem perda da capacidade dinamica, consemesnié o resultado € uma
diminuicao significativa do tempo de processo;

b. Dispositivos prontos para o0 uso, o que reduz o ¢edg preparo com
empacotamento da coluna e gastos;

C. O limite de exclus&do molecular € da ordem del#® devido ao tamanho
dos poros (3-pm), enquanto na cromatografia em coluna este liénitéerior a 10Da;

d. Facil escalonamento com o aumento da area de meajbra

e. Pode ser utilizada como produto descartavel, dsgpaio a necessidade
de validacao de sanitizacao.

O tempo de residéncia é reduzido com a utilizagémeimbranas, uma vez que o
acesso aos poros é facilitado proporcionando umgdel mais rapida. A utilizacdo de
membranas reduz o tempo de processo em aproximatiafdvezes se comparada ao
uso de resinas empacotadas (CHARCOSSET, 1998; z00; ZHOU, 2001).

A utilizacdo de membranas adsortivas € propostaaomna alternativa eficaz em
etapas de purificagdo de proteinas para fins tetiap8, pelo fato que pode acarretar em
economia de custos, pois reduz o tempo de procdsaojui a utilizagdo de insumos
(tampdes, por exemplo) e é de facil escalonameuis,sdo sistemas modulares (VAN
REIS; ZYDNEY, 2007).

A utilizacdo de membranas de adsorcao na etapamtara foi estudada pelo
grupo de pesquisa da Engenharia de Bioprocessyadiol pelo Professor Udo Reichl do
Instituto Max-Planck, de Magdeburgo, na Alemanhste egrupo publicou diversos
trabalhos com o virus da influenza.

No primeiro trabalho, os autores testaram uma mamabde adsorcao anidnica

forte com sucesso, pois foram descritas recupesa@eaté 86% (KALFBUSS, 2007).

59



No segundo, a utilizacdo de membranas de celuldfsdaxia resultou em recuperacdes
de até 94% e com uma reducdo de DNA e proteinasst@m 32% e 43%,
respectivamente (OPITZ et al., 2009). No ultimdaiao, os autores utilizaram uma
membrana de celulose regenerada com uma novaaatemominada cromatografia de
exclusdo estérica e obtiveram como resultado ucwgpezacdo maior que 95% e uma
reducdo do DNA de dupla fita de 99,7% e de protefotais de 92,4% (MARICHAL-
GALLARDO et al., 2017).

Foi descrita na literatura uma boa recuperacaadeplas do virus da influenza
(> 50%) ao aplicar 4 - 10% de PEG-6000 a alimemwtagé cromatografia de exclusao
estérica (SXC), utilizando membrana como supor@nsBresultados foram obtidos
também com varios outros virus com faixa de tamateha0 a 300 nm (MARICHAL-
GALLARDO et al., 2017).

Em outro estudo, a troca anionica forte foi usaal@aptura de adenovirus, com
uma recuperacgao relatada de 62% (PEIXOTO et d8)2@nquanto a troca anidnica
fraca foi utilizada na captura de particula psevidal do rotavirus (VICENTEet al,
2008). Neste trabalho, os autores descreveram unerda da pureza de 12,5% para
55,0%, com uma deplecao de 90% do DNA e a recuferatde 55,2%.

2.3.4 Purificacé@o Intermediaria

O objetivo principal desta etapa no processo édacéo de impurezas, no entanto
no processo produtivo de vacinais virais, estase¢apsualmente suprimida do protocolo
de purificacdo. E a condicdo prévia para isto éassidade que a etapa de captura seja
suficientemente eficaz, necessitando apenas deasso e polimento posterior para a
obtencéo do grau de pureza preconizado (MELLADONEW, 2013).

O principal objetivo desta etapa, quando necess&diiminar a maior parte de
impurezas e, por este motivo, o parametro de desmopmais importante é a resolucéo,
aliado a capacidade. A velocidade nesta etapa né&m émpactante, uma vez que
impurezas que poderiam ter efeitos deletérios smlonelécula alvo foram reduzidas na
etapa de captura (SCIENCES, 2015).

2.3.5 Polimento
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Os principais objetivos desta etapa sdo a remoedweedtigios de impurezas
residuais e ajustes das condic¢des fisico-quimieas @stocagem e/ou formulagédo do
antigeno, que sera a apresentacao comercial daavaci

Esta etapa do processo de purificacéo é critigeodoco € a remocéao de residuos
de impurezas para que o produto atenda aos csit@rieconizados pelas agéncias
regulatérias, cada vez mais restritivas e espeaciies de qualidade da vacina
(MELLADO; CUNHA, 2013).

Nesta fase final do processo de purificacdo, a maadpns contaminantes ja foi
removida, 0 que resta se resume a eliminacdo destr@siduais de proteinas, acidos
nucléicos ou fragmentos do antigeno alvo. A técedtecionada para esta etapa necessita
apresentar uma resolucao suficiente para estesAiaia recuperacdo da molécula de
interesse € outro parametro desejavel, pois petdagroduto nesta etapa sao mais
impactantes economicamente do que nas etapasoaesg(SCIENCES, 2015).

A obtencdo do produto em solugcdo tampéo adequada gpdormulacado do
produto nesta fase é de grande importancia, perragfo, a filtracdo tangencial ou
cromatografia de exclusdo molecular sdo recomesdauas, além da remocao de
fragmentos ou agregados, condicionam o antigersogpsolucdo adequada e apresentam
altos rendimentos (MELLADO; CUNHA, 2013).

No ano de 2014, foi publicado um trabalho de pragéo do virus influenza,
usando a resina multimodal CaptoTM Core 700 naaeti@ppolimento (WEIGEL et al.,
2014). O rendimento global do processo foi de 68% miveis residuais de DNA obtidos
se encontravam dentro do limite preconizado pajéadas regulatorias (< 10 ng dose
1. A resina CaptoTM Core 700 foi desenvolvida patapresa GE Healthcare para as
etapas de purificacéo intermediaria e polimenteides e macromoléculas. Esta resina é
composta por um nudcleo com caracteristicas hidrcdSbe possui cargas positivas
(octilamina), de dupla funcionalidade, revestido pma camada porosa que exclui
grandes moléculas.

Membranas com ligante de troca anidnica toleramtesa@ sdo comumente
utilizadas nesta etapa, uma vez que a etapa andleriprocesso consiste geralmente na
dessorcdo do antigeno em alta concentracdo salira,proporcionam excelentes
resultados na remoc&o de DNA (LEUTHOLD; FABER; FEEER-FRUHHOLZ, 2010)

e proteinas contaminantes (KANG, 2012). O deseiwelvto do ligante resistente ao sal
tornou possivel a eliminacdo de uma etapa de désagfio entre as técnicas, o que
colabora para o aumento do rendimento global (MERDA CUNHA, 2013).
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O uso de colunas monoliticas tem sido descrito gstafinalidade. Os monolitos
sao suportes caracterizados por uma rede de ahnaraplo diametro, que, assim como
as membranas adsortivas, fornecem acesso paraegrandléculas e escoamento
convectivo, permitindo a utilizacdo de altas vazéesom O6tima resolucdo. Por estas
caracteristicas, também é aplicavel na etapa daregirORCIC et al., 2011).

A técnica de troca ibnica € um dos métodos malizadps industrialmente e
também tem sido descrita na etapa final de pug@icabem como a interacdo hidrofébica
(BURDEN, 2012; VICENTE et al., 2011).

2.4 GLICOSILACAO DE PROTEINAS PARA FINS TERAPEUTICOS

O padréo de glicosilacdo das proteinas é resuliadatividade de diferentes
enzimas glicosiltransferases, estas podem ser gadas no complexo de Golgi das
células, produzindo uma série de diferentes glitnés (BUTLER, 2008).

Para a seguranca do produto produzido é imporsagéeantia na consisténcia do
perfil de glicosilacdo de proteinas terapéuticaarmte seu cultivo celular. Porém, durante
este processo alguns parametros como o0 crescimeglidar, metabolismo e
produtividade da molécula de interesse podem adetpralidade da proteina produzida
(BYRNE, 2014). Por outro lado, as condi¢cbes deiwaltcomo temperatura, pH,
concentracdes de oxigénio dissolvido, amdnia, aaidalde, composicdo do meio de
cultivo, deplecdo de glicose e/ou glutamina, acomig metabdlitos, estratégia de
alimentagéo utilizada e modo de operagdo no procpsdem impactar o perfil de
glicosilacdo da molécula de interesse, resultamdovariacdes entre lotes produzidos
(BUTLER, 2008).

2.4.1 N-Glicosilagao

Dos diferentes tipos de glicosilagcdo, a N-glicasia € a mais estudada,
justamente por ser a de maior importancia paravaelade biolégica de glicoproteinas
para fins farmacéuticos. Esta modificagdo pOs-timmal € caracteristica das células
eucariotas superiores e consiste na adicdo de igosshcarideo (glicano) a um
aminoacido presente numa sequéncia especifica disiacpolipeptidica (BUTLER,
2008).
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2.4.1.1Formacéao de N-Glicanos

Os N-glicanos séo estruturas importantes, poisecenf propriedades bioldgicas
e estruturais a uma glicoproteina. Estas estrupoasuem um pentassacarideo central,
composto por 2 residuos de acetilglicosamina (GIENA3 residuos de manose (Man)
(Man3GIcNAc?2), ligado por uma ligacdo N-glicosidecam residuo de asparagina (Asn).
Os sitios de N-glicosilacdo sdo previstos pela&ecja de aminoacidos consenso Asn-
X-Ser/Thr, sendo que “X” pode ser qualquer amirb@&ogxceto uma prolina (BUTLER,
2008).

O processo € iniciado com a sintese do carreadmoblfwsfato (Dol-P). No
citossol do reticulo endoplasmatico (RE), € sinéeta uma estrutura oligossacaridica de
14 unidades monomeéricas pelo acréscimo de monogtaws provenientes de acucares
de nucleotideos e guanosina difosfato manose (B-ou a partir de intermediarios
lipidicos dolicol-fosfato manose (Dol-P-Man) e doli-fosfato glicose (Dol-P-Glic)) ao
Dol-P para a formacé&o do precursor dolicol-oligoasi@eo contendo duas moléculas de
GIcNAc e cinco de manose Man5GIcNAc2-P-P-dolicohtéd®, o oligossacarideo é
transportado para o lumen do RE, onde sdo adicisnad oligossacarideo quatro
residuos de manose e trés de glicose, para a faongagcomplexo Glc3Man9GIcNAc2-
P-P-dolicol. Apos a formacdo do complexo, esteaésfierido durante o processo de
traducdo para a sequéncia consenso Asn-X-Ser/Thpotipeptidio em construcéo
durante sua translocacao ao RE, atraveés de un@oreaialisada pela enzima oligosacaril
transferase (OST) (BUTLER, 2008).

2.4.1.2Sintese de N-Glicanos no Reticulo EndoplasmatiE) (R

Na sequéncia, ocorre a retirada das moléculas @esgl pela acdo das
glicosidases | e Il e das manosidases, ambasZadalk na membrana do RE. Esta etapa
€ iniciada pela enzima 1,2 glicosidase | (Gluc 1), sua funcéo € a remadd@anidade
terminal de glicose. Entdo, as proximas duas ueslatk glicose sdo retiradas na
sequéncia por meio de uma reacgao catalisada palaamn-1,3 glicosidase Il (Gluc II).

A N-glicosilagéo funciona como um ponto de verifiga do correto enovelamento da
proteina nesta etapa, seguido da retirada do uhesiduo de glicose somente a caso

proteina tenha sido enovelada corretamente. O gsodem continuidade, quando um
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residuo de manose € removido pela acdo da manedsig¢adlan 1), etapa esta onde a
estrutura glicidica sera transportada para o campartocis do aparelho de Golgi e na
gual podem ser gerados glicanos do tipo alta maiBi$€LER, 2008).

2.4.1.3Processamento de N-Glicanos no Aparelho de Gol@i) (A

Na etapa de processamento no aparelho de GolgN-giganos podem ser
modificados pela acdo das exoglicosidases, queveammeesiduos de manose. A estrutura
€ submetida a um processamento complexo nos cameatbs Cis, Medial e Trans
Golgi (LIU, 2015). Diferentes enzimas glicosiltréarases encontradas no aparelho de
Golgi podem adicionar monossacarideos, entre &lemcetil-glicosamina, galactose,
fucose e 4cido sidlico.

As N-acetilglicosaminiltransferases (GnT), possuempapel de destaque, pois
convertem os glicanos intermediarios do tipo alenose em glicanos complexos por
meio da adicdo de antenas no nucleo da estruticiligh (BUTLER, 2006). Os
substratos utilizados pelas glicosiltransferasescsiacicares de nucleotideos (UDP-
GlcAc, UDP-Gal, GDP-Fuc, CMP-NANA e CMP-NGNA), corpode ser observado na
Figura 13.

No ano de 2006, Butler e colaboradores descrevaragdo das GnTs. A etapa é
iniciada com a GnTl, que transfere uma unidade IdBl&C do substrato UDP-GICNAc
para a antena-1,3 manose da estrutura glicidica de alta manaslproduzindo uma
estrutura hibrida. Apos isto, pela acdo da manssidla@-Man 1), € produzida uma
estrutura hibrida de Man, ficando uma antena lkrénTII transfere entdo uma unidade
de GIcNAc para a antena1,6 manose livre, resultando num glicano bianienar
complexo. Na via de N-glicosilacao, a enzima (iNacetilglicosaminiltransferase Ili
(GnTIII) podera produzir um glicano bissectado. r@sitGnT’s, como por exemplo, as
GnTIV e GnTV, podem continuar a adicionar mais aasepara a formacéo de glicanos
complexos (tri e tetra-antenarios). Apdés a acao Ntaetilglicosaminiltransferases,
acontece a fucosilacdo dos glicanos complexosdnanb, tri ou tetra-antenarios. A
enzimaal,6 fucosiltransferase é a responsavel pela tnamsfa de um residuo de fucose
do substrato de GDP-fucose para a GIcNAc ligadeesialuo de asparagina. Depois da
fucosilacdo, os N-glicanos sdo transportados pa#&ponde ocorrem as reacdes de
galactosilacéo e sialilacdo dos mesmos, cataligzglas enzimas galactosib2,3 sialil
transferases, respectivamente (Figura 13) (BUTLERG; BYRNE, 2014).
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Figura 13: Vias de glicosilacdo de N-glicanod\a figura se encontra descrita no RNAmM o motifNda
glicosilagdo (Asn-Xaa-Ser/Tr) e o inicio do proees® reticulo endoplasmatico e a migragcao para o
complexo de Golgi onde em seu processo podem sertenem alta manose ou hibridas e continuar o
processo de maturacdo nas diferentes vias de itdicdhs. O processo utiliza as transferases (Sialil,
Galactosil, fucosil e N-acetilglicosaminil) e osbstratos utilizados pelas glicosiltransferases @sio
aclcares de nucleotideos (UDP-GIcAc, UDP-Gal, GDE@-FCMP-NANA e CMP-NGNA). Fonte:
(ARIZA, 2017).

A ultima adicdo no processo de glicosilacéo € aaeale sialilacdo, este ocorre
na regido trans do AG. A enzima sialiltransferas@asfere o 4cido sialico do &cido
citidinico-5-monofosfo-N-acetilneuraminico (CMP-NANA), paraesiduo de galactose
na estrutura do glicano (BYRNE, 2014). As enzimiadil su2,3 e 02,6 transferases
catalisam duas reacdes para a formacéao das ligag@eea?2,6, respectivamente. Estas
enzimas sialiltransferases requerem como substoat@gUcares de nucleotideos, estes
possuem complexas rotas de sintese, e podem ssde@uas limitantes ou podem
incrementar o nivel de sialilacéo.

As glicoproteinas montadas sdo secretadas e edpsrtda célula usando

vesiculas de transporte pela rota secretora.
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2.4.1.4Estratégias para a Andlise da Glicosilagéao

N&o existe um método Unico que seja rapido e owlfigara a caracterizacao
estrutural de glicanos. Por isto, sdo desenvolvitass tecnologias analiticas, mais
precisas, robustas e sensiveis. De acordo com &adlaboradores (2010) o padrao de
glicosilacdo pode ser analisado de trés formas:céacterizacdo de glicanos em
glicoproteinas intactas, (b) caracterizacdo deogéptideos e (c) analise estrutural de

glicanos liberados quimicamente ou enzimaticamente.

2.4.1.5Cromatografia de Interagdo Hidrofilica (HILIC)

ApoOs a liberacdo dos glicanos, por tratamentosnetiios ou por hidrolise
quimica, eles podem ser derivatizados com fluoodéoposteriormente identificados por
cromatografia de interacdo hidrofilica (HILIC) détoadesempenho. O HILIC é
atualmente a tecnologia usada por muitos gruppesiguisa, capaz de separar diferentes
glicanos polares e hidrofilicos com alta resolu¢d8RINO et al., 2010).

A coluna cromatogréfica de fase normal TSKgel Ar80eda empresa Tosoh
Bioscience € utilizada para este tipo de analisiasA estacionaria desta coluna consiste
em grupos carbamoil ndo ibnicos que estao quimintaigados as particulas de gel de
silica (Figura 14). A fase estacionaria nao iérpcaporciona excelente estabilidade
quimica. O atomo de hidrogénio no grupo —NH2 ouropg carbonila na fase
estacionaria, pode se ligar ao hidrogénio dos aatemxigénio nos grupos hidroxila do
analito, interacbes dipolo-dipolo com os gruposciomais polares dos analitos e
interacdes eletrostaticas com os grupos funcidoaizados dos analitos também podem
ser formados (TOSOHBIOSCIENCE, 2016).
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Figura 14: Silica covalentemente ligada aos grupos carbamoil do i6nicos Adaptado de
(TOSOHBIOSCIENCE, 2016).

A analise por HILIC se inicia com a aplicacdo deauiamse movel, que é uma
mistura de agua/solvente organico, tipicamenteoadeta, este solvente organico em
alta concentracdo e baixa concentracdo de agua dantpdo aquoso (por exemplo,
tampao de formiato de aménia). Em HILIC é utilizadaa fase estacionaria polar e existe
a formacéo de uma camada de agua superficialmaot®lizada ou adsorvida, que retém
os glicanos igualmente polares por meio de intemddidrofilicas, conforme um
equilibrio de particdo. Os compostos mais pola@s 8s mais retidos (SILVA;
BOTTOLI; COLLINS, 2016).

A ordem de eluicdo dos glicanos, depende das gedgmtes como: tamanho,
namero de grupos polares, carga, composicao, @struigacdo e ramificacdo dos
oligossacarideos. Uma das principais vantagena tiastica é a separacao de isbmeros
estruturais. Como a maioria dos oligossacarideosafm&orvem na regido do UV, é
necessario realizar uma derivatizacédo com fluoo&fpara poder detectar os glicanos por
meio de detectores de fluorescéncia (WATERS, 2013).

67



2.4.1.6Derivatizacao dos glicanos com o fluoréforo 2-anfienzamina (2AB)

O 2AB é um fluoroforo estavel que é frequentemariézado na analise de
glicanos e quando ligado aos mesmos podem ser tadbec em concentracdes
femtomolares (SIGMA-ALDRICH, 2017). Uma vantagemwsm deste fluoroforo é que
os glicanos marcados com o mesmo sdo compativeisiderentes técnicas analiticas,
como por exemplo a espectrometria de massa.

A andlise por HILIC permite a determinacdo quatititarelativa dos glicanos
carregados e neutros, quando marcados com o 2-AR(NIO et al., 2010). Para esta
analise, € usado um padrédo de dextrana hidrolisetaada com 2-AB. O tempo de
retencdo de cada tipo de glicanos presente nolisalio é correlacionado por regressao
polinomial ou usando softwares, para a obtencéoregsectivas unidades de glicose
(UG). Entao, sdo usados estes valores de UG coincesapadrdo de referéncia da
dextrana-2AB (calibracdo), podendo ser determinaddsres de UG para as espécies
presentes nas amostras de glicanos com base pestress tempos de retencéo. Desta
maneira, sdo minimizadas as variagbes da anatiseartdo os dados comparaveis e
robustos (Figura 15) (WATERS, 2012).
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Figura 15: Analise de Glicanos(A) Perfil HILIC-HPLC de N-glicanos liberados arfinde IgG de soro
humano. (B) A escala das unidades de glicose (UiSgib-se na eluicdo do hidrolisado de dextrana
marcado com 2AB. Fonte: (ARIZA, 2017).

2.4.1.7Glicosilacéo de flavivirus

As culturas celulares quando infectadas com osivflasg secretam trés
glicoproteinas virais: prM (CALVERT et al., 20120G0O et al., 2005; KIM et al., 2008),
E (BEASLEY et al., 2005; GOTO et al., 2005; HANNAat., 2005; LEE et al., 2010; LI
etal., 2006; MONDOTTE et al., 2007; ROBY et a018) e NS1 (MULLER & YOUNG,
2012; MUYLAERT et al, 1996; SOMNUKE et al., 2011). As modificacbes de
carboidratos ligados a Asn estdo sempre presentes apresentam relativamente
conservadas em prM e NS1 com uma a trés modifisagégorcao pr de prM (que se
acredita ser importante na protecdo do peptidéaosd® na proteina E durante a saida da
particula viral) (GOTO et al., 2005; HANNA et &2005; HEINZ; MANDL, 1993; LI et
al., 2008; ROYLE et al., 2008) e modificacdo emsdou trés residuos em NS1
(importante para a multimerizacdo da NS1) (MULLERFQUNG, 2012; MUYLAERT
et al, 1996; SOMNUKEet al, 2011). A glicosilacdo da proteina de envelopei(fais
variavel, geralmente ocorrendo nos residuos 153 t®iresiduo 67 nos quatro sorotipos
de DENV (LEE et al., 2010). No entanto, ndo possusrdificagdo de carboidratos na
proteina de envelope (E) algumas cepas do viraeste do Nilo-WNV (BEASLEY et
al., 2005; VIJAYASANKARAN et al., 2010), incluindo virus de Kunjin-KUNV
(ADAMS et al, 1995), bem como as cepas do virus da encefidiaint Louis-SLEV
(VORNDAM et al, 1993) e o virus da febre amarela-YFV-17D (PG$HL, 1992)
Portanto, essa glicosilacdo ndo é absolutamenésséta para a replicacao de flavivirus.

O significado da glicosilacdo prM em flavivirus @ee ser duplo, impactando tanto
na montagem e liberacéo de particulas. A glicaddata proteina prM (no residuo N15
no WNV) parece ser absolutamente necessaria pamtagem das particulas virais. A
remocdo do sitio de glicosilacdo ligado a N daginat prM pode resultar em um
desenovelamento completo da proteina E e uma icickgoke na formacéo da prM/E de
forma eficiente (GOTO et al., 2005; HANNA et alQ05; KIM et al., 2008). Uma
mutacdo T20D na prM do WNV também mostrou redunrag nao prevenir
completamente) a glicosilacéo do prM (CALVERT et 2012).

No contexto da infeccdo, a perda de glicosilacdd po virus da encefalite

japonesa-JEV levou a uma reducdo de aproximadanihteezes na producao de
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particulas virais encontrada no meio extracelldates possuiam composi¢cdes proteicas
e infectividades similares ao dos virus do tipovagém. A reducdo da producdo de
particulas virais parece ter ocorrido no estagiibdeacao do virus, em vez da montagem
(KIM et al, 2008). A remocao do sitio de glicosilagdo prMwma linhagem | ou Il de
WNV também diminuiu significativamente a liberagioparticulas PRM/E (reducéo de
97-99% em comparacdo com a cepa selvagem) (HANNAL, 2005). Em um virus
mutante da encefalite transmitida por carrapatoM B&ficiente em glicosilacao da prM,
0 nivel de proteina E segregada foi reduzido p&% 6e comparada com a cepa
selvagem. Por outro lado, nos mutantes deficieatesglicosilacdo de proteina E ou
PRM/E, o nivel de proteina E segregada foi redupai@a 10% do nivel encontrado na
cepa selvagem (GOTé@ al, 2005). Assim, parece que a glicosilagao prM Emtanais
significativa em relacdo a secrecao de particulassvdo que a glicosilacédo da proteina
E.

A glicosilagéo da proteina E foi associada ao ationgs viruléncia em modelos de
infeccdo de mamiferos e aviarios (BEASLEY et aDP®)(BRAULT et al, 2011;
KARIWA et al, 2013; MURATAEet al, 2010; SHIRATCet al, 2004b; TOTANIet al,
2011) e transmisséo eficiente por mosquitos (MOUAL, 2009). A glicosilacdo na
proteina E é proposta para potencializar estesif@sde viruléncia, facilitando a entrada
de virus mediada pelo receptor (DAVIS al, 2006a, MARTINA et al, 2008;
MONDOTTE et al, 2007; POKIDYSHEVAet al, 2006; TASSANEETRITHEPRL al,
2003), uma maior eficiéncia de montagem e saidpadiéculas (GOTO et al., 2005;
HANNA et al., 2005; LEE et al., 2010; LI et al.,@), aumento da estabilidade do pH
(BEASLEY et al., 2005; LEE; WEIR; DALGARNO, 1997), gossivelmente, a
dissimulacdo de epitopos imunogénicos (ZHANG al, 2011). Dois dos mais
caracterizados receptores para flavivirus depernpe®e exclusivamente da glicosilacéo
da proteina E para interacdo com a prM em parHcuilais imaturas/parcialmente
maduras as proteinas transmembranares tetraméeidas Il que contém dominios de
reconhecimento de carboidratos dependentes de C&2StGN e DC-SIGNR (DAVIS
et al, 2006a, b; FERNANDEZ-GARCIAet al, 2009; MARTINA et al, 2008;
MONDOTTE et al, 2007; POKIDYSHEVAet al, 2006; TASSANEETRITHEPRL al,
2003). As células dendriticas e os macréfagos ezxpme DC-SIGN em seres humanos,
com receptores de lectina dependentes de Ca2 ipdChHomodlogos em camundongos
que apresentam padrdes distintos de expressao KIO€Pal, 2005; KWAN et al.,
2008; NAVARRO- SANCHEZet al, 2003; TASSANEETRITHERt al, 2003). Este
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receptor de lectina reconhece glicanos com altodeananose e antigenos de Léwis
contendo frutose (KOPPHit al, 2005) e foi demonstrado como parte da ligacédare
primaria com o virus da dengue-DENV e WNV (DAWS&al, 2006a, b; KWANet al. ,
2008; LOZACHet al, 2005; MARTINA et al, 2008; NAVARRO-SANCHEZet al,
2003; TASSANEETRITHERet al, 2003; WANGet al, 2011). As reconstrucdes feitas
a partir das imagens de microscopia eletronicaatesiissao criogénica da proteina E
de DENV ligadas ao dominio de reconhecimento deotdiratos dependentes de DC-
SIGN demonstraram que os glicanos ligados a N@fataina E, em vez dos encontrados
no residuo N153/4 conservado nos flavivirus, saessarios para a ligacao do virus
(POKIDYSHEVA et al, 2006). Isto é baseado em experiéncias que deéram
aumento da ligagdo do WNV a DC-SIGN quando a prateifoi mutada para introducéo
da glicosilacdo no residuo 67 (DAVI& al, 2006a). No entanto, isso pode nao
representar a unica forma para que os flavivirichgjlados interajam com DC-SIGN,
pois ndo contabilizam o impacto observado de pofismmos na infeccdo TBEV
(BARKHASH et al, 2012) ou a capacidade do WNV glicosilado do sptvagem para
usa-lo como um receptor (DAVI& al, 2006b; MARTINAet al, 2008), uma vez que
ambos apenas contém o glicano N154. Existe a pldate que a glicosilacdo de alto
teor de manose das particulas virais dos flavivders/ados de artrépodes facilite uma
melhor interacdo DC-SIGN com o residuo N153/4 (D3¥t al, 2006b, NAVARRO-
SANCHEZ et al, 2003). DC-SIGNR é um homodlogo proximo de DC-SIENM% de
identidade de sequéncia de aminoacidos) e é express ceélulas endoteliais
microvasculares no figado humano, nédulos linfate@lacenta (DAVISt al, 2006b,
KOPPEL et al, 2005; POHLMANN et al, 2001). As evidéncias da incubacao
experimental de WNV com células K562 que superesgam® os receptores de lectina
demonstraram um uso preferencial de DC-SIGNR dD8r&IGN para adesao e infeccéo
(DAVIS et al, 2006b). Curiosamente, enquanto o aumento dadabe foi mais
pronunciado com particulas virais derivadas ddaglde mosquito, o WNV derivado de
células de mamifero demostrou uma infeccdo marcact@naumentada de células K562-
SIGNR em comparacdo com células K562-SIGN e cantdl62. Assim, parece que 0
DC-SIGNR é capaz de ligar os carboidratos complegerados pelo hospedeiro de
vertebrados, além dos padrées moleculares assecai@atdogeno com alto teor de
manose reconhecidos pelo DC-SIGN. Além disso, &epmacia observada para DC-

SIGNR foi mantida ao infectar com uma linhagemIu¢NV deficiente na glicosilacao
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da proteina de E, indicando que os carboidratgsMaesidual que ainda néo tenha sido
clivado por furina provavelmente tomaréo parteaatigssa interagao.

As experiéncias com DENV demonstraram um grau dleigo de maturacao dos
glicanos que podem ser dependentes do tipo deacetilizado para producdo dos
estoques virais, bem como, possivelmente o grawldagem da proteina prM
(DEJNIRATTISAI et al, 2011). Os autores demonstraram que o DENV adbovem
células dendriticas primarias (C6/36), de mamifénosrtalizadas (Vero) e primarias
(células dendriticas derivadas de mondcitos) cbatm glicanos na proteina E com
diferentes graus de complexidade (o virus derivdelinsetos era do tipo alta manose,
derivado de DC- o virus continha apenas glicanagptexos e o virus derivado de Vero
foi descrito como de complexidade intermediariatréeros dois estados). Os virus
derivados de células de insetos e mamiferos inmathls foram capazes de utilizar DC-
SIGN como receptor, no entanto, o DENV cultivado &¥tulas primarias e contendo
apenas glicanos complexos s6 pode se ligar aoptoees de lectina relacionado ao
figado/linfonodo, L-SIGN. Este fenétipo pode, naasto, ser apenas especifico de
DENV, uma vez que o WNV cultivado em células Vem flemonstrado conter
glicosilacdo complexa da proteina E (como demodstpela falta de sensibilidade a
endoglicosidase H - endoH, que reconhece espausicte glicanos contendo trés ou
mais residuos de manose terminal) (HANNAaL, 2005). A expressdo ectdpica de
particulas prM/E de WNV em células HEK-293T e DER\ém células COS também
demonstraram insensibilidade a digestdo endoHr&grio, uma maturacdo completa de
glicanos complexos (HANNAt al, 2005; PRYORet al,, 2004).

O trabalho de Dejnirattisait al (2011) também revelou que a utilizacdo de ambos
os sites de glicosilacdo no DENV-2 E ocorre apenaaproximadamente 50% dos casos,
demonstrado por uma banda de migracao mais rapidaenoblots de amostras do virus
selvagem néo tratadas correspondendo a proteioin losilacdo em apenas em Unico
residuo. Um estudo anterior pesquisou os quatratispos de DENV ndo mostrou a
mesma populacao heterogénea de proteina de Edudimente e duplamente glicosilada
em amostras DENV-2 ndo tratadas (HACKERal, 2009). Este estudo, no entanto,
revelou que, para os virus cultivados em células \éedigestao endoégena da proteina E
de DENV do tipo 1, 3 e 4 eliminou a glicosilagcao @m Gnico local, enquanto a digestédo
endoH de DENV-2 resultou em uma populagédo mistardieina E sem glicosilagcao ou
glicosilada em um unico local. Assim, parece quéoais de glicosilacdo N67 e N153

em DENV E sao utilizados em diferentes graus dicargps posicionados em cada local
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sdo amadurecidos de forma distinta. Considerandmsg@estudos estruturais de prM e E
de DENV demonstraram a ocluséo parcial de um owar$ glicanos da proteina E pelo
peptideo pr (Lkt al, 2008; YUet al, 2008) e que o DENV tem uma tendéncia para a
clivagem incompleta do prM por furina (RODENHUIS-BERT et al, 2011). Esses
resultados levantam a possibilidade de que o gegoratessamento da prM controla o
estado de maturagcdo de um ou ambos os glicanos.

Ha também evidéncias de que os receptores dedeamtia reconhecem flavivirus
glicosilados podem desempenhar papel na infecc@splecies de mosquitos vetoriais
(ARJONA et al., 2011; CHENG et al., 2010). Nos moszs Aedese Culex o receptor
de lectina especifica de galactose solivel mosGClija-se a WNV glicosilada (mas
aparentemente ndo a DENV) na hemolinfa e depoisdena com um homélogo de
fosfatase CD45 de superficie celular mosPTP-1fpaititar a entrada de virus (CHENG
et al, 2010).

Os flavivirus glicosilados, em alguns casos, defnarsn exibir viruléncia
aumentada em modelos animais. Com relac&o a viialélie mamiferos, foi demonstrado
que a glicosilacéo da proteina E € importante paealicacao periférica e a neuroinvasao
de WNV (BEASLEYet al, 2005; SHIRATCet al, 2004b) e MVEV (PROWét al, 2011)
em camundongos. As cepas de WNV que ndo possuessiicdo também foram
demonstradas como atenuadas para replicacéo erMVBATA et al, 2010; TOTANI
et al, 2011) e em mosquit@éaulex(MOUDY et al.,, 2009).

3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

O objetivo geral do presente trabalho é o estudocdadi¢cdes para o cultivo de
células Vero utilizando microcarregadores em meiescultivo isentos de soro fetal
bovino (SFB), visando a obtencdo de um processieefe de producéo e purificacdo do

virus da febre amarela e a investigacdo do pexfgltosilacéo.
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3.2 ESPECIFICOS

I.  Adaptacdo das células Vero a diferentes meios liealivres de soro fetal

bovino e selecdo do meio de cultura mais adequado;

II.  Avaliacdo do cultivo da linhagem de células Vero feascos do tipo T, em
garrafasRoller e em frascos agitados, visando a caracterizacédseds

requerimentos nutricionais e seu metabolismo;

lll.  Investigacdo das condi¢cdes operacionais para waw@tinfeccdo das células
Vero em microcarregadores, analisando variaveisigiigenciam a cultura

celular e a propagacdo viral, visando maximizaodycao de particulas virais;

IV. Estudo da purificacdo do virus da febre amarelddobpor processos

cromatograficos e caracterizacao do perfil de gllagdo do mesmo.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Cepas Virais

Foram produzidos dois diferentes lotes de trabdth@irus da febre amarela em
meio de cultura livre de soro fetal bovino. A proéa dos lotes de trabalho, empregados
nos experimentos, foi realizada com o virus daefedimarela das cepas vacinais
denominadas 17D 204 (RKI), proveniente do InstiRadert Koch (Alemanha), e 17DD,
oriunda do Instituto de Tecnologia em ImunobiolégiBio-Manguinhos da Fundacéo
Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro/RJ, Brasil).

Dois bancos de trabalho foram produzidos em garraftatorias roller bottle)
usando meio Z em um volume de trabalho de 200 orharotacéo de 0,7 rpm, infectadas
com uma multiplicidade de infeccdo (MOI) de 0,00BUPcélulal e incubadas a
temperatura de 37/C tanto para a infecgdo quanto para a fase de geigpa viral. A
semente viral produzida com a cepa 17D 204 (RKi@sgntou um titulo viral de 1,4 x
10’ PFU mL?, enquanto a produzida com a cepa 17DD o titutd foi de 5,0 x 10PFU
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mL1. As aliquotas foram armazenadas em criotubos edate,8 mL da suspens&o viral,

em freezer a -70°C.

4.1.2 Linhagem Celular

A linhagem celular empregada foi a Vero, estabéeai partir do rim de macaco
verde africanoQercopithecus aethiopsdulto normal por Yasumura & Kawakita, em
1963. Esta linhagem celular possui uma delecdo@ssamal e ndo possui a capacidade
de producéo do interferon (DESMYTER; MELNICK; RAWL$968).

As células Vero utilizadas neste estudo foram atitbDeutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmhIBSMZ — Vero B4 ACC 33) e dauropean
Collection of Animal Cell CultureEECACC 88020401 — Vero WHO). Esta linhagem
celular é preconizada pela Organizacdo Mundial alad& (OMS) para a producéo de

vacinas virais para uso humano (WHO, 2010).

4.1.3 Microcarregadores

Os microcarregadores foram utilizados como supmeta a adesdo das células
Vero nos cultivos em frascos agitados do tipo Smine foram testados dois
microcarregadores microporosos (Cytodex 1 e Cyt@&eambos comercializados pela
GE Healthcare.

As principais caracteristicas fisicas dos micregadores testados podem ser

observados na Tabela 1.

Tabela 1: Principais caracteristicas fisicas dos microcarregiores Cytodex 1 e 3Fonte (SCIENCES,
2015).

Caracteristica Cytodex 1 Cytodex 3
Densidade (g miL) 1,03 1,04

Tamanho (m) 190 175

Area (crigh) 4400 2700

N° de microcarregadores/a3 4 x 10° 3,0x 10°
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Os dois microcarregadores testados sao microesfecagporosas constituidas por
uma matriz polimérica de dextrana contendo grup&sddEAE (N, N-dietilaminoetil).
O Cytodex 1 é carregado positivamente, enquantpt@déx 3 € recoberto por uma fina

camada de colageno (Figura 16).

++++++++

OH

Figura 16: Representacdo esquematica dos microcarregadores Ggex Adaptado de (SCIENCES,
2015).

Os microcarregadores foram utilizados na concefwrag 2 g i* como suporte
para adeséao celular nos cultivos agitados em fidstipo Spinner. Os microcarregadores
foram pesados em tubos conicos de 50 mL e hidrateolm PBS (30 a 50 mL de PBS
por grama de microcarregador) por um periodo derdsh Em seguida, foram lavados
mais duas vezes com 0 mesmo volume de PBS e igsidos por autoclavacdo a uma
temperatura de 121C por 15 minutos. Anteriormente ao uso do micragador no
cultivo celular, o PBS foi removido por centrifugace os microcarregadores foram

lavados 3 vezes com o meio de cultura em questéo.

4.1.4 Meios de Cultivo

Os meios de cultivo testados utilizando a linhagmtular Vero B4 ACC 33
proveniente do banco aleméo (DSMZ) foram: RPMI (&), VP SFM (Invitrogen),
Opti PRO SFM (Invitrogen), Opti MEM SFM (InvitrogenSFM 4 Megavir (GE) e
ProVero 1 (Lonza). Somente os meios de culturakdgtl SFM (Invitrogen) e ProVero
1 (Lonza) foram selecionados para a continuidadgatmlho com a linhagem celular
Vero WHO.
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Nos cultivos em frascos agitados do tipo Spinneaneio de cultivo (Opti MEM
SFM) foi suplementado com Pluronic FEg&igma Aldrich) para uma concentragao final
de uso de 0,01% (m/v).

4.1.5 Solugéo de Tripsina/Verseno

Nos cultivos da célula Vero B4 ACC 33 (DSMZ2), fdilieuada uma solucao de
trabalho de EDTA na concentracao de 0,1% (m/v) B®. [Esta foi preparada a partir de
uma solucéo estoque aquosa (5% m/v de EDTA e 1%en*ermelho de fenol, pH 7,6.
Apos ajustar o pH da solucédo de trabalho, elarfmidnada em aliquotas de 50 mL,
esterilizadas a 121/C por 20 minutos e estocadas a temperatura ambidntada
aliquota de foi adicionado um volume 500 pL de g@tuestoque de tripsina derivada de
pancreas suino (Gibco Invitrogen) preparada naesaragdo de 5% (m/v), resultando

em uma concentragao final de tripsina de 0,05%)(m/v

4.1.6 TrypLE ™ Select

Nos cultivos em que foi utilizada a linhagem calidaro WHO, néo foi usada a
solucéo de tripsina/EDTA para a dissociacao celolas a solucdo comercial de TrypLE
™ Select (Gibco - n de catalogo: 12563011), que € uma enzima recomigingilizada
para dissociar uma ampla gama de células de manaifierentes. Os frascos de TrypLE

™ Select foram armazenados de 2[a@&

4.1.7 Solucéo Inibidora de Tripsina

A solucéo inibidora de tripsina de soja (Sigma #&ldr n' de catalogo: T 6522)
foi preparada em meio de cultivo (Opti MEM SFM e¥ero 1), utilizando 1 g de
inibidor de tripsina de soja para cada litro dearse cultura. A solucao inibidora de
tripsina foi submetida a uma filtragc&o esteriliza@tpossuia pH 7,4 + 0,2 e osmolalidade
de 280 + 20 mOsm Kgsendo armazenada na faixa de 228 Esta solucéo foi utilizada

quando o processo de dissociacao celular eradaitoa solucdo de TrypLE ™ Select.

4.2 SISTEMAS DE CULTIVO

77



4.2.1 Frascosdo Tipo T

Foram utilizados frascos estacionarios para cuttelalar do tipo T de 75 e 175
cm? com tampas ventiladas para a cultura da linhagern ¥m monocamada utilizando
um volume de trabalho de 40 e 80 mL, respectivagéntultura celular foi incubada a
uma temperatura de 37C e atmosfera de 5% de €@s células Vero cultivadas em
frascos estaticos do tipo T, ao apresentarem 90%oaftuéncia, foram tripsinizadas,
ressuspensas em meio de cultura e usadas comdoiétwlar inicial para os frascos do

tipo Roller.

4.2.2 Frascos Rotativos do TipdRoller

As garrafas do tip&oller para cultivo celular de 850 érforam usadas com um
volume de trabalho de 200 mL a uma rotacdo de @M,Remperatura de 37C e
atmosfera de 5% de GCEstas células cultivadas em garraRadler, ao apresentarem
90% de confluéncia, foram tripsinizadas, ressusgsas) meio de cultivo e usadas como

in6culo celular inicial para os frascos agitadogipo Spinner

4.2.3 Frascos Agitados do TipdSpinner

Os frascos agitados do tigpinner(Wheaton® 356879 Celstir® 250 mL) foram
usados para a definicdo das condi¢cfes de cultvadlalas Vero em microcarregadores
e na definicdo das condi¢des de infeccdo das sémameio de cultivo livre de SFB.
Para a agitacao dos frascos de cultura foi utiiaad agitador magnético maltiplo com
controle de agitacdo, o qual foi instalado em umcabadora a 37/C em atmosfera de
5% de CQ. O volume de trabalho utilizado nos experimentosié 250 mL.

4.3 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.3.1 Estoque Celular

Inicialmente, as células Vero foram propagadas rascbs do tipo T. Apds 48
horas de cultivo, as células foram tripsinizadaessuspensas em meio de cultura
contendo 20% (v/v) de SFB e dimetilsulfoxido (DMSS)gma) 10% (v/v) previamente
mantido em banho de gelo. A suspensao celulajdstaada para uma concentracao de
5,0 x 10 células mt* e fracionada em criotubos com capacidade de 1,@skriotubos
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foram mantidos em um recipiert. Frosty™ Freezing Containdihermo Scientific™

- n(J catalogo: 5100-0001) contendo isopropanol dergrord freezer a -70 °C por 24
horas, proporcionando um congelamento lento dagiaths. Apds esse periodo, os
criotubos foram transferidos para o tanque degéin@ liquido a -196 °C, gerando assim

os bancos células de trabalho que foram utilizadesxperimentos.

4.3.2 Crescimento Celular

4.3.2.1Descongelamento e Propagacéo das Células em Moramtzam

O descongelamento das células foi realizado dedar@pida, transferindo o
criotubo do banco de trabalho do tanque de nitiogégquido imediatamente para um
banho maria a 37C. As células foram transferidas para um tubo cdmistéril de
centrifuga contendo 10 mL de meio de cultivo ai@7e centrifugadas a 22ppor 3
minutos. O sobrenadante foi descartado para a @&nidg DMSO e as células foram
ressuspensas em um volume apropriado e transf@@dagrascos estaticos (garrafas do
tipo T), sendo mantidos em estufa a'&em atmosfera de 5% de €0

Nos experimentos referentes a primeira adaptacabndagem celular Vero
B4foram utilizados cinco diferentes meios de colisentos de SFB, os quais, contudo,
foram suplementados com SFB, apds o estabelecirdentma monocamada confluente,
0s sobrenadantes das culturas foram descartadoseogamada celular lavada com uma
solugéo de EDTA 0,1% (m/v) acrescida de 0,05 % Ymdévtripsina. O excesso desta
solucéo tripsina/EDTA foi removido e esta solugdiariantida em contato com as células
a 371C, por aproximadamente 4 minutos ou até o inicidekprendimento celular nas
garrafas de cultivo, visualizado em microscopieatinvertido. Os frascos do tipo T
foram submetidos a suaves batidas com as maosfgmalitar o desprendimento da
monocamada das células aderidas em suas paredesukss foram ressuspendidas em
meio de cultivo suplementado com 10% SFB paratavagio da tripsina.

Na segunda adaptagdo da célula Vero DSMZ, a qual temo objetivo o
estabelecimento de condi¢bes de cultivo livre dB, $procedimento foi 0 mesmo que
na primeira adaptacao até a etapa de neutralizic&gsina. No processo de inativacao
da tripsina, foi utilizado meio condicionado seg@g de cultivos anteriores realizados

em condig0es livres de SFB.
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Na adaptacdo da linhagem Vero WHO, foi utilizadenaima TrypLE™ Select
para dissociacao celular e utilizada uma solugldadiora de tripsina de soja (0,1 mg mL
1y (Gibco) para a neutralizagdo da mesma. Depaisatiwar a TrypLE™ e ressuspender
as células em meio de cultivo pré-aquecido, foraimag as contagens das células e um
volume da suspensao celular contendo a concent@des®jada foi utilizado como
in6culo, sendo transferido para novas garrafasitiera ou para frascos agitados do tipo
Spinner

4.3.2.2Propagacao das Células em Microcarregadores em éaag\gitados do
Tipo Spinner

Foram realizados experimentos em frascos agitado§pd Spinnercom o0s
microcarregadores Cytodex 1 e Cytodex 3 (GE Heal#idmersham Biosciences). Os
microcarregadores foram utilizados em uma concegitrde 2 g X e apos a remocgéo do
PBS dos microcarregadores, os mesmos foram lavanhosneio de cultura. Os frascos
Spinnerforam acrescidos de 100 mL do meio de cultivo etidas a 371C, sob agitacao
de 50 RPM, em estufa de 5% de atmosfera dego©aproximadamente 3 horas antes
da adicdo do inéculo celular, para equilibrio de ekémperatura. A concentracdo de
indculo utilizada foi de 2 — 3 x ¥@élulas mt! para cultivo utilizando o Cytodex 1 e 0,6
— 1,2 x 10 células mt! para o Cytodex 3.

Apos a inoculacéo, foi utilizado um volume de ttabade 250 mL e uma
velocidade de agitacdo de 50 RPM. Foram realizatasstragens diarias para
acompanhamento do crescimento celular, producabevandlise do consumo de glicose
e producéo de metabdlitos.

4.3.2.3Adaptacdo das Células ao Crescimento em Meios diev€livres de Soro
Fetal Bovino (SFB)

Inicialmente, a linhagem celular Vero B4 foi adalsta cinco diferentes meios de
cultura suplementados com 10% de soro fetal boeinposteriormente adaptada a
condicdes livres de soro.

O meio RPMI é o meio onde as células Vero B4 serdr@vam (recomendado
pelo DSMZ) e os demais séo cinco meios de culsaatos de SFB selecionados para a

comparacao. Os meios de cultura testados foram:IRPWilab), VP SFM (Invitrogen),
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Opti PRO SFM (Invitrogen), Opti MEM SFM (InvitrogerSFM 4 Megavir (Hyclone) e
ProVero 1 (Lonza).

Na primeira etapa da adaptacdo das células VeamB#4ovos meios de cultura,
foi utilizada uma técnica classica que substitadgalmente o meio de cultura utilizado
pelo novo meio de cultura. A cada passagem, 25%atiome do meio usado foi
substituido pelo novo meio de cultura. ApGs cinassagens, a célula foi considerada
adaptada e congelada (confeccéo do banco de todbAlh final da adaptacdo com os
meios testados, inicialmente suplementados com d@%oro fetal bovino (SFB), 0s
cultivos foram congelados e produzido seis dif@®riancos de trabalho a partir das
respectivas suspensoes celulares.

Apéds a confeccdo dos bancos de trabalho com aksé&daptadas aos novos
meios na presenca de SFB, foi iniciado um novo geeT da adaptacdo. Com este
objetivo, foi feito um descongelamento de cada bana cada passagem a concentracao
do SFB foi reduzida em 50%, até sua completa e#igdin na quinta passagem. Cinco
diferentes bancos celulares de trabalhos foramugrdds com os meios isentos de soro
fetal bovino (SFB), pois o cultivo celular em cagiibs isentas de SFB néo foi possivel
ao ser usado o meio RPMI.

Na primeira passagem, da segunda etapa de adaptacEomeio de cultura
utilizado foi suplementado com 5% de SFB. Diariategforam retiradas amostras para
a contagem celular (concentracao celular) e queatéio de glicose e lactato.

Posteriormente, foi obtida a linhagem Vero dos bame células de referéncia da
OMS. Este banco celular foi estabelecido pela OM%mo de 1987 e foi submetido a
testes de controle de qualidade para certificaregam adequados para uso na produgao
de vacinas (STAPLES, 2018).

Esta linhagem celular foi obtida da colecaoEloopean Collection of Animal
Cell Cultures(Vero WHO — ECACC), cujo banco foi produzido p€&IS e depositado
ndao somente NBCACCcomo também nAmerican Type Culture Collection (ATCC)
sendo fornecido apenas para os produtores de gagnags qualificados. Esta linhagem
celular é aceita para a producdo e padronizacadvadmas virais de uso humano
(MENDONCA; PEREIRA, 1995; WHO, 2010).

Para a adaptacédo das células Vero WHO aos doismeioultura selecionados
com as células Vero B4, foi utilizada uma técniépida que substitui 50% do meio de

cultura na primeira passagem 100% do meio na seguassagem. Outra técnica direta
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também foi utilizada, onde as células foram cuttasmadiretamente em 100% do meio
novo.

Apds cinco passagens, em cada técnica, a célutofsiderada adaptada e foi
congelada (confeccéo de banco de trabalho).

Dois diferentes bancos de trabalho da célula VerONoram produzidos com
0S meios utilizados nesta etapa, com os seguinggssnde cultura: Opti MEM SFM
(Invitrogen) e ProVero 1 (Lonza).

Os resultados foram analisados por uma comparagia do crescimento celular
nos diferentes meios de cultivo, e, como contrfde utilizado o meio de cultivo Z
(GMEM suplementado com 5% de SFB), pois este foe®m de cultura utilizado para a
confeccdo do banco mestre da célula Vero WHO obial&CACC utilizadas neste

estudo.

4.3.3 Producao do Virus Amarilico

Inicialmente foram descongeladas amostras dos lohsos de células Vero
WHO, produzidos com os diferentes meios de cul{@pti MEM e ProVero 1), e
propagadas em monocamada utilizando frascos estfi@ra cultivo (frascos do tipo T).

As células Vero foram propagadas utilizando micneggdores Cytodex 1 e
Cytodex 3 (GE Healthcare) em meio livre de soralfebvino contendo 0,1% de Pluronic
F68 (Sigma Aldrich Co.) (SOUZA et al., 2009).

Os microcarregadores foram utilizados na conceitrae 2 g I, apds a adigdo
das células, o volume de meio era completado arm@bOmantidos a temperatura
controlada, em uma agitacédo a 50 rpm, pH 7,2 eufeesdm 5% de CO

Com o objetivo de avaliar diferentes variaveis quelessem influenciar na
producédo de particulas virais, foi realizado ummejamento experimental, onde foram
avaliados: Multiplicidade de Infecgédo (MOI), Temgda Infeccdo (TOI) e Tempo de
Colheita (TOH). Estas variaveis formam avaliadasapas dois meios de cultivo
selecionados e para as duas temperaturas posaaf(te 37/C).

Foi realizado um planejamento experimental do figporial fracionado 2%, onde
foram realizados seis experimentos para cada meam& temperatura, sendo o ponto
central realizado em duplicata.

As condi¢cbOes experimentais empregadas para cadadeeaultivo no primeiro
experimento de infecgéo viral séo apresentadasbeld 2.
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Tabela 2: Condi¢des experimentais do planejamentoxgerimental, utilizando células Vero WHO
dois diferentes meios de cultura (Opti MEM e ProVeo 1).

Condigdo Mol 1 To! TOH
(PFU cél ") (dias) (dias)

1 0,002 (-1) 3 (-1) 5 (+1)

2 0,002 (-1) 5 (+1) 3 (-1)

3 0,2 (+1) 3 (-1) 5 (+1)

4 0,2 (+1) 5 (+1) 3 (-1)

5 0,1 (0) 4 (0) 4 (0)

6 0,1 (0) 4 (0) 4 (0)

Apés a andlise dos resultados da primeira infedpiam selecionadas as
variaveis: multiplicidade de infec¢éo de 0,002 Rillal, tempo de colheita de 4 dias
e diferentes momentos para a infeccdo (TOI) parme®s testados (5 dias para o
OptiMEM e 3 dias para o ProVero 1).

As variaveis selecionadas foram utilizadas para segunda infeccdo na qual
foram testadas em frascos do tipo T as duas tetop@sg34 e 37C) ndo somente pos
infeccdo com o virus da febre amarela, como tamieéfase do cultivo celular.

Ao serem utilizadas garrafas do tigoller para o cultivo celular, as células Vero
WHO adaptadas ao meio de cultura ProVero 1 ndonfaapazes de aderir a parede da
garrafa. Por este motivo, experimentos de infect#imando os frascos do tifeollere
frascos agitados do tig@pinnerforam conduzidos somente com o meio de cultura Opt
MEM.

Adotando as condi¢fes selecionadas para o cultivaelila em meio Opti MEM
(MOI de 0,002 PFU célufg TOH de 4 dias e TOI de cinco dias) foram testacks
condicOes de temperatura para a producao do vértisbde amarela: 34C, 37/C e a
combinacdo destas duas temperaturas. O procesdatipoo selecionado foi o que
utilizou a combinagdo de temperaturas, usando peetura de 37C para a fase de
crescimento celular e 34C para a infeccao e produgéo viral.

Para avaliar a producéo viral para as cepas \irdd e 17D 204, frascos do tipo
Spinnerforam inoculados com células Vero WHO e incubaglasmodo batelada até a
infecgdo viral com as duas cepas vacinais do \deusebre amarela, para avaliagdo
comparativa da producao de particulas virais patsasa as cepas.

A infeccéo viral foi realizada utilizando MOI de002 e TOI de 5 dias para o

modo batelada e de 4 dias para o0 modo colheitaptailEm todos os experimentos,
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houve reducédo da temperatura de processold€ para 341C no momento da infec¢ao

viral até sua colheita.

Apbs selecao das condicdes de infeccdo, avaliau{sassibilidade de realizar

multiplas coletas de sobrenadante com substityigémeio de cultivo fresco. O volume

do sobrenadante colhido no modo batelada foi den2500ou seja, o volume total de

trabalho do frasco agitado do tigpinner.Por outro lado, no modo de colheita multipla
apenas a ultima colheita foi do volume total déahao, enquanto as colheitas prévias

consistiram de 80% do volume de trabalho (200 mL).

A Tabela 3 resume as condi¢Oes de todos os expeomesalizados.

Tabela 3: Condi¢Bes dos experimentos realizados corfiero WHO em condic¢des isentas de SFB em
frascos T, Roller e frascos agitados.

Sistema de . ) R Inoculo TOI TOH Temperatura )
) célula Meio Cepa viral MC ) N Mal A ) o Colheitas
cultivo (céls pcarregador ™) (dias) (dias) (°C)
Frasco T
Infecglo 1 WHO omM/PV 17D 204 N&o N3o 0,2/0,1/0,002 3,4e5 3,4e5 34, 37e34/37°C 1
Infecgio 2 WHO OM/PV 17D 204/17DD Nio N3o 0,2/0,1/0,002 3,4e5 3,4e5  34,37e34/37°C 1
Roller
Infecgdo 1 WHO oM 17D 204/17DD Ni&o N3o 0,002 5 5 34, 37 e 34/37°C 1
Frascos Spinner
1 WHO oM Ndo 1 24 35 0,002 No N3o a7 Nio
2 WHO oM N&o 1 24 35 0,002 N3o N3o a7 Nio
3 WHO oM 170204 1 24 35 0,002 5 5 a7 1
4 WHO oM 170204 1 24 35 0,002 5 5 a7 1
1 WHO oM Ndo 3 33_50 0,002 N3o N3o a7 Ndo
2 WHO oM N&o 3 33_50 0,002 N3o N3o a7 Nio
3 WHO oM N&o 3 33_50 0,002 N3o N3o 37 Nio
4 WHO oM Mo 3 33_50 0,002 Mo Nio a7 Mo
5 WHO oM 17D204 3 10_20 0,002 5 5 a7 1
6 WHO oM 17D204 3 10_20 0,002 5 5 a7 1
7 WHO oM 170204 3 10 20 0,002 5 5 37/34 1
) WHO oM 170204 3 10_20 0,002 5 5 37/34 1
9 WHO oM 17D204 3 10_20 0,002 4 de5 37/34 2
10 WHO oM 17D204 3 10_20 0,002 4 deb 37/34 2
11 WHO oM 170D 3 10 20 0,002 5 5 a7 1
12 WHO oM 170D 3 10_20 0,002 5 5 a7 1
13 WHO oM 17DD 3 10_20 0,002 5 5 34 1
14 WHO oM 170D 3 10_20 0,002 5 5 34 1
15 WHO oM 170D 3 10 20 0,002 4 4es 37/34 2
16 WHO oM 170D 3 10 20 0,002 4 4eld 37/34 2
17 WHO oM 17DD 3 10_20 0,002 4 4,5e6 37/34 3
18 WHO oM 170D 3 10 20 0,002 4 4,5e6 37/34 3
19 WHO oM 170204 3 10_20 0,002 4 4,5e6 37/34 3
20 WHO oM 17D204 3 10_20 0,002 4 4,5e6 37/34 3
21 WHO oM 17DD 3 10_20 0,002 4 3,4,56e7 37/34 5
22 WHO oM 17D 204 3 10 20 0,002 4 3,4,56e7 37/34 5
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4.3.4 Clarificagcao

O sobrenadante de cultura coletado das diferemfiescdes com o virus da febre
amarela (17DD e 17D 204 RKI) foi clarificado por yrocesso constituido por duas
etapas de centrifugacdo e uma posterior filtracao.

A primeira centrifugacdo foi feita a 30§ a 4 [JC durante cinco minutos.
Posteriormente, apds a transferéncia do sobrerag@nd um novo tubo cénico, foi
realizada uma nova etapa de centrifugagédo @C4e 8 000g por 10 minutos. O
sobrenadante resultante foi entdo@ e filtrado em membranas de 0,22 um.

ApOs o término do processo de clarificacdo, as ensjes virais foram
fracionadas em tubos de centrifuga com aproximaden®® mL cada e armazenadas em
freezer a -70C até a sua utilizacdo. Este material foi denonundel suspenséo viral
(SV).

4.3.5 Estabilidade do Virus da Febre Amarela

Os acUcares tém um papel destacado como criopegetmm formulacdes
vacinais um exemplo disto € o uso de um acucari{er como estabilizador
amplamente utilizado na producao de vacinas vitargjo como principal funcao a de
impedir os efeitos deletérios da liofilizagdo (WAFBVIAN, 2015).

Por este motivo, foi investigada a adicdo de saeatomo estabilizador da SV.

Para a andlise das variaveis com o objetivo deopcamar a preservacao da maior
guantidade de particulas virais (titulo viral) reamostras testadas, foi realizado um
planejamento experimental, onde foram estudadas &adaveis: concentracdo de
sacarose (0, 4.25 e 8.5 %) e numero de ciclos dgetamento e descongelamento
sofridos pelas amostras de SV (2, 3 e 4 ciclos).

A quantificacdo do titulo infeccioso das amostmstadas apos os ciclos de
descongelamento/congelamento foi realizada pda¢ifio e este valor foi comparado
com o titulo da SV que néo sofreu ciclo repetideal®yelamento/descongelamento.

Foi realizado um planejamento experimental ondeanforrealizados dez
experimentos testando as trés concentracdes desaecos diferentes numeros de ciclos
de congelamento/descongelamento das amostras, sepdoto central realizado em
duplicata (Tabela4).
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Tabela 4: CondicGes experimentais do planejamentoxgerimental, utilizando dois diferentes
parametros para estabilidade da particula viral.

Concentracdode Numero
Condigao sacarose de
(% m/v) Ciclos
0 2
8.5
0
8.5
0
8.5
4.25
4.25
4.25
4.25

WO NGO A WRNPR
W WwWhANWWARARLARAN

=
o

4.3.6 Purificacdo do Virus por Técnicas Cromatograficas

Todos o0s ensaios de cromatografia foram realizaglos um sistema de
cromatografia liquida AKTA Pure 25 (GE Healthcam)absorbancia foi monitorada a
um comprimento de onda de 280 nm. Todas as cod@&asomatografia foram realizadas
a temperatura ambiente em duplicatas, salvo ind@iaccag contrério.

Para os modulos de membrana adsortiva de celutidd), as membranas de
celulose regenerada com tamanho de poro de 1 unH@akhcare) foram cortadas em
disco com diametro de 25 mm. As membranas foranilleatias sem telas adicionais em
suportes de filtro de ago inoxidavel. Foi utilizada suporte de 25 mm (Whatman) com
15 membranas empilhadas (75%ae superficie total, 0,28 mL de volume de coluna —
CV) os ensaios foram conduzidos a 10 mL #ifl22 cm hY). A purificacio
cromatografica de particulas do virus da febre aladoi realizada no modo de ligacao

e eluicdo, conforme as seguintes etapas:

a) Equilibrio: a coluna foi lavada com10 CV de agua ultrapura seguido>deé
CV de tampéo de equilibrio. O tampéao de equilibtikizado foi o Tris (50 mM
de Tris-HCI, 150 mM de cloreto de sodio, pH 7,4).

b) Injecdo de amostra: a amostra contendo PEG-600lifloentada ao leito de
membranas e seguiu-se um passo de lavagem comaalapuilibrio até a

absorvancia retornar a um valor basal.
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c) Eluicdo: a recuperacdo de particulas virais foilizada reduzindo a

concentracdo de PEG na fase mével até 0% (eluig@iug em gradiente).

Inicialmente, foram testadas trés concentrac6eBEG 6000: 6, 8 e 10%, e as
corridas cromatograficas foram realizadas a tenyperambiente em duplicatas.

4.4 METODOLOGIA ANALITICA

4.4.1 Determinacao da Concentragéo Celular

A contagem de células foi realizada utilizando otador automatico Vi-Cell, que
opera de forma automatica a contagem segundo amémexclusédo de trypan com o
corante azul (SANFORD et al., 1951).

4.4.2 Determinacao da Concentracao de Células nos Microoagadores

Nos cultivos celulares usando os microcarregadaresncentracdo de células foi
determinada empregando o método de coloracdo dieosimom cristal violeta (DOYLE &
GRIFFTHS, 1998).

Diariamente foram retiradas amostras de 1 mL dpsréaxentos e transferidas para
microtubo de 1,5 mL. As amostras eram submetidas processo de centrifugacao por
15 minutos a 100 g. O sobrenadante foi removiddazlosamente e adicionado o0 mesmo
volume de uma solucdo de cristal violeta 0,1% (nefw) acido citrico 0,1 M. Apos a
homogeinizacao, as amostras foram incubadas & lurante uma hora. A contagem de
nacleos corados com o cristal violeta foi realizaaa microscopio em camara de

Neubauer, ap6s a diluicdo da amostra.

4.4.3 Concentracado de Nutrientes e Metabolitos
A analise da concentracdo de glicose e lactate&dizada nos sobrenadantes dos

cultivos. As amostras das culturas foram centrifiagadurante 3 minutos a 1§(para

analise dos sobrenadantes sédo analisados e asdélam posteriormente descartadas.
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Na adaptacao das células Vero B4, as analise®desrdracdes de glicose e lactato
nos sobrenadantes foram determinadas utilizandwalisador bioquimico 2700 Select
(YSI) imediatamente apos a centrifugagcdo das aasdiste equipamento se baseia no
uso de biosensores com glicose oxidase e lactaidasex imobilizadas para a
determinacao da concentracéo de glicose e dedaotapectivamente.

Na adaptacdo das células Vero WHO foram analisadosoncentracoes de
glutamina, glutamato, glicose, lactato e amonio. casicentragbes de nutrientes e
metabolitos nos sobrenadantes foram determinadas @oanalisador bioquimico
BioProfile 100 Plus (Nova Biomedical) imediatamerdap0s a centrifugacdo das
amostras.

Para a determinagédo da concentragdo de amonionfgese meio de cultivo, o
equipamento usa um eletrodo potenciométrico. Eptasnciometros medem ions
carregados e possuem uma membrana sensivel saletiva que esta sendo medido. O
potencial de membrana € diretamente proporciondbgaritmo da concentracdo do
amonio no meio de cultura.

Na determinacdo das concentracdes de glutamin@anudio, glicose e lactato o
egipamento usa dispositivos que possuem enzimalilinaglas em suas membranas
permeaveis. Na presenca de oxigénio e do subsirar medido, estas membranas
enzimaticas produzem peroxido de hidrogénigO#l que é entdo oxidado num anodo
de platina mantido a um potencial constante. Oofl@sultante de elétrons e a alteracéo

da corrente é proporcional a concentracdo do arrsiamostra.

4.4.4 Titulo Viral

A quantificacéo dos titulos virais foi realizaddgpeontagem do numero de placas
de lise produzidas em monocamadas de células R8licepenal de porco). Com este
objetivo foram usadas placas de 24 orificios, catulas semeadas em meio Z a
densidade de 3 x 1@élulas crif, e imediatamente infectadas com diluicdes seriddas
amostras do virus da febre amarela.

Para a infeccao, foram feitas diluicGes seriad@s &110°) da suspenséo viral em
meio de cultura e inoculagdo de 200das diluicées 1®a 107, com uma incubacgio de
4 horas a 37°C em atmosfera de 5% de.@(os a incubacao foi adicionado 0,4 mL de
meio Z contendo 1,6% (m/v) de CMC em cada orif@aglaca de cultura, incubando-se
por 4 dias, sob as mesmas condigdes.
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ApOs este periodo, as células infectadas forarddixaom 60QL de uma solucéo
de formaldeido 3,7% (v/v) em PBS por no minimo fah® coradas com Naphtol blue
black 0,1% (m/v).

ApoOs secagem, as placas de lise formadas na moadeashos orificios da placa

foram contadas e os titulos virais calculados (CAUR et al., 2001).

4.4.5 Quantificacdo de DNA

A concentragdo de DNA residual de células hospasleia forma de DNA de
cadeia dupla (dsDNA) foi determinada usando o d&ihercial Quant-iT¥ PicoGreen®
(Life Technologies) que é baseado em uma tecnollugismétrica, usando corantes, que
apresentam fluorescéncia quando ligados ao DNAtalddipla. A curva padrao foi feita
com DNA de bacteriofago lambda ou DNA de timo dedoe (Promega) na faixa de 4 -

1000 ng mtL. Para a realizagdo do ensaio foram seguidastasgass do fabricante.

4.4.6 Quantificacdo de Proteinas Totais

A concentracao do teor de proteina total foi deitgata pelo método de Bradford
usando o kit comercial Bradford BioRad protein gsgdenominado doravante
"Bradford" — BioRad), que € baseado na utilizacéoadul brilhante d&Coomassie,
possuindo faixa de deteccéo entre 20 e 2000L* de proteina, utilizando albumina do
soro bovino (BSA) como padrao. O reagente azuhdmile deCoomassigao reagir com
as proteinas presentes na amostra, causa umd msidanca de coloragao, inicialmente
castanha, para tons de azul, conforme a conceotdgdproteinas. Esta mudanca de
coloracdo é quantificada a 595 nm. Para a reabzagéensaio foram seguidas as

instrucdes do fabricante.

4.4.7 Medicao de Distribuicdo de Tamanho da Particula Vial

A distribuicdo de tamanho de particula (PSD do ¢eem inglésparticle size
distribution) foi determinada baseada em um método difererdgalsedimentacao
centrifuga (DCS do termo em ingl&sfferential Centrifugal Sedimentatiprdescrito
anteriormente por Pieler e colaboradores (PIELER.e2017).

Para a determinacao da distribuicdo de tamanhpattisulas virais produzidas foi
utilizada uma centrifuga de disco CPS DC24000 UERY Instruments Inc., LA, EUA)
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a 24000 rpm com um gradiente de sacarose de 4-a68% ém tampdao de dialise. O
gradiente consistiu em nove fases de 1,6 mL, camerdracoes de 16%, 14,5%, 13%,
11,5%, 10%, 8,5%, 7%, 5,5% e 4% de sacarose (num),um volume total de 14,4 mL.
Apoés a injecao do gradiente, sua qualidade foiiadalpela injecdo de um padréo de
particulas de 239 nm (CPS Instruments Inc., LA, EUAm seguida, o gradiente foi
equilibrado durante 10 min, seguido por outra i@jepadrao de particulas de 239 nm
para calibracdo. Finalmente, 100 pL de amostraj@iado para as medi¢cdes de PSD da

suspensdao viral e das amostras dos ensaios detograia.

4.4.8 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida Utilizando Ddecil-Sulfato de
Sodio (SDS-PAGE)

As amostras foram incubadas com solucéo tampadd3i$0 mM, contendo SDS
2%, DTT 0,25 mM (ditiotreitol), glicerol 25% e azde bromofenol 0,1%, pH 6,8 e
fervidas por 5 minutos.

Em seguida, foram aplicados 1%k de cada amostra em cada raia do gel de
poliacrilamida 4-12% NuPAGE® Novex (Life Technoleg). Para as estimativas de
massa molecular (MM) foram utilizados os padréesgicos Precision Dual Color (Bio-
Rad) cujos valores de MM sé&o 25.000, 35.000, 40.890@00, 70.000, 100.000, 130.000
e 180.000 Da.

A corrida eletroforética foi realizada no sistem@eX SureLock da Invitrogen, com
voltagem fixa de 200 V, corrente elétrica de 60 engoténcia de 10 W, com duracéo de
45 minutos. A revelacao foi realizada de acordo cametodo de Blum et al. (1987) de

impregnacdo por nitrato de prata. Apos coloracd@el doi digitalizado.

4.4.9 Determinacao do perfil de Glicosilagdo do Virus d&ebre Amarela

O virus da febre amarela foi produzido em frasgpmados do tipd&Spinnercom
temperatura, agitacdo e pH monitorados. Apés augémm das particulas virais, foi
utilizada a cromatografia de excluséo estérica (§éta purificacdo do virus.

Os perfis de N-glicosilacao das duas cepas vimfslore amarela foram avaliados

seguindo o protocolo adotado no Laboratério de EBhngea de Cultivos Celulares
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(LECC) do PEQ/COPPE/UFRJ, com base em técnica delseta pelo Dr. José
Cremata, do Centro de Ingenieria Genética y Biategia (CIGB, Cuba).

O virus purificado foi desnaturado por aquecimel@#@mostra e digerido com a
enzima PNGase F para a separacao da porcao g@idiaiicparticulas do virus amarilico.
Apos a separacdo, os glicanos foram derivatizaolosocfluoréforo 2AB e separados por
interacdo hidrofilica de alto desempenho (HILIC-KBLA coluna cromatogréafica de
HILIC possui grupos funcionais polares que intenageom grupos hidroxila dos
glicanos. A amostra contendo os glicanos-2AB fgtada em uma elevada concentracao
de solvente organico, sendo adsorvidos a supedémluna e eluidos em um gradiente
aquoso. Desta forma, os glicanos sao removidostia g coluna e separados com base
na sua hidrofilicidade. Um esquema ilustrando dqmalo é mostrado na Figura 17 e

mais detalhes sobre cada etapa sao fornecidasiia. seg
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Mo B ey S
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Figura 17: Preparo das amostras para andlise de N-glicosilacaliberacdo dos glicanos com PGNase
F, derivatizacdo com 2AB e analise por HILIC-HPLC para propor estruturas com base na Glycobase
3.2.4.Fonte: (ARIZA, 2017).

4.4.9.1Clivagem dos Glicanos com PNGAse F

A enzima PNGase F cliva a ligacao entre o nucleiNGt e o residuo asparagina

de todas as classes de N-glicanos (complexosdbgod alta manose), a excecao de N-
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glicanos especificos que contém fuces€l,3) ligada ao residuo GIcNAc ligado a
proteina (frequentemente encontrados em glicopradaie plantas e insetos) (MARINO
et al., 2010). No presente estudo, os glicanosrfdilaerados da cadeia polipeptidica,
processando-se 300 pug da suspensao viral (SV)gaulaf em tampao fosfato 0,1M pH 7
com o kit de deglicosilacdo (Biolabs, #P0705L). aksostras virais purificadas foram
transferidas para um microtubo, onde foram colosadb L de solugdo desnaturante
(10X) (Biolabs, # B1704S). Na sequéncia, as am®g$team incubadas por 10 min a
100°C sem agitacao e depois incubadas por maisrnl@ temperatura ambiente. Depois,
foi adicionado 10 pL da solucdo NP-40 (10X) (Bial@#B2704S), 10 uL da solucdo G7
(10X) (Biolabs, # B3704S), e os N-glicanos foranvados pela adicdo de 1 pL de
PNGase F 500 U/mL (Biolabs, # PO705L) e incubagéarde 2 h a 37°C sem agitacao.
Foi preparada uma amostra de 20 pL, nesta condidbaug de uma IgG de soro
humano comercial (>95% pura, Sigma-Aldrich # 14560 controle positivo para a
andlise do perfil de glicosilacdo. Esta amostrgpfeparada com mesmo procedimento

gue as amostras das SV purificadas.

4.4.9.2Precipitacdo das Proteinas e Recuperacéo dos Gtisan

Para a precipitacao das proteinas foi usado ummenlle etanol a -20°C na razéo
de 3 vezes o volume final da reacédo na etapavbgelm com a PNGase F, nas amostras
virais em estudo foi utilizado um volume final dé0gL enquanto na IgG controle foi
15QuL. Este volume foi adicionado e os microtubos foracubados por 15 min a -20°C.
Apos a incubacéao, as amostras foram centrifugad@8@0g por 10 min e o precipitado
foi lavado com 200 pL de etanol a -20°C. Esta etapeepetida por mais duas vezes e
0s sobrenadantes contendo os glicanos, oriundoggetsdas etapas, foram combinados.
Os glicanos liberados pela acdo da PNGase F faeaos €£m concentrador centrifugo a

vacuo sem aquecimento (Eppendorf) durante a noite.

4.4.9.3Derivatizagdo com 2-aminobenzamina (2AB) e elinéoadp excesso do 2AB

As amostras analisadas por HILIC-HPLC foram delzealas com 2-
aminobenzamida (2AB), doravante denominada 2AB.a@aionado um volume de 5
pL da solucdo de 2AB (Sigma-Aldrich, Catalogo # A89Bem cada microtubo com as
amostras dos N-glicanos secos na etapa anteriorandsstras foram ressuspensas,
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centrifugadas e incubadas por 2 h a 65°C sem Aagitaeara garantir a completa
derivatizacdo dos glicanos liberados para uma postquantificagcdo € usualmente
utilizado um excesso do marcador de fluorescéisgte excesso de 2AB foi removido
utilizando cromatografia de papel (Papel filtro Whan No.1, Whatman®). Este papel
de filtro foi previamente cortado em fitas de 10 aencomprimento por 20 cm de altura
e as tiras foram lavadas 3 vezes com agua ultrapseaas a 50°C em estufa.

As fitas foram identificadas com lapis e as amsstaplicadas com uma
micropipeta de 10 puL. A mistura glicano-2AB foi igada a aproximadamente 2 cm da
extremidade inferior da fita de papel. As amodwean secas com um secador de cabelos
apos cada aplicacdo. Depois de secas, as fitan fawcadas em capela de exaustéo, de
forma vertical em becher de vidro contendo aceita{p ponto de aplicagcdo da amostra
estava acima do nivel da acetonitrila) e mantidag moras para a eliminacéo do excesso
do 2AB.

Foi observada na extremidade superior da fita gelpana mancha do excesso
do fluoréforo (2AB) com a ajuda de uma lampada WMinal da separagéo. Depois da
separacao, as fitas foram secas por 30 minutos@etatura ambiente em uma capela de
exaustdo. O local onde a amostra foi previamenlieaala, marcado com lapis sob
iluminacédo de uma lampada UV, foi cortado e osnraigtos do papel foram transferidos
para microtubos de 1,5 mL. Nos microtubos conteasldragmentos do papel, foi
adicionado 50QL de agua ultrapura para a eluicdo dos glicanosn@io de incubacéo
a temperatura ambiente por 10 min (sem agitacaeluido foi transferido para um novo
microtubo e foi adicionado novamente, ao tubo cuddeo fragmento de papel, 500
de agua ultrapura e este procedimento foi repatidis uma vez, totalizando trés
repeticoes.

Para cada amostra, eluatos foram unigosl| e esteool foi filtrado utilizando
um filtro de 0,45um (Millipore) acoplado a uma seringa. Depois, ogaglos
derivatizados com 2AB foram secos em concentradatrifugo a vacuo sem
aquecimento (Eppendorf) durante a noite. As am®$&tram posteriormente dissolvidas
com 100uL de agua ultrapura. A solucao de glicanos marcedas2AB foi armazenada

a -20°C até o momento da injecdo no HPLC.

4.4.9.4Analise dos Glicanos por HILIC-HPLC
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4.4.9.4.1 Preparo das Amostras para Injecéo

Para o preparo das amostras de glicanos foi fentamistura de 40 pL da solugéo
de glicanos marcados com 2AB e 160 pL de acetlanitfl0 % (filtrada). Esta mistura
entdo foi colocada em um microtubo de 1,5 mL e lhgeneizada de forma suave com as
maos. Neste momento, a mistura foi transferida par&rasco 12x32 mm (Waters), com
cuidado para evitar a formacao de bolhas de asepormente injetada no HPLC (200
pL).

Para o preparo da amostra ldalder de dextrana hidrolisada marcada com o
fluoréforo (2AB), adicionou-se 240 pL de acetohatri00% (filtrada), 57 pL de agua
ultrapura e 3 pL déadder de dextrana-2AB. A mistura foi transferida para fnasco
12x32 mm (Waters), com cuidado para evitar a foémag bolhas de ar e posteriormente
injetada no HPLC (200 pL).

4.4.9.4.2 Preparo do Sistema HILIC-HPLC

Foi utilizada a coluna TSKgel Amide-80 dautn (25.0 cm x 4.6 mm) (TOSOH
BIOSCIENCE, Catalogo #13071). Esta coluna foi acwodada em 100% de
acetonitrila por 1 h a 30°C e a andlise foi realizao sistema de HPLC com deteccéo de
fluorescéncia (médulo RF-10AXL, Prominence, Shimgdz um tempo de corrida de
162 minutos. Os comprimentos de onda de excitaginigsao utilizados foram de 330
e 420 nm, respectivamente. Uma solucéo de forndiataménio 50 mM em pH 4,4 foi
utilizada como tampao A e acetonitrila como tampao

Entre as corridas cromatograficas das amostrasstens foi calibrado com o
ladder de dextrana-2AB. Este € um homopolimero de gliotsielo por hidrdlise acida
de dextrana, resultando em homopolimeros entr@2lresiduos de glicose. Depois da
obtencao do perfil dadder, os tempos de retencédo destes homopolimerosetertis
tamanhos foram usados para calibrar os valoreges@s como unidade de glicose (UG).
Na sequéncia, os tempos de retencéo dos picoslidasag foram convertidos em UG
usando o software Glyco 2 (este software foi deseido pelo Dr. Cremata do CIGB,
Cuba).

O valor UG do pico do glicano estéa diretamentecieteado a estrutura do mesmo.

Os glicanos foram propostos com base nos valopeyiexentais de UG e nos valores de
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UG presentes na Glycobase 3.24
(https://glycostore.org/displayCollection/Publisk&DGlycans).

Na analise do perfil global do N-glicanos libera@klGase F) das amostras virais
tratadas, os dados das corridas cromatograficamfasados e foi determinado o tempo
de retencdo, a area do pico correspondente a spéaie de glicano e a area total dos
picos dos cromatogramas das duas cepas vacingisudala fere amarela (17DD e 17D
204 RKI).

Com os resultados obtidos, foram avaliadas asfglicas das proteinas virais de
interesse, com base nos dados depositadoSlgadbase 3.2.4"para a proposicédo das
possiveis estruturas glicosiladas presentes nateanos

Para os métodos baseados em HILIC-HPLC, os tenmpostencdo ou valores de
UG sozinhos, em geral, ndo sdo suficientes pameamtificacdo das estruturas dos
glicanos, uma vez que diferentes estruturas passpedem corresponder a um

determinado valor de UG.

4.4.9.4.3 Digestdes Sucessivas com Exoglicosidases

Uma nova andlise foi feita, utilizando um conjudéoenzimas exoglicosidases para
promover digestdes sequenciais prévias dos glican@sentdo foram analisados para
confirmar o tipo de monossacarideos e ligacao sidues de acucar.

Cada exoglicosidase possui uma diferente espelaftiei (Figura 18), resultando na
clivagem de um monossacarideo distinto. As enzinsaslas foram (com os tipos de
ligacdo que clivam entre parénteses): ABS, siadidisArthrobacter ureafaciengo2-
3,6,8 acido sialico); BKFy-fucosidase de rim bovinal-2,3,4,6); BTGp-galactosidase
de testiculos bovino$1-3,4,6) ou SPGB-galactosidase d8treptococcus pneumoniae
(B1-4); JBH,B-N-acetil-hexosaminidase dganavalia ensiformigf1-2,3,4,6) ou GUH,
B-N-acetil-hexosaminidase &treptococcus pneumoniagpressada ef. coli (GIcNAc
B1-2,4,6); JBM,a-manosidase d€anavalia ensiformigal-2,3,4,6). Todas as enzimas

foram obtidas da empresa Prozyme (Reino Unido).
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e s ABS, sialidase

4 : ? BKE
‘g.//hﬁi ser/GUHT ™, SR .

BKF, a-fucosidase

BTG/SPG, p-galactosidase

IBH/GUH, B-N-acetil-haxosaminidase

JBM, c-manosidase

Figura 18: Especificidade de corte das exoglicosidases usadass amostras de glicanoskonte:
(ARIZA, 2017).

4.4.9.4.4 Preparo da Mistura de Reacgao

Para o preparo da mistura de reacdo da digestéersggl com as exoglicosidases
foram usados seis tubos de 200 pcom um volume di@a20 pL por digestdo. Foi
utilizado 10 pL dos glicanos marcados com 2AB pgestéo (5 ao total) a realizar e de
uma amostra controle (ndo digerida). O volume ti¢atada tubo foi de 20 pL (10 pL de
amostra mais 10 pL de enzima), exceto na reacaamamosidase, em que seu volume
final foi de 24 pL. O tampdo acetato de sodio 500 piH 5,0 foi usado para todas as
enzimas e a unica excecao foi para a exoglicosidlBbt onde foi utilizado o tampéao
fornecido no kit.

Depois da adicdo de todos os reagentes e amosisaglidanos nos tubos, as
misturas foram homogeneizadas em vértex e cenadfagy Estas amostras foram
incubadas por 16 h a 37°C. Para a digestdo conmasidase, mais dl. da enzima foram

adicionados e incubados a mesma temperatura perli@du.

4.4.9.4.5 Remocdao das Enzimas Apos Digestao

Apoés a digestdo com as exoglicosidases, as enforas removidas utilizando
filtros Amicon Micropure-EZ (Millipore, # 42530). <Xiltros foram previamente lavados
com 200 pL de agua ultrapura, centrifugados a 1gdf@rante 10 min a 10 °C. Apés a

lavagem, 20 puL da amostra foram aplicados no meiélttlo e os dispositivos foram
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centrifugados a 18009 por 10 min. Na sequéncia, 100 pL de agua ultrajoira
adicionada ao filtro e os dispositivos foram céaggados novamente a 1809@or 10
min a 10 °C. Em seguida, as amostras foram secasoecentrador centrifugo a
temperatura ambiente, por aproximadamente 3 hlug&o de glicanos foi armazenada

a -20°C até o momento da injecdo no HPLC.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CULTIVO DE CELULAS VERO A MEIOS ISENTOS DE SORO ANIAL

Com o objetivo de desenvolvimento de novos prodetosocessos voltados para
area de saude humana, é de suma importancia quivo ce células animais usadas
nestes processos seja desenvolvido em meios deacidéntos componentes de origem
animal (GENZELet al, 2006 e WHO, 2010). Nesta secdo, cinco meiosuttera
comerciais livres de soro ou livres de proteinasnilgem animal foram testados para
adaptacao e crescimento da linhagem celular Veemdo diferentes protocolos, citados
na literatura ou recomendados pelos fabricantemeass de cultura. O principal objetivo
dos experimentos foi a selecdo de meios de culinsajuais a célula Vero, fosse capaz
de crescer aderida aos microcarregadores sem ssitame de suplementacdo do meio

de cultivo com SFB e de produzir elevados titulmsidus da febre amarela.

5.1.1 Adaptacédo da Linhagem Celular Vero-B4O)SMZ) a Meios Isentos de Soro
Animal

Inicialmente, a linhagem celular empregada VerdIBMISZ ACC 33) foi obtida
da colecdo do DSMZ Leibniz-Institut DSMZ - Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmpHsendo que o meio de cultura utilizado na
manutencéo desta linhagem pBI&MZ era o RPMI suplementado com 10 % (v/v) de
soro fetal bovino (SFB).

Com o objetivo de desenvolver um processo baseadomeio isento de
componentes de origem animal, esta linhagem cédhiladaptada a diferentes meios de
cultivo: VP SFM (Invitrogen), Opti PRO SFM (Invigen), Opti MEM SFM

97



(Invitrogen), SFM 4 Megavir (Hyclone) e ProVerolbfiza). Como controle, 0 mesmo
procedimento foi realizado com o meio RPMI (Culi)laecomendado pela DSMZ.

Ao final da primeira etapa do processo de adaptagéiaando os meios testados
meios testados, inicialmente suplementados comd%oro fetal bovino (SFB), foram
congelados, apés cinco passagens nos novos maimyshde trabalho da célula Vero
em cada meio de cultivo.

Manteve-se inicialmente o uso de soro fetal bovioaneio de cultura, pois o
mesmo possui diversas func¢des importantes, combaauna adeséo celular a superficie
e fornecimento de fatores de crescimento e hormsdgiee promovam a proliferacdo
celular.

Para a adaptacéo inicial das células Vero aos ndeiasiltivo foi utilizada uma
técnica classica que substitui a cada passagend@5feio de cultura em uso pelo novo
meio de cultura.

Os resultados foram analisados por uma comparagéta dla concentracdo
celular obtida nos diferentes meios de cultivooagb das primeiras cinco passagens para
a adaptacdo aos novos meios de cultivo suplementammo 10% de SFB. Os perfis de

concentracdo de glicose, lactato e concentracétacsbio mostrados na Figura 19.
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Figura 19: Adaptacao das células Vero B4 a diferentes meios daltura suplementados com 10%
SFB. P1) Primeira Passagem. P2) Segunda Passageme®8)rd Passagem. P4) Quarta Passagem e P5)
Quinta Passagem. A primeira coluna mostra os dddosoncentracdes de células totais, enquanto na
segunda os de concentragdo de glicoseYgelna terceira de lactato (gL

Apés a confeccdo dos bancos de trabalho com aksé&daptadas aos novos

meios na presenca de SFB, foi iniciado com asalatiundas dos bancos uma nova
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etapa de adaptacéo, desta vez a crescimento rectigspmeio de cultura livre de SFB.
Com este objetivo, havia troca completa de meiada @assagem e a concentragao do
SFB era reduzida em 50% a cada passagem, até sydetd eliminacdo na quinta
passagem. Cinco diferentes bancos celulares dahisforam produzidos com os meios
testados, com os cinco meios isentos de sorodetaho (SFB).

Na primeira passagem, cada meio de cultura utdizadsuplementado com 5%
de SFB. Diariamente, foram retiradas amostras parantagem celular (concentracao
celular) e quantificacdo de glicose e lactato. €miltados podem ser encontrados na
Figura 20, na qual pode ser observado o perfitelgcamento celular, os niveis de glicose
e lactato na primeira passagem da linhagem VenodB4liferentes meios de cultura.

Nesta passagem, os meios ProVerol, Opti MEM e VA S& destacaram. O
meio de cultura VP SFM apresentou a maior conocgidraelular dentre os meios
testados (3,8 x R@éls cn¥) no terceiro dia. Por outro lado, a maior conceéivage
lactato foi de 2,2 g t no terceiro dia utilizando o meio de cultivo SF\tegavir.
Concentragfes de lactato, segundo a literaturaerpage tornar inibitorias as células a
partir de 2,0 g ! (OZTURK; RILEY; PALSSON, 1992).
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Figura 20: Adaptagdo das células Vero B4 a condi¢Bes livres &FB em frascos T - Primeira
passagem (5% SFB)(A) concentracdo celular (i#ls cn?), (B) concentracdo de glicose (d)Le (C)
concentracéo de lactato ()L

Pode ser notado que a maioria dos meios utilizagossentou perfis passa por
um maximo no dia 3 nesta primeira passagem, seddica exce¢cdo o meio de cultura
Pro Vero 1, em que ndo ocorreu reducdo na concaotieelular apds o terceiro dia de
cultura. Na Tabela 5 pode se encontrar um resurealddos importantes dos cultivos

nos diferentes meios na primeira passagem desteproeesso de adaptacao celular.

Tabela 5: Adaptacgédo das células Vero B4 a condi¢ctleges de SFB em frascos T -Primeira passagem
(5 % SFB).
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Xv Mdx ex| i = =
R L ] uexp Glicose (gL™) Lactato (g L)

( 10° cels cm?) (d?)  [Inicial) [Final] [Final]
RPMI 2,6 0,6 1,8 0,2 1,1
VP SFM 3,8 0,9 3,5 0,7 1,8
Opti Pro 2,6 0,7 2,9 0,7 1,5
Opti MEM 3,4 0,8 2,1 0,1 1,6
SFMA4 Megavir 2,1 0,7 2,8 0,4 2,2
ProVero 1 3,7 0,9 2,5 0,1 1,6

Na segunda passagem do processo de adaptacaocemtcacéo de SFB foi
reduzida a 2,5%, mediante troca completa do meiouttevo. A Figura 21 mostra os
resultados da segunda passagem do novo proceasaputacao celular.

Nesta passagem, o meio de cultura que propicioelleancrescimento celular foi
novamente o VP SFM, com 3,4 x°Xls cn?. As concentracdes de lactato ao longo do
cultivo chegaram a uma concentracdo maxima na teEx3,46 a 1,9 g't. Para glicose,

a concentracao inicial era diferente nos variosomea, no 3 dia, a concentracao
observada estava na faixa de 0,7 a1,5.g L

A partir dos resultados obtidos, foi calculada »ataspecifica de crescimento

celular (exp), @ qual foi determinada na fase exponencial eégcamento.

102



Concentragao Celular

:;;.
[Cél] {10 em?)

Dias

Concentrac¢do de Glicose

[Glicose] (g L7)

Dias

Legenda:
—a—. Y
e P SF I

—ie—Opti PRD

[Lactata] (g/L)

.......

Figura 21: Adaptacéo das células Vero B4 a condi¢févres de SFB em frascos T - Segunda passagem
(2,5% SFB).(A) concentracgéo celular (id&ls cn¥), (B) concentracdo de glicose (g)le (C) concentracédo
de lactato (g t3).

Na Tabela 6, podem ser observados os diferentegegaldas concentracoes
celulares maximas dos meios testados, a taxa éspat# crescimento, a concentragdo

de glicose (inicial e final) e a concentracao fiallactato.

Tabela 6 Adaptacéo das células Vero B4 a condi¢des livres 8B em frascos T - Segunda passagem

(2,5 % SFB).
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[Xv Mdx] Hexp Glicose (gL™) Lactato (g L™)

Vel (10° celsem™) _ (d?) _[inicial) _[Final] ___[Final]
RPMI 1,5 0,3 1,6 1,1 0,5
VP SFM 3,4 0,7 3,5 1,5 1,5
Opti Pro 2,5 0,6 2,9 1,5 1,4
Opti MEM 2,1 0,5 2,4 1,2 1,2
SFMA4 Megavir 2,1 0,4 3,2 1,3 1,9
ProVero 1 2,3 0,3 2,7 0,7 1,8

Na terceira passagem avaliada, o meio de culturant@a 1,25% de SFB. O meio
de cultura VP SFM novamente propiciou maior conegdio celular, como pode ser
observado na Figura 22.

O meio de cultivo VP SFM apresentou uma maior cotmaedo celular, com 3,4 x
10° céls cn? no dia 3¢ a maior concentracdo de lactato foi de 2,2'!gdm o meio de
cultura SFM4 Megavir no dia 4, conforme mostradd abkela 7.

Nesta passagem os meios de cultura VP SFM e o SkelgdWt apresentaram
concentracdes de lactato superiores a 2,0,geta concentragdo pode ser inibitoria ao
crescimento da célula Vero. Por outro lado, estemsnforam os que apresentaram
maiores valores de taxa especifica de crescimentg).(Estes resultados podem ser

observados na Tabela 7.

Tabela 7: Adaptagdo das células Vero B4 a condi¢cOleses de SFB em frascos T - Terceira passagem
(1,25 % SFB).

. [Xv Madx] uexp Glicose (gL™) Lactato (g L)
Meios s = » .. . )
(10 cels cm ™) (d~) [Inicial)  [Final] [Final]

RPMII 1,0 0,2 1,6 1,5 0,3
VP SFM 3,4 0,6 3,7 1,1 2,1
Opti Pro 2,4 0,5 3,3 1,2 1,7
Opti MEM 2,1 0,4 2,5 0,7 1,6
SFM4 Megavir 2,9 0,5 3,3 0,7 2,2
ProVero 1 2,9 0,5 2,9 0,6 1,9
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Figura 22: Adaptacgao das células Vero B4 a condigdes livres 88B em frascos T - Terceira passagem
(1,25% SFB). (A) concentragdo celular (i€®ls cn¥), (B) concentracdo de glicose (giLe (C)
concentracéo de lactato ()L

Na quarta passagem, o meio de cultura utilizadtrdwn0,6% de SFB. O destaque
desta passagem foi 0 meio de cultura ProVero 1,acooncentracéo celular de 2,6 ® 10
céls cn? (Figura 23). A concentragio de lactato mais elevaidde 1,9 g ! no dia 3,

utilizando o meio VP SFM, conforme mostrado na TaBe
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Figura 23: Adaptacédo das células Vero a condicdes livres de BFQuarta Passagem (0,6% SFB)A)
concentracéo celular (105célsém(B) concentracdo de glicose (g)Le (C) concentracdo de lactato (g L

Y,

Verificou-se uma queda no desempenho do meio VP,%BM Xv méaxima de
apenas 1,64 x 2@éls cn?, indicando que ele apresenta deficiéncias, qusedproxima
a condicOes isentas de SFB. J4 0 meio RPMI ndaegmwamenhuma proliferacdo celular
sob suplementacao de apenas 0,6% de SFB e seoi assd¢ontinuado. Por outro lado,
no meio ProVero 1 pareceu ocorrer adaptacao datséls novas condicdes de baixa

concentracgéo de SFB, visto que 0 Xv maximo se naargeima de 2 x Poéls crre.
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Tabela 8: Adaptacao das células Vero a condi¢besrits de SFB - Quarta Passagem (0,6 % SFB).

. [Xv Madx] uexp Glicose (gL™) Lactato (g L)
Meios = = » .. . )
(10 cels cm ™) (d~) [Inicial) [Final] [Final]
RPMII 0,5 0,0 1,9 1,8 0,1
VP SFM 1,6 0,3 3,8 2,0 1,9
Opti Pro 1,2 0,2 3,4 2,0 1,3
Opti MEM 1,5 0,2 2,5 0,8 1,0
SFM4 Megavir 1,7 0,5 3,2 1,4 1,3
ProVero 1 2,6 0,6 2,7 0,9 1,2

Na quinta e ultima passagem antes do congelamentmsequentemente, antes
da producdo de um lote de trabalho de células Hdaptadas ao crescimento livre de
SFB; 0 meio testado que apresentou destaque cagéoeh proliferacdo celular foi o

ProVero 1, como pode ser observado na Figura 24Tabela 9.
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Figura 24: Adaptacao das células Vero a condicdes livres de BF Quinta Passagem (0% SFB)(A)
concentracao celular (105célsé&m(B) concentracido de glicose (g)Le (C) concentracao de lactato (g L

A concentragao celular maxima foi de 2,0 X déls cn? no dia 3 usando os meios
Pro Vero 1 e Opti MEM a maior concentrac¢éo de tadtai de 1,2 g I com VP SFM
no mesmo dia. O meio Opti MEM apresentou a maixa &specifica de crescimento
(0,49 d!, enquanto 0 meio que apresentou a menor concé&ateejular maxima e a
menor taxa especifica de crescimento (uexp) fdidSMegavir (1,0 x 19céls cn? e

0,2 dY), conforme a Tabel
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Tabela 9: Adaptacao das células Vero B4 a condicOldaes de SFB em frascos T - Quinta passagem
(0 % SFB).

. [Xv Madx] uexp Glicose (gL™) Lactato (g L™)
Meios 5 2 1 ] n 9
(10° celscm™) (d”) [Inicial) [Final] [Final]
RPMI

VP SFM 1,5 0,4 4,1 2,7 1,2
Opti Pro 1,4 0,4 3,5 2,8 0,6
Opti MEM 2,0 0,5 1,8 1,0 1,1
SFMA4 Megavir 1,0 0,2 2,3 2,2 1,0
ProVero 1 2,0 0,4 2,2 1,7 1,0

Apds a quinta passagem, as células adaptadassamueato em meios de cultura
livres de SFB foram congeladas para a producdondebanco de trabalho para a
continuidade do estudo, que teve como foco o debamento de um processo de
producao das células em altas concentracfes emaaioegadores, utilizando os dois
meios de cultura considerados mais promissores apaslaptacdes: ProVero 1 e Opti
MEM.

5.1.2 Adaptacédo da linhagem celular Vero WHO (ECACEa meios isentos de soro
animal

A cepa de células Vero obtida da coleca&diepean Collection of Authenticated
Cell Cultures(Vero WHO - ECACC 88020401) encontrava-se no nugocultura
utiizado na manutencdo no Instituto Max Planck:ionde Glasgow (E- MEM)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (doravd@hominado de Meio Z).

Com o objetivo de desenvolver um processo baseadomeio isento de
componentes de origem animal, esta linhagem cdbiladaptada a dois diferentes meios
de cultivo selecionados na etapa anterior: Opti MERM (Invitrogen) e ProVero 1
(Lonza). Como controle, 0 mesmo procedimento falizado com o meio Z.

Para a adaptacao das células Vero aos novos neiodgdtdra foi utilizada uma
técnica rapidac) na primeira passagem é adicionado 5 % de SFB évha segunda
passagem desta técnica foi utilizado 100% do nogm e cultura. E foi usada uma
técnica diretaff), onde as células foram cultivadas na primeiraggam diretamente em

100% do meio novo.
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Ao final do processo de adaptacdo das células $5agans seriadas) aos dois
meios testados, foram produzidos dois diferentesdsade trabalho e congelados. Os
resultados podem ser analisados por uma compadigéta da concentragédo celular
obtida nos dois meios de cultivo e nas cinco pa&ssagara a adaptacdo aos novos meios
de cultivo (Tabela 10 e 11).

A partir dos resultados obtidos, foi calculada xataspecifica de crescimento

celular (exp), @ qual foi determinada na fase exponencial egcamento.

Tabela 10: Adaptacao das células Vero WHO em frassdl ao meio de cultura Opti MEM.

Opti MEM
Passagem [% SFB] Adaptacdo [:(V Max] P s e_)lrp L
(10° cels/cm~) (h™) (horas)
1 5 a 0,48+0,10 0,038 18,1
0 B 0,26 £ 0,04 0,031 22,3
2 0 a 0,21 +£0,08 0,031 22,1
0 B 0,17 £0,01 0,027 26,0
3 0 a 0,20+ 0,02 0,026 27,1
0 B 0,16 £0,07 0,024 29,4
4 0 a 0,17 £0,10 0,027 26,0
0 B 0,10 £ 0,06 0,021 32,9
5 0 a 0,20 £ 0,09 0,020 35,2
0 B 0,19 £0,10 0,019 35,9

Para ambos os meios, observou-se uma queda enmavg pexp ao longo das
passagens. Por outro lado, para o meio Z supledeenotan 10 % de SFB (v/v) (Tabela
12), esta queda sucessiva nao foi observada.
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Tabela 11: Adaptacao das células Vero WHO em frassdl’ ao meio de cultura ProVero 1.

ProVero 1
Passagem  [% SFB] Adaptacdo [:(V Max] P H e_)lrp L
(10° cels/cm~) (h™) (horas)

1 5 o' 0,43+0,11 0,038 18,4
0 B 0,20 £ 0,09 0,032 21,5

2 0 o' 0,36 £0,13 0,025 27,5
0 B 0,32 +0,03 0,036 19,1

3 0 o' 0,52 +0,15 0,029 23,6
0 B 0,41 0,06 0,029 24,2

4 0 a 0,25 0,08 0,039 17,8
0 B 0,19 +0,09 0,028 24,9

5 0 a 0,40 £0,24 0,022 31,5
0 B 0,3 £0,12 0,025 27,6

Para fins de comparacédo, na Tabela 12 podem serval®s os resultados das
cinco passagens da célula Vero em meio Z supleah@otan 10 % (v/v) SFB para o qual
nao se observa alteracdes significativas no crestoncelular ao longo das cinco

passagens.

Tabela 12: Passagens sucessivas de células Vero WeIO frascos T em meio Z com 10 % de SFB
(controle).

Z Medium
[Xv Madx] uexp DT
Passagem B = v
(10° cels/cm~) (h™) (hours)
1 0,44+0,12 0,039 18,0
2 0,36+0,10 0,037 18,6
3 0,40+ 0,08 0,035 20,0
4 0,35+0,09 0,037 18,6
5 0,49 + 0,09 0,0271 25,6

Diferentes grupos estudaram a adaptacédo ao celtivaneios isentos de soro de
diferentes células de mamiferos, tais como: BHKRALLEL et al, 2002), MDCK
(GENZEL et al, 2006), CHO (SCHRODER et al, 2004jez0 (BUTLER et al., 2000;
LIU et al., 2007; QUESNEY et al., 2003). As prirgip observacdes destas publicacdes
sao as reducdes das taxas de crescimento celdaguftoyvos em meios livre de soro
(GENZEL,; FISCHER; REICHL, 2006). Nos resultadospaesente trabalho, referente a
adaptacao as condi¢des isentas de soro pode-sdamt@m uma reducdo das taxas de

crescimento celular.
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Em 2001, Frazzati-Gallina e colaboradores estudargmoducéo do virus rabico
em células Vero em microcarregadores (Biorreatho).contrario dos resultados do
presente trabalho, estes autores ndo conseguiestalbelecimento de um processo de
producao totalmente isento de soro, pois na etaper@scimento das ceélulas Vero o
crescimento celular somente ocorreu com a adi¢cd®@ee soro no meio VP SFM usado
no cultivo (FRAZZATI-GALLINA et al, 2001).

A producéo de diferentes virus utilizando a linlmgelular vero tem sido descrita
utilizando diversos meios de cultura livres de swditeratura. Estudos para a producao
do virus da poliomielite na linhagem Vero foramawzidos por Merten e colaboradores
(1994, 1997), que desenvolveram os meios de cu#terdos de soro MDSS2 e MDSS2N.
Além destes, no ano de 2014, Thomassen e colabemdtescreveram diferentes
métodos de cultivo da linhagem Vero para a prodw@aantigeno D do virus da
poliomielite utilizando o meio de cultura VP SFMHOMASSEN et al., 2014). Nos
estudos de Frazzati-Gallina e colaboradores (28@04) foi utilizado o meio de cultura
VP SFM na producéo do virus da raiva utilizandbdigreem Vero. Rourou e colaboradores
também investigaram a producédo do virus da raivaéuias Vero em meio de cultura
livre de proteinas animais (ROUROU et al, 2007k ¥ual. (2006) estudaram a producao
de um virus quimérico contra parainfluenza e siatiespiratério utilizando os meios
VP SFM e OptiPRO SFM. A producdo do virus da enitefgaponesa foi estudada
utilizando a linhagem Vero nos meios de cultivo SPM (TORINIWA; KOMIYA,
2007) e M-VSFM (WU; HUANG, 2002). O meio de cultux&VSFM foi utilizado
também na producédo do enterovirus (LIU et al., 2000; LIU; LIAN, 2004) e reovirus
(BUTLER et al, 2000).

5.2 INFECCAO VIRAL

5.2.1 Ensaios Iniciais em frascos T

As células Vero adaptadas aos novos meios de authuam infectadas com o
virus da febre amarela cepa 17D 204 e importa@edvweis que impactam na replicacao
viral foram estudadas, empregando como ferramenfdaoejamento estatistico de
experimentos, com o intuito de selecionar condigjespriadas maximizar a producéo

de virus. A Tabela 13 mostra os titulos virais ditipara o virus da febre amarela nas
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diferentes condi¢cGes de infeccédo. Os cultivos focmamduzidos a 34 e 37C, sendo
avaliados durante oito dias. As cinéticas de cnesafo celular e produgéo do virus sao
mostradas na Figura 25 e o titulo viral maximoragealo é indicado nas tabelas 10 e 11.
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Figura 25: Primeira infec¢éo das células Vero nosais diferentes meios de cultura livres de SFB (Opti
MEM e ProVero 1) em duas temperaturas (34 e 37C). Segue conforme as condigBes experimentais
indicadas nas tabelas 2.

Tabela 13: Estudo de infeccdo da célula Vero WHO oofebre amarela (YFV 17D 204) usando 0 meio
Opti MEM e ProVero 1.

Opti MEM ProVero 1
TOI TOH Maximum Virus titer Maximum Virus titer
Condig¢do MOI ) ) > »
(dias) (dias) (PFUmML™) (PFUmL™)
34 °Cc 37°C 34 °c 37°C

1 -1 -1 +1 7,0E+06 8,0E+06 1,2E+07 5,3E+05
2 -1 +1 -1 1,0E+07 8,8E+06  3,8E+06 1,2E+06
3 +1 -1 +1 5,5E+06 5,0E+06 1,0E+07 6,0E+06
4 +1 +1 -1 1,3E+07 8,8E+06 5,8E+06  5,8E+06
5 0 0 0 7,0e+06  7,3E+06  7,5E+06  5,8E+06
6 0 0 0 8,0E+06  6,3E+06  9,5E+06  8,8E+06
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Pode ser observado para o meio Opti MEM, na Tdlilgue os maiores titulos
virais encontrados foram a 34C, nas condi¢des 2 e 4. Ambas as condi¢des forhm so
TOI normalizado (+1), ou seja, um tempo de infead@® dias e tempo de coleta mais
baixo (-1). J& o MOOI foi indiferente (+1 ou -1).tifulo maximo de 1 x ’PFU mL! a
3401C e de 9 x 1OPFU mLta 37.C.

Ja para o meio ProVero 1, os maiores titulos veaontrados foram a 34C
nas condi¢cdes 1 e 3, as quais possuem o tempaapaoketa mais longo (+1) e TOI
normalizado (-1), ou melhor, um tempo de infecg@@ dlias. O titulo maximo foi de 1 x
10’ PFU mL? nestas condicdes.

Apés a andlise dos resultados da primeira infedgéiam selecionadas as
variaveis: MOI de 0,002 PFU cet, TOH de 4 dias (0) e diferentes momentos para a
infeccdo (TOI) para os meios testados, visto quesidtados mostram que para o0 meio
de cultura ProVero 1 o melhor momento de infeccdai@ 3, enquanto que para o meio
Opti MEM é o dia 5.

Estas variaveis definidas foram utilizadas na sdguimfeccdo, onde foram
testadas também as duas temperaturas (34 €)3¥ao somente pos-infec¢cdo com o virus
da febre amarela, como também na fase do cultitdace Os resultados obtidos na
segunda infeccéo podem ser observados na Figura 26.
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Figura 26: Perfil de replicacéo do virus da febre marela em células Vero em dois diferentes meios
de cultura livres de SFB: Opti MEM (OM) e ProVero 1(PV) em duas temperaturas 34 e 37C. As
linhas pontilhadas indicam os TOI.

Pode ser observado, nas duas temperaturas tesjadas,meio de cultura Opti-
MEM apresentou os maiores titulos virais e a comaeéo viral maxima encontrada foi

aproximadamente de 1@FU mL1.

5.2.2 Avaliacao da Replicacao Viral em Sistemas com Garfas do Tipo
Roller

A replicacéo do virus da febre amarela 17D 204 RKtambém estudada em
garrafas do tipaoller. E ao utilizar estas garrafas para o cultivo egJutontudo as
células Vero adaptadas ao meio de cultura ProVeéwm foram capazes de aderir a parede
da garrafa impossibilitando a sua utilizacdo. Bssultado é indicativo de que,
provavelmente, a adesdo das células a paredeadardesigarrafas € menos eficiente e
quando sob agitacdo no sistenadler, acarreta desprendimento das células. Por este
motivo, todos 0s experimentos nesta secao dizgmeitesao meio de cultura Opti MEM.

Nesta infeccdo, foram utilizadas as variaveis preente definidas para o meio
Opti MEM (MOI= 0,002; TOI=5 dias e TOH= 4), tende-estudadas nas temperaturas

de 34 e 37/C para todo o processo de cultivo celular e proalugéal ou para a
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combinacédo das duas temperaturas (& até o momento da infeccdo e 34 apOs este

ponto). Os titulos alcancados nestes experimeatmestrados na Figura 27.

Infecgdo - Roller

34°C
- 37°%C A== = —

37/34°C e

\
H

Titulo Viral (Log PFU mL)

Tempo pos infecgdo (dias)

Figura 27: Perfil de replicacdo do virus da febre amarela (17204 RKI) em frascos do tipo roller
usando o meio Opti MEM em trés diferentes condi¢cde3 odo o processo produtivo na temperatura de
34C1C (azul) e 37/C (vermelho). E utilizando as duas temperatura3734C (cinza).

Os resultados apresentados mostram que as metlom@igOes para a replicacéo
do virus da febre amarela em garrafas do riler sdo as que usam a temperatura de
3701C ou a combinacéo das temperaturas 37/340 titulo viral maximo foi de 2 x 10
PFU mL?, alcancado noi2 dia pos infec¢éo para experimento conduzido iateggnte
a 3701C e no 3] dia pos infeccdo para o experimento conduzido @@durante a fase
de propagacéo celular e 34 apos a infecgédo viral.

5.2.3 Avaliacdo da Replicacao Viral em Frascos AgitadosadTipo Spinner

As linhagens celulares usadas para a producaoadilgasavirais de uso humano
em larga escala, geralmente, possuem a carad&dstcrescerem aderidas a um suporte.
Este € um fator limitante na técnica a ser empr@egactultivo em escala industrial, pois
a concentracao celular por volume de meio obtitfaretacionada diretamente a &rea de
superficie por volume de meio disponivel para samento celular. O desenvolvimento
de microcarregadores permitiu a realizacdo dewveoultie células aderentes em altas

densidades. Estas células crescem aderidas aasari@gadores, 0s quais, devido a sua
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densidade relativamente baixa, podem ser mantidosuespensdao, mesmo a baixas
velocidades de agitacdo. Isto torna possivel anghtede cultivos com concentracdes
celulares bem superiores aquelas obtidas em gadaftipo T, devido a grande area de
superficie disponivel por volume de meio de cultuaoporcionado pelos
microcarregadores.

Em 1995, Mendonca e Pereira descreveram o cultevacé&ulas Vero em
biorreatores utilizando microcarregado@godexl a uma concentracdo de 2 g &,
usando um inoculo de 8 células por microcarregaudidiyeram uma concentracao celular
méaxima de 1,8 x fazélulas mt?.

Em outro estudo, que utilizou a linhagem celularoeara o desenvolvimento de
um processo produtivo para o virus da febre amaremapregando também o
microcarregado€ytodexl, foi utilizada a concentracdo de 3¢ de microcarregador.

O indculo celular utilizado foi de aproximadamed células por microcarregador,
tendo-se obtido uma concentracdo maxima de céhilas(SOUZA et al., 20009).

Em 2015, foi publicado um estudo pelo mesmo grupale o objetivo foi o
aumento da concentracéo de células viaveis dagama/ero cultivadas em biorreatores
em condicdes livres de soro para a producao de gatiebre amarela. No trabalho, foram
testadas duas diferentes concentracées do micegealoCytodex 11,5 e 3 g [, com
o inéculo de 0,2 x Fcélulas por mitem ambas as concentragdes de microcarregador.
Como consequéncia, o inoculo celular foi de aprexiamente 34 ceélulas por
microcarregador na concentragio de 3'gelde 68 células por microcarregador quando
utilizada a concentracdo de 1,5 . IA concentracdo celular maxima obtida foi de 1,77
x 10 céls mL! na concentracdo de 1,5 g tle microcarregadores (MATTOS et al, 2015)

Neste trabalho, a concentracéo de microcarregafiresantida em 2 g £ em
todos o0s experimentos. De acordo com as informacdes fabricante dos
microcarregadores (GE Healthcare) em cada granmictecarregadores (massa seca)
existem aproximadamente 4,3 x®Ificroesferas de Cytodex 1 e aproximadamente 3,0
x 1P microesferas d€ytodex3. As faixas de indculo estudadas neste trabaltzorf de
24 — 35 células por microcarregador quando usaytodex 1le 10 — 20 células por
microcarregador quando usa@gtodexs.

Inicialmente, foram feitos experimentos para ingesta cinética de adesao da
célula ao microcarregador nas seis primeiras hdeasultivo, assim como o perfil de
crescimento celular a 37C ao longo de uma semana (Figura 28). Sdo mostcles

spinners para cada condicéo investigada (dupladmexperimento).
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Figura 28: Perfil de adeséo e crescimento celulamefrascos agitados do tipo Spinner a 37 C usando
0 meio Opti MEM e Cytodex 1 (2 g I1). Na parte superior podem ser encontrados os aessitla cinética
de adeséao celular e, na parte inferior, o perftazcentracdo celular durante a cultura.

Com base nos resultados apresentados, a adeséélulas Vero acCytodexl
acontece nas duas primeiras horas do cultivo gsé& entre 2h e 6h apds a inoculacgéo,
nao foram encontradas células em suspensao. Corapds um periodo de 48 horas,
pode ser notado um aumento do nimero de célulasigpensdo no sobrenadante e uma
diminuig&o da concentracdo celular da cultura. Aceatracdo celular maxima foi obtida
em 48h foi de 3 - 4 xP@éls mLL.

Com o objetivo de evitar o desprendimento das agldlbs microcarregadores
apos um periodo de quarenta e oito horas, foi gtapotestada uma nova estratégia para
a adesao celular.

Foi usada no periodo imediatamente posterior aulag@o dos frascos contendo
0s microcarregadores, uma agitacao intermitente, @olos compostos por um minuto
de agitacéo e 19 minutos sem agitacao da suspeekdar, totalizando 20 minutos em
cada ciclo. Este procedimento foi executado durastquatro horas iniciais do cultivo
em frascos do tipspinner

Esta nova estratégia de adesao celular foi avabkadaluplicata experimental

(frascosspinner3 e 4), tendo-se conseguido evitar o desprendovdad células apds 48
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horas, como ocorrido antes: a adeséo celular enpdshinoculacdo foi eficiente na
concentracdo celular maxima encontrada foi de apamamente 5 xPQcéls. mL?, os
frascos foram infectados com o virus da febre dadieD 204 RKI) e titulos virais
maximos de 7,04 x 2PFU mL! e 1,4 x 10 PFU mLforam obtidos no terceiro dia pos

infeccdo. Na Figura 29 podem ser observados okades obtidos nestes experimentos.
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Figura 29: Perfil de adesao, concentracado celulargoducéo de virus da febre amarela em frascos
agitados do tipo spinner usando o meio Opti MEM e @odex 1 (agitacdo intermitente).Na parte
superior esta a cinética de adeséao celular e taipéerior o perfil de concentracéo celular e ej@icacéo
do virus da febre amarela. A linha pontilhada iadidia da infeccdo com o virus da febre amarela.

A adesé@o da maior parte das células VerG@@odexl aconteceu novamente nas
duas primeiras horas do cultivo e, ap0s este periogdam encontradas muito poucas
células em suspensao.

Apesar dos bons resultados alcangados com a agitatgmitente, a maior
complexidade operacional para execucdo da degsiégsh (realizada manualmente
nestes experimentos, pois para 0s experimentosit@adas motivou a investigacdo de um
microcarregador diferente. Escolheu-se o microgaderCytodex 3cuja superficie é
recoberta por uma camada de coldgeno destinadssaadelular

Na Figura 30 s&o apresentados os resultadosspiomer 1 e 3(duplicata
experimental) utilizando o microcarregadOytodex 3sob agitacdo continua apos a

inoculacdo. Vale ressaltar que existe uma diferedgaarea nos microcarregadores
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usados: cCytodex1 tem 4400 cmg?! e oCytodex3 tem 2700 crhg? de massa seca.
ComoCytodex3 tem uma area superficial 1,7 vezes menor qigtodexl e como foi
usada a mesma concentragdo volumétrica do inéaulgiculo destes experimentos foi
de 33-50 células por microcarregador.

A adeséo celular aytodex3 sob agitacao continua acontece principalmerste na
duas primeiras horas do cultivo, apds este peritmforam encontradas poucas células

em suspensao no sobrenadante da cultura.
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Figura 30: Perfil de adesédo, concentracdo celular e producacfelere amarela em frascos agitados do
tipo spinner usando o meio Opti MEM €ytodex 3 (33-50 céls. por microcarregador), sob agitacéo
continua Na parte superior esté a cinética de adeséo aelalna parte inferior o perfil de concentragdo
celular e perfil de replicacédo do virus da febreaaeia.

Como pode ser observado na Figura 29, a conceatcap@ar maxima obtida foi
de (5,63 + 0,52) x Pcéls. mL?, atingindo um maximo no dia 5 do cultivo.

Para avaliar a causa para o decréscimo de congc@&ntclular apos 5 dias de
cultivo, foram realizados a 37C ensaios em duplicata experimensgifners2 e 4 —
C3) com uma troca de aproximadamente 75% do mesoltlga dos frascaspinnersno
guarto dia de cultivo (Figura 31). Os resultadoesgntados indicam que a adesao das
células Vero adCytodex3aconteceu nas duas primeiras horas do cultivo efaram

encontradas células em suspensao no meio de caftsaeste periodo.
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A troca de meio de cultura no quarto dia de culpeomitiu que a concentracao
celular ndo decrescesse ap0s do quinto dia. A otagdo celular aumentou
continuamente até o sétimo dia de cultura, deanelscapos este ponto. A concentragdo

celular méaxima foi de (7,84 + 1,21) céls. HaL
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Figura 31: Perfil de adesédo, concentracéo celulargroducao de febre amarela em frascos agitados
do tipo Spinner usando o meio Opti MEM e Cytodex 333-50 céls. por microcarregador)Na parte
superior esta a cinética de adeséo celular e ria pderior o perfil de concentracédo celular e peké
replicacdo do virus da febre amarela. A seta védraneldica o dia da troca de 75% do meio de cultivo.

5.2.4 Estudo de Diferentes Temperaturas para a Producaoikal e de Mdltiplas

Colheitas de Virus com Duas Cepas Virais Vacinais

Nesta secdo, aplicando as condi¢cdes previamentearaicoes previamente
definidas de TOI, MOI e TOH, também foram compasadaas temperaturas para o
processo de infeccéo e producéo viral (34 e &F, com uma ou mais colheitas de virus
ao longo do processo, comparando-se duas cepasugeas em processos industriais:
17D 204 e 17DD.

Todos os experimentos mostrados a partir daquifdestos em duplicata para as
diferentes condicOes testadas. A primeira comparéeiéa foi a producédo do virus da

febre amarela (17DD) a 37 °C com o decréscimordadeatura para 34 °C apos infeccéo
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viral, ou a 34 °C para todo o processo, em toda@xpsrimentos, foi feita uma troca de

meio de cultura 48 horas apos inoculagéo celulare@ultados podem ser observados na

Figura 32.
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Figura 32: Perfil de concentracéo celular da Vero WO utilizando Cytodex 3 e producéo do virus
de febre amarela (17DD) em frascos agitados do tigpinner (34 e 37/341 C). As condic¢des testadas
foram: TOI = 5 dias, MOI = 0,002, TOH = 4 dias eainvolheita. A linha pontilhada vermelha indica a
troca de 75 % do meio de cultivo, enquanto a limhwatilhada preta indica a infec¢cdo com o virusathaef
amarela e a seta verde indica o dia da colheita.

O uso de temperatura inferiores a 37 °C para adasefeccdo e producao viral ja
foi descrita por Frazzati-Gallina e colaborado&8&0@) para a producéo do virus da raiva
em microcarregadoregSytodex 3em células Vero. Neste estudo, foram inoculadas 16
células por microcarregador e apos 4 dias de faserascimento celular a 37C a
temperatura foi alterada para 34 °C. As célulaaniomfectadas com o virus rabico e
apresentaram um maior titulo viral quando comparadarocesso a 37 °C (FRAZZATI-
GALLINA et al, 2004).

Na Figura 32, observa-se que, para a cepa vadiidd 1o pico da producao viral
em ambas as condicBes de temperatura testadaswocoterceiro dia, apds a infeccéo
com titulo viral de 7,2 Log PFU mipara a temperatura de 34 °C, e de 7,0 Log PFU mL
1a 37/34 °C. No quarto dia apds a infecgéo o titidal a 34 °C se manteve constante,
enquanto o titulo viral da cultura a 37 °C decreguara 6,4 Log PFU mbt
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O grupo de Trabelsi e colaboradores descreveu om@aracdo entre diferentes
modos de operacao do virus rabico em biorreatlizarido células Vero er@ytodex 1
o continuo e o em batelada. No modo continuo, defminfeccéo viral e decréscimo da
temperatura para 34 °C, a perfusédo era iniciadaactara de troca de meio de cultivo de
0,5 volume de trabalho do biorreator por dia. Qématros MOI (0,1 ou 0,3 PFU cé)

e concentracéo de glicose 1 g L) foram analisados e o maior impacto na producéo
viral foi a ndo regulacdo da concentracdo de gha®sa0 usar estes parametros em
biorreator de 2 L o titulo viral maximo foi de 2110’ FFU mL*! no quarto dia ap6s a
infeccao viral (TRABELSEt al,, 2005).

Visando avaliar possiveis estratégias para maximazaroducdo de virus, foi
investigada a realizacdo de mais que uma colheitdrds a partir de dada cultura Com
este objetivo foi definido que, nos experimentosrdatiplas colheitas (MH), o dia da
infeccdo (TOI) seria antecipado para o quarto diaudtura (ao invés do quinto dia) que
seriam feitas duas colheitas (H1 e H2) nos dia®4és-infeccdo, respectivamente. A
colheita intermediaria (quarto dia) consisti neaparda agitacao do frasco do tgpinner
por 4 minutos para completa sedimentacédo dos naimegadores e na retirada de 80%
do volume de trabalho do spinner 200 mL). Depois disto, foi adicionado meio de
cultivo novo para completar o volume de trabalhosespinnersforam novamente
colocados na incubadora. Na colheita final o voluatel de trabalho foi coletado apés
sedimentacao dos microcarregadores.

A partir deste ponto, foi estabelecido um acordtralesferéncia de material com
o Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos — Blanguinhos/Fiocruz, e a cepa
vacinal 17DD foi fornecida para a continuidade daquisa, permitindo uma comparacao
com a cepa 17D 204 RKI, ambas cepas vacinais usaagsroducado de vacinas
registradas para uso humano.

Quando testado o modo de duas colheitas (denomihgdmara produgéo do virus
da febre amarela (Figura 33), a primeira colheita(#180% do volume de trabalho) foi
feita no quarto dia pés infeccdo e a segunda dall (100% do volume de trabalho)
seria realizada no dia seguinte, contudo, com etiobj de investigar o processo de
producdao viral por mais tempo, foi retirada apamaa amostra no dia 5 pos-infec¢cao ao
invés da colheita do volume total depinners Este procedimento permitiu que o
processo de producdo das particulas virais fosssm@ganhado por mais dois dias,

totalizando sete dias ap0s a infeccdo e onze diastal do processo produtivo.
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Figura 33: Perfil de concentracéo celular e produgd de febre amarela em frascos agitados do tipo
spinner com microcarregadores Cytodex 3 em modo dwita mdltipla: duas colheitas (37/34 °C)A
linha pontilhada vermelha indica a troca de 75 %o de cultivo, enquanto a linha pontilhada preta
indica a infeccdo com o virus da febre amarelasetss verde indicam os dias das colheitas.

Os resultados de titulo viral para a cepa vaciiBlCl no quarto dia pés infeccao,
isto €, na primeira colheita (H1) foi 7,0 Log PFW ™ No quinto dia pds-infeccao,
equivalente a segunda colheita (H2), o titulo vimade 7,2 Log PFU mt. No caso da
cepa 17D 204, o titulo viral na primeira colheitd de 6,4 Log PFU mt, enquanto o
resultado no quinto dia pés infecgéo foi de 7,0 B&d) mLL. Ao completar o meio de
cultura para o volume de trabalho depois da premedtheita, o titulo viral foi diluido
cinco vezes, ou melhor, isto representaria em LElg L™, um decréscimo de 0,7 Log
PFU mL? no titulo viral. Contudo, apds 24 horas os titulvais se apresentavam em
valores similares ou superiores ao dia anterialicando que ainda estava ocorrendo
producéo de virus pelas células.

A concentracdo celular maxima encontrada nestesriexgntos ficou na faixa de
1,0 — 1,1 x 1Bcéls mL2. Esta concentracdo celular maxima coincide comlteetos
apresentados por Souza e colaboradores, onde atic@es isentas de SFB onde foi
descrita uma concentracdo maxima de 1,0 %c&B mLl. No estudo, foi utilizada a
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linhagem Vero cultivada em microcarregadd@ggodex 1(3 g L) para a producgéo do
virus 17DD da febre amarela (SOUZ2Aal, 2009). Em outro trabalho do mesmo grupo,
a concentracdo celular méxima obtida, igualmenta p&a células aderidaCytodex 1
(1,5 e 3 g ), ficou na faixa de 0,8 — 0,9 x %ggls mL* (MATTOS et al, 2015).

Os resultados apresentados na Figura 32 demonatpossibilidade de proceder
duas colheitas da suspensao viral produzida. Aléta,chs amostras retiradas do meio de
cultivo nos dias 6 e 7 pos infeccdo, isto €, degassduas colheitas feitas apresentaram
titulos elevados (entre 6,8 e 7,1 PFUtjlindicando o potencial de se avaliar um nimero
ainda maior de colheitas. Portanto, foi avaliado pmcesso com trés colheitas

(denominado 3 x), cujos resultados estdo mostrnaadsgura 34.
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Figura 34: Perfil de concentragdo celular e produgéido virus de febre amarela em frascos agitados
do tipo spinner em modo colheita mdltipla: trés cdieitas (37/34 ° C) A linha pontilhada vermelha
indica a troca de 75 % do meio de cultivo, enquaritoha pontilhada preta indica a infec¢éo confrosy
da febre amarela e as setas verde indicam os aasotheitas.

O titulo viral para a cepa vacinal 17DD no quari@ pios-infeccéo, isto é, na
primeira colheita (H1), foi de 6,9 Log PFU rhlna segunda colheita (H2) feita, o titulo
viral foi de 7,2 Log PFU mtt'e na terceira colheita (H3) o titulo viral foi d@ PFU mL
1, Ja para a cepa 17D 204 o titulo viral apresentadprimeira colheita foi de 7,1 Log
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PFU mL?, na segunda colheita (H2) foi 7,3 Log PFU h#na da terceira colheita (H3)
foi de 7,1 Log PFU mt. A concentracgéo celular maxima encontrada nezfesienentos
foi de aproximadamente 1,1 x®u@ls mL2.

Da mesma forma que anteriormente, no dia da Ultotlaeita (neste caso H#),
optou-se por retirar apenas uma amostra (ao irvédativamente realizar a colheita do
volume completo), para que fosse possivel avalipotencial de realizar um processo
com ainda mais colheitas. Como a amostra postartiéB apresentou titulos virais na
faixa de 7,0 — 7,1 Log PFU mL-1, decidiu-se invggstia possibilidade de realizacdo de
cinco colheitas. Neste experimento devido ao grandeero de colheitas, decidiu-se
antecipar o primeiro TOH para o dia 7 da culturadi@ pos-infec¢do) visto que a
viabilidade celular nos experimentos anterioresoj@ecava a decair entre os dias 7 e 8
da cultura. Neste experimento, excepcionalmentefoidteita replicata experimental

como mostrado na Figura 35, os resultados obtisid@® eoerentes, quando comparadas
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os dados com aqueles das Figuras 33 e 34.
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Figura 35: Perfil de concentragdo celular e produgéido virus de febre amarela em frascos agitados

do tipo spinner usando microcarregadores Cytodex 8m modo colheita mdltipla: cinco colheitas
(37/34 °C). A linha pontilhada vermelha indica a troca de 75&omeio de cultivo, enquanto a linha
pontilhada preta indica a infeccdo com o virus elae amarela e as setas verde indicam os dias das
colheitas.
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O titulo viral para a cepa vacinal 17DD no tercaira pos infeccao, isto €, na
primeira colheita (H1) foi 6,7 Log PFU ril.na segunda colheita (H2) 7,0 Log PFU mL
1 na terceira colheita (H3) 7,0 PFU rhina quarta colheita (H4) 6,2FU mLY e na
quinta e ultima colheita (H5) 6,7 PFU mhL

No caso da cepa 17D 204, o titulo viral na primeokeita foi de 6,1 Log PFU
mL?, na segunda colheita (H2) 7,2 Log PFUmha terceira colheita (H3) 7,3 Log PFU
mL? na quarta colheita (H4) 7,RFU mLY E na quinta e Gltima colheita (H5) 7,0 PFU
mL™.

Portanto, estes dados demonstram a possibilidad&zde multiplas colheitas de
suspensao vira, propagando-se a célula a 37 °@ueinglo a temperatura para 34 °C no
momento da infecgdo viral. O fato de que, apos,aaalheita com subsequente diluicdo
da suspensado celular em 5 vezes, o titulo virateseperava e alcancava niveis
semelhantes aos obtidos na colheita anterior dednaogsie, mesmo com a queda
progressiva na concentracdo de células vidveisezal g partir do dia 3-4 pds-infeccao,
a replicagéo viral ainda ocorria.

Na literatura, ha um relato de uma estratégia olaseian colheitas multiplas para a
producao do virus da raiva, no qual, depois derquiés de cultura de células Vero, o
virus foi infectado usando um MOI de 0,08 e, trizs dlepois da infecgéo, foi feita a
primeira colheita, seguindo-se mais quatro colbeitan intervalo de 24 horas entre elas,
37 °C durante o crescimento celular e ar3@ para a replicacao viral . Segundo os
autores este procedimento aumentou a densidad&rcelua replicacdo viral. Foi
demonstrado que este sistema € uma excelenteatitarpara obtencdo de suspensodes
virais para a formulagcéo da vacina anti-rdbica (ERATI-GALLINA et al, 2004).

A estratégia de colheita multipla para a produgéwidus da febre amarela , como
foi demonstrado no presente trabalho, apresentanalg vantagens, em especial um
melhor uso do banco de trabalho (WCB) e do lotsaheente viral usados na produgéo,
pois este método permite com apenas uma inocutagdlar e uma infecgéo viral, obter
um volume de suspenséao viral aproximadamente 4vaa@r que o volume de trabalho
do frasco usado, com titulo viral semelhante aosguia obtido no caso de apenas uma

colheita (Figura 35).
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Figura 36: Comparativo das producgdes do virus da e amarela em batelada (SH) a 37 °C e
multipla colheita (MH2, MH3 e MH5) em frascos do tpo agitado (spinner) utilizando Vero WHO em
microcarregadores Cytodex 3.

5.3 INVESTIGACAO DA ESTABILIDADE DO VIRUS AMARILICO

Como descrito anteriormente, durante a realizacés experimentos, foi
observada uma perda significativa de titulo virasmo apos estocagem a -0, Com
0 objetivo de investigar a estabilidade do virestabelecer uma estratégia para evitar a
perda de titulo, a cepa 17DD foi usada como mauaia avaliacdo de trés concentracdes
de sacarose (0%, 4,25% e 8,5% m/v) e o impactocildgs de congelamento e
descongelamento das suspensodes virais (2, 3 elgs)cid quantificacdo do titulo
infeccioso das amostras apds os ciclos de des@mgpto e congelamento, na presenca
de diferentes concentracdes de sacarose, foi adalipor titulacdo e este valor foi
comparado com o titulo da SV que nao sofreu cieloahgelamento e descongelamento.

Os resultados podem ser observados na Figura 37.
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Figura 37: Gréfico de superficie de resposta da edtilidade infecciosa do virus da febre amarela
variando o nimero de ciclos de congelamento-descalgmento e concentragcao de sacaro<e.titulo

viral foi determinado pelo ensaio de placa e exgra®mo percentual de recuperacdo do produto em
valores normalizados de unidades formadoras deafREU mL?Y). A amostra foi a colheita de virus
clarificada por centrifugacdo nao purificada (cégBD).

Os resultados mostram que o numero de ciclos dgetamento e descongelamento
tem pouco impacto na infectividade viral, sendooacentracdo de sacarose o fator
determinante da estabilidade viral. Nas amostrassvijue nao foram estabilizadas com
sacarose, houve uma reducdo de 20% na infectivijaderdo comparado a amostra
controle, o que equivale a uma perda de até 1,5AFd mL'. Este resultado esta de
acordo com perdas relatadas de 1,5 - 2,5 Log PFldgs® para vacinas liofilizadas na
auséncia de um estabilizador (MONATH 1996). Obseis®, ainda, que a perda de
infectividade ocorre desde o primeiro ciclo de aamento, permanecendo
relativamente inalterada até o ciclo 4.

Uma concentracdo de sacarose de 4%'mpavece ser o minimo para evitar perda
de infecciosidade, independentemente dos numerosidies de congelamento e
descongelamento. Os acucares atuam como substituémgia, estabilizando as proteinas
e membranas via ligacédo de hidrogénio aos resjanlases das biomoléculas. Um efeito

protetor adicional sobre a cristalizacao també esvolvido: solu¢cdes concentradas de
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acucar previnem a formacao de grandes cristai®ldedyrante o congelamento dentro
da particula viral e da solucao liquida, pela rédwta temperatura de nucleacao da 4gua
dentro da membrana do virus (VIJAYASANKARAN et &010).

Com base nos resultados obtidos, foi padronizagistabilizacdo das suspensdes
virais com 8% de sacarose (M)vno caso que elas fossem congeladas. Por odiwo la
suspensodes virais ndo estabilizadas (sem sacaassgram a ser foram manipuladas por
até 1 h a temperatura ambiente ou mantidas a 4°@téd h.

Vale ressaltar que as amostras virais usadas egptgimento de estabilidade
estavam em meio de cultura celular, sugerindo guemponentes do meio que poderiam
atuar como estabilizadores (ions, aminoacidos gae€gdrnao sao suficientes para proteger
o0 virus contra danos (CHOI; GHO, 2015).

5.4 PURIFICACAO DO VIRUS DA FEBRE AMARELA

A cromatografia de exclusdo estérica (SXC) se hamei uso de uma fase
estacionaria hidrofilica para purificar solutosgilande tamanho, na presenca de um co-
solvente excluido, também denominado de substame@motora (em geral
polietilenoglicol, PEG). Os solutos grandes e a fztacionaria repelem o PEG, de modo
gque a associacdo entre os mesmos € estabilizgatagenca do polimero nédo ibnico. A
subsequente reducéo da concentracdo de PEG madaskpermite recuperar o produto
purificado. O uso de SXC foi demonstrado para éfipacdo de diferentes virus, tais
como influenza (ARAKAWA; GAGNON, 2018; MARICHAL-GALARDO et al.,
2017), mostrando-se uma técnica simples, rapideegogpmove alta pureza em uma so
etapa cromatografica, razdes pelas quais foi eslegffara a purificacéo do virus da febre

amarela no presente trabalho.

5.4.1 Avaliagéao Inicial de Diferentes Concentragcoes de RE6000

Inicialmente, com base na literatura referentesmode SXC para o virus influenza
(MARICHAL-GALLARDO et al., 2017), escolheu-se o t@ma PEG-6000 e membrana
de celulose de 1 um de tamanho de poro, e decidigadizar uma avaliacao inicial do
impacto da concentracdo do polimero, na faixa @d @6 m ¥, sobre a recuperagio do
virus da febre amarela infectivo. Como etapa déucaplo virus a partir do sobrenadante
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de cultura celular clarificado, sem nenhum tratameadicional do sobrenadante, o
objetivo era maximizar o rendimento de virus infech vazdes relativamente altas, que
permitissem processar volumes relativamente grashelesbrenadante.

Como mostrado na Figura 38, a recuperacéao do iifierscioso, das cepas 17DD e
17D204, nos pools de eluicao situou-se na faix@de100%. A diferenca na recuperacao
entre as duas cepas nao foi estatisticamente isagivh (p=0,17, 0,23 e 0,49 para 6%,
8% e 10% m V, respectivamente). Com a maior concentracio deBG testada (10%
m v1), a recuperacéo foi total para ambas as cepaf) s#do, portanto, a concentragio

de polimero escolhida para a continuacéo dos estudo
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Figura 38: Comparacdo do uso de diferentes concemttbes de PEG-6000 em cromatografia de
exclusdo estérica (SXC) para purificacdo de virusadfebre amarela (cepas 17DD e 17D20dnoduzidos

em células Vero em meio isento de soro, usandeitonde 100 crhde membranas de celulose regenerada
com tamanho de poro de Jy®. O titulo de virus infeccioso foi determinado posaio de placa e expresso
aqui como percentagem relativa a quantidade t&gbatticulas alimentadas ao leito de membranas. O
sobrenadante clarificado contendo os virus foiumésto em diferentes propor¢des a uma solucao estoqu
de 32% (m ¥) de PEG-6000 para obter as concentracGes de afigenmostradas acima. As particulas
de virus purificadas foram recuperadas por um passguicao para uma solugdo aquosa de Tris-HCI 50
mM, cloreto de sodio 150 mM, pH 7,4. Os valoresgdafico sdo médias aritméticas + erro padrdo de
réplicas analiticas (n = 2).

A retencdo de um soluto em SXC é fortemente infliseta pelo seu tamanho:
solutos maiores séo retidos em concentracoes nedefEG (LEE et al., 2012). Nossos

resultados estéo, portanto, de acordo com a lit@atisto que para o virus da influenza,
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gque é um pouco maior (80-120 nm), 8% m v-1 de PE@®0i suficiente para promover
recuperacdo completa. PEG é conhecido por suaarercrelacdo a biomoléculas, visto
que mesmo concentracbes elevadas de PEG ndo exefedm detectavel sobre o
espectro de dicroismo circular e a temperaturaskedf de proteinas (ATHA; INGHAMG,
1981). Na verdade, PEGs ja foram reportados cortabiégantes proteicos (BHAT e
TIMASHEFF, 1992), o que coincide com nossa obséwalg que amostras do virus da
FA armazenados na presenca de PEG, sem adicagatessy ndo apresentaram perda
de titulo viral. Para amostras contendo sacard®e,fei observado nenhum efeito da

mesma sobre a recuperacéo das particulas vira®x€n

5.4.2 Estabelecimento do Processo de Purificagcdo por SXC

Apos oscreeningda concentracdo de PEG a ser usada na alimentaicstada a
vazao de operacéao e o efeito do tratamento préwowma nuclease para digerir DNA,
utilizando maiores volumes de alimentacdo por &leamembrana do que nos
experimentos anteriores.

Nestes testes, o sobrenadante clarificado foi idigexom Denarase por um hora a
temperatura ambiente, enquanto, em relacdo aosirepeos anteriores, a carga
alimentada foi aumentada em dez vezes (ficandaira fle 300-350 mL por 100 ére
membrana) e a vazao foi duplicada (10 mL i 122 cm H). Os balancos de massa
com as recuperagdes encontram-se na Tabela 14ceoumtograma tipico € mostrado
na Fig. 37A.

As concentracdes de dsDNA, que no sobrenadani@oado se encontravam na
faixa de 4400 a 4800 ng mlpara as duas cepas virais, foram reduzidas era der88%
por meio da digestdo com a nuclease, ficando eno tde 80-100 ng mt A etapa de
SXC promoveu uma reducdo adicional de 64 e 73%veb e dSDNA para a cepa 17DD
e 17D-204, respectivamente, enquanto a remocamtid i total nesta etapa foi de cerca
de 92%-95%.

A maior parte das particulas virais infecciosagéouperada nos primeiros 5 mL
da eluicdo e uma recuperacdo aproximadamente ctanfplealcancada em 10 ml de
eluido, para ambas as cepas virais, conforme ndlostra Tabela 13. Comparativamente,
Pato et al. (2014), utilizando uma membrana deatesionica forte (Q, 75 cinpara a

etapa de captura de virus da febre amarela praslenidcélulas Vero em meio de livre
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de soro animal, alcancaram recuperacoes de aprdaimente 80%, quando o virus foi
qguantificado em termos de particulas virais infesas, ou cerca de 93%, quando foi
quantificado em termos de proteina do envelopé paaensaio ELISA.

A distribuicdo de tamanho de particulas foi deteada por sedimentacao
diferencial centrifuga para o sobrenadante clauliice a fracédo eluida de SXC (Fig. 37B)
e apresentou um pico monodisperso na faixa de 2&b5mostrando que SXC néo
induziu a formagdo de agregados. Andlises de DL8luddo mostraram um pico de 40-
50 nm, com a presenca adicional de espécies radai200-600 nm, que poderiam ser
estruturas vesiculares ndo detectadas pela sedigd@entdiferencial centrifuga. A
microscopia eletronica de transmissao (Fig. 39@loa a presenca de particulas virais
de tamanho homogéneo e forma esperada, na fa@a-d& nm, assim como impurezas

residuais (potencialmente vesiculas) de tamanhteioes.
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Figura 39: Cromatografia de excluséo estérica (SXQJe particulas do virus da febre amarela (cepa
17DD) produzidas em células Vero em meio isento d®ro, utilizando membranas de celulose
regenerada com tamanho de poro de 1,0 um. (a) tsgraaa tipico. A regido sombreada indica as
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particulas do virus purificadas e recuperadas lpggd® com um degrau de tampéao de Tris-HCI 50 mM,
cloreto de sédio 150 mM, pH 7,4. (b) Distribuicamtdmanho das particulas por sedimentacao cerarifug
diferencial (DCS) antes (cinza) e depois (vermelt@)purificacdo por SXC. A amostra alimentada foi
suspensao viral clarificada e inativada antes d@adle PEG. As curvas mostram um pico monodisperso
de 25 - 55 nm, sem indicacao da presenca de agrega)l Microscopia eletrénica de transmissao (TEM)
de particulas de virus da febre amarela purificaotasSXC. As particulas virais (setas brancas) séo
homogéneas em forma e tamanho, com um didmetrxia@do de 35 nm. Impurezas residuais (setas
pretas), como estruturas vesiculares, podem sen@ias.

Considerando a dose da vacina de FA atualmentercatieada, que deve conter
no minimo 4,74log PFU (STAPLES et al., 2018), as fra¢des eluidasegtpsrimentos
detalhados na Tabela 14 continham 0,65-1,85 ng\ie [or dose, dependendo da cepa
viral. A tumorigenicidade e infectividade de DNA cklula hospedeira sdo considerados
riscos potenciais para vacinas, de modo que o @odat Especialistas em Padrbes
Biol6gicos da Organizagdo Mundial da Saude em E3®abeleceu que niveis de até 10
ng DNA (menor que 200 pares de bases) por doseadiitp injetavel produzido em
linhagens continuas — tais como Vero — sao aceéstatste limite ndo se aplica a
linhagens celulares diploides, culturas primariasacinas orais, mesmo que produzidas
por linhagens continuas (FINN; EGAN, 2018). Sendsim, o0s virus purificados por
SXC ja se enquadravam no quesito que diz respeitDMA da célula hospedeira
engquanto contaminante critico derivado do processo.

Uma vantagem do processo com SXC, quando companachgprocesso utilizando
cromatografia de troca ibnica, é a questao do pEX& permite trabalhar em uma ampla
gama de pH, conferindo robustez ao processo eraimdbd a necessidade de condicionar
0 sobrenadnte a um determinado valor de pH antedidantacdo ao processo. Além
disso, este fato permite que a operacdo se dé emepHo, que por sua vez foi
determinado por Pato et al. (2014) como o pH damerstabilidade para o virus 17DD.

Quando o volume de sobrenadante clarificado agliéatiembrana de 100 &foi
aumentado para 600-700 mL, observou-se que a neqfmese manteve total, indicando
uma alta capacidade dindmica para a fase esta@odér SXC. Nestas condic¢des,
aplicando um sobrenadante com titulo viral na faiea ,75E8 PFU mikt para 17DD a
6,03E8 PFU mt! (17D-204), foi possivel purificar virus suficiergara preparar 33774
e 112316 doses, respectivamente, com niveis de @NI,7 e 4,5 ng por dose e niveis
de proteina total medida por ensaio de Bradfordl4l&@ e 9,5 ng, respectivamente,
confirmando o bom desempenho de SXC para a pwéiao virus da febre amarela
produzido em células Vero em meio isento de commesede origem animal. (Tabela
14).
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Tabela 14: Quantidades calculadas de doses de vaxide febre amarela a partir de execucées por
cromatografia de excluséo estérica (SXC) do virusadfebre amarela produzidas em culturas de
células Vero.As colheitas de virus clarificadas foram tratacta® nuclease para digestdo de DNA antes
da cromatografia. O SXC foi procedido em membraimas uso Unico, estas constituidas de coluna de
celulose regenerada de 100%arom tamanho de poro de 1,0 um e a alimentacatadppara 10% de
PEG-6000. As particulas de virus purificadas foracaperadas por um passo de eluicdo para uma soluca
tampé&o de Tris-HCI 50 mM, cloreto de s6dio 150 rpM,7,4. Os valores indicados sao médias aritméticas
+ erro padrdo das réplicas analiticas.

Produto purificado (eluicéo)

Volume (mL) Titulo Viral (PFU ml;l) Proteinas pc DNA por

Cepa iniciaf  final FCt PFU mL* Recuperagio (%) Doses () dosé (ng) dosé (pg)
17DD  1009,4 10 100,9 1,75x 100 + 1,77x 10 97,7 £13,8 33774+£3203 12,7+12 147%.1,4
17D 204 89,1 10 89,6 6,03x 10° + 1,28x 10° 110,2+6,1 112316 £ 2321 4,5+0,1 9,5+0,2

PFU, unidade formadora de placas de lise

& coheita viral clariicada tratada com nucleasatezado condicionamento com PEG
b pools da eluigdo SXC

¢ fator de concentragdo volumétrica

d por ensaio de placas

€considerando um titulo de > 4,74 Log PFU dose 1 para a vacina comercial

fproteinas totais por ensaio de Bradford (mdx 250 x 10° ng de proteina total por dose)

€ dsDNA por ensaio de PicoGreen (max 10° pg DNA por dose)

Para fins de comparacgéo, o processo de producéacitza de febre amarela a
base de ovos embrionados tem um rendimento de A@@kBses por ovo (STAPLES
al., 2018). As aproximadamente 100.000 doses, quamfqourificadas a partir de
aproximadamente 1 L de suspenséo viral da cepa204Dsubstituiriam de 333 a 1000
0VOS.

Os resultados obtidos sdo muito promissores pdesenvolvimento de um novo
processo para purificacdo de virus para vacinas sofente para febre amarela, mas
também para outros flavivirus, uma vez que a SXtarseem funcdo do tamanho e,
portanto, pode constituir uma plataforma univepsah purificacdo de virus. Apenas em
uma etapa de captura, os virus foram purificados @cuperacdo proxima a 100% e

niveis de proteina total e dsDNA conforme precaiozaelas agéncias regulatorias.
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Tabela 15: Balancos de massa e recuperagfes obtigesa a cromatografia de exclusdo estérica (SXC) ddrus da febre amarela (FA) produzido em

células Vero em meio isento de soro animak SXC foi realizada utilizando membrana de celelomgenerada (100 éycom tamanho com tamanho de poro de

1,0um e ajustando a alimentacéo para 10% de PEG-6000.

Produto Impurezas
Titulo Viral (PFU mL?Y) Proteina DNA
Cepa Nuclease Amostra Volume (rriL) Log % (g mLh) % (ng mLY) %

17DD sim  Alimentacao 443,Z 6,28 = 0,06 100 49,4 +0,2 100 61,7 £5,2 100
FT + lavagem 463,2 4,92 +0,02 450,55 44,7+01 94,6=x0,5 <LOD ofL
Eluato 1 5,0 8,20+ 0,03 93,5+10,8 163,4+1,6 7,5+01093,4+35 37,6+2,0
Eluato 2 5,0 7,10+0,08 7,6+1,3
2 (FT + lavagem + eluatos) 105,6 £ 10,9 102,0 £ 0,5 376 £ 20

17D 204 sim  Alimentac&o 437,32 6,18 + 0,03 100 53,6 +7,2 100 63,1 +3,7 100
FT + lavagem 467,32 4,76 £ 0,03 4,0+ 0,6 47,0+x5,2 91,7+16,0 <LOD <LOD
Eluato 1 5,0 8,12+ 0,16 101,4 + 26,7 182,0+2.,5 78+1,0 7473,0 27,1+1,7
Eluato 2 50 6,98+0,19 75+23
2 (FT + lavagem + eluatos) 112,9 £ 26,8 99,5+16,1 27,1+17
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5.5 AVALIACAO DO PERFIL DE N-GLICOSILAGCAO DAS CEPAS VAMAIS DE
FA

O pool do eluido da purificacdo por SXC se encontra enpé Tris-HCI 50 mM, o
que dificulta a posterior analise de perfil deggitacdo da particula viral por meio da técnica
utilizada, uma vez que a amostra deve estar ensalngdao com concentracéo baixa de sais
e em tampao fosfato pH 7,0. Por isso, primeiramiiteealizada a troca para tampéo de
fosfato 50 mM pH 7,0 utilizando o concentrador \$pm® Turbo 2 ¢ut offde 100,000
MWCO, Sartorius). As amostras de virus 17DD e 10D Rurificadas foram entéo tratadas
com PNGase F para liberacdo dos glicanos ligados, gnélise dos mesmos por meio de
HILIC-HPLC. Os N-glicanos foram liberados com éx@étem tempo menor do que reportado
por Tayi e colaboradores (TAYI; BUTLER, 2015).

5.5.1 Andlise do Perfil Global de N-glicosilacdo de FA paHILIC-HPLC

A técnica de HILIC-HPLC permite a separacdo dosaglbs com base em sua
hidrofilia, e € um método rapido, sensivel e da edsolucdo, desenvolvido para detectar
quantidades em femtomoles #pde misturas de glicanos acidos e neutros sinedtaente
(GUILE et al., 1996; REUSCH et al., 2015; ROYLEaét 2008).

Os glicanos foram derivatizados com 2AB e adsos/@@oluna TSKgel Amide 80.
Foi utilizado um gradiente de formiato de amonietanitrila para sua eluicdo. O método
demonstrou bom desempenho em relacdo a separag@ticdmos, mostrando-se adequado
para a andlise da N-glicosilacdo do virus da felonarela. E descrita na literatura, que a
deteccao dos glicanos ap6s a derivatizacdo comé&#édhsivel (REUSCHt al, 2015). Foi
observada a presenca de 12 picos para a cepa #7®&picos para a cepa 17DD. Ressalta-
se que o numero menor de picos identificados paftware do equipamento para a cepa
17DD provavelmente esta relacionado a menor coraggit desta amostra, visto que os dois
cromatogramas mostram perfis equivalentes na eocrmmatografica. Os perfis obtidos em

funcéo do tempo de retencdo na coluna s&o mostnadéigura 40.
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Figura 40: Cromatograma obtido por analise de HILIC-HPLC de amostra de glicanos liberados do virus
da febre amarela (Cepas 17DD e 17D 204)s resultados mostram os perfis cromatograficesidas cepas
vacinais de FA: em preto a cepa 17D 204 e cepa lgiDnagenta sdo similares.

Com os tempos de retencdo dos picos identificadesarridas cromatograficas, foi
feita a conversdo de tempo de retencédo para ursdieglicose (UG) e os dados foram
comparados com a Glycobase 3.24
(https://glycostore.org/displayCollection/Publisk&2DGlycans) obtendo-se 29 possiveis
estruturas de oligossacarideos para a cepa 17Dheléra6) e 62 possiveis estruturas de
oligossacarideos para a cepa 17D 204 (Tabela 17).
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Tabela 16:Possiveis N-glicanos principais da cepa 17DD repergados por nomenclatura e estruturas
preliminares. A amostra viral purificada foi desnaturada, fovatia com PNGase F, separada por HILIC-
HPLC e comparada com ladder de dextrana hidroligadeita busca na Glycobase 3.2.4 para possiveis
estruturas.
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Figura 41: Continuacéo da Tabela 16.
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Tabela 17: Possiveis N-glicanos da cepa 17D 204 representados nomenclatura e estruturas
preliminares (Global). A amostra viral purificada foi desnaturada, fovatla com PNGase F, separada por
HILIC-HPLC e comparada com ladder de dextrana lighda e feita busca na Glycobase 3.2.4 para mssiv
estruturas.
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Tempode  Conversdoem Comparagdo com a Glycobase 3.2.4
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Figura 43: Continuacgdo da Tabela 17.

5.5.2 Digestdao Sequencial com Exoglicosidases pabeterminacdo dos Glicanos

Presentes

O grupo de Guile e colaboradores sugeriram umastiige enzimatica com
determinadas exoglicosidases para a confirmartaguess de glicanos propostas a partir da

analise prévia do perfil global de N-glicosilacBsta digestao é muito util guando os valores
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de UG determinados na andlise global ndo sao enfes para identificar de forma definitiva
a estrutura dos glicanos devido a diversas posséatiuturas obtidas (GUILE et al., 1996).

Em decorréncia da especificidade de clivagem dea cawozima e do perfil
cromatogréfico obtido apds cada clivagem com cadar&, torna-se possivel elucidar de
forma definitiva as estruturas glicidicas efetivategresentes.

Para exemplificar a analise feita, foram escolhidascorridas cromatograficas
produzidas com a cepa 17DD. O primeiro cromatognapeesenta a amostra nao digerida.
As amostras foram sucessivamente digeridas comsen® de exoglicosidases: a primeira
enzima utilizada foi sialidase dethrobacter ureafacien&2-3,6,8 acido sialico) (ABS), a
gual removeu o acido sialico (NANA) ligado em2-3 a galactose; na sequénciap-a
galactosidase de testiculos bovings-8,4,6) (BTG) removeu a galactose ligadapdsdt a
N-acetilglicosamina (GIcNAc), sequencialment@;M-acetil-hexosaminidase @&anavalia
ensiformis(B1-2,3,4,6) (JBH) removeu GIcNAc ligada a manose-facosidase de rim
bovino @1-2,3,4,6) (BKF) removeu a fucose ligada @6 a GIcNAc e a-manosidase de
Canavalia ensiformisil-2,3,6) (JBM) removeu manose ligadd3- eal-6) a manose. No
caso do pico 7, que se sugere ser um glicanoasialilclaramente houve uma perda deste
pico ao se usar a sialidase ABS no cromatogramiasgwndente a esta enzima (Figura 41).
Quando foram usadas as enzimas ABS e BTG (cronaat@gABS/BTG), comparando-se
com o controle néo digerido, observou-se a perdgpams 3, 4, 5, 6 e 7, 0 que indica que
poderiam se tratar de glicanos mono e digalactimslaNo caso da enzima manosidase
(JBM), quando somente ela foi adicionada a amosiggervou-se uma perda do pico 3, com
0 qual sugeriu-se que este se tratava de um glidanalta manose. Nota-se que, com
ABS/BTG/JBH/BKF, apareceram picos nos tempos dsgdto 58 a 68 minutos, que seriam
o core do glicano (GIcNAc2Man3), visto que ambosstravam tempos de retencéo

diferentes comparados ao controle nédo digeridau(gig2).
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Figura 44: Analise com exoglicosidases (17DDDs N-Glicanos foram liberados, marcados comardiforo
2-aminobenzamida (2-AB) e analisados por HILIC-HPOTomatograma: 1) Amostra ndo digerida, 2) ABS,
sialidase, 3) ABS/ BTG-galactosidase, 4) ABS/BTG/ JBB;N-acetil-hexosaminidase, 5) ABS/BTG/JBH/
BKF, a-fucosidase e 6) JBMy-manosidase.
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Como resultado do tratamento com exoglicosidaseglitanos liberados da amostra
da cepa viral 17DD e da utilizacdo de GlycoBase43.foram descartadas varias estruturas
da Tabela 16 e foram propostas as estruturas gagés entre 0s monossacarideos
mostradas na Tabela 18.

A mesma analise foi feita para a cepa 17D 204anfatescartadas varia estruturas da
Tabela 17 e propostas as estruturas e as ligagdes s monossacarideos presentes na
Tabela 19.

Tabela 18N-glicanos propostos para a cepa 17DD do virus FAp6s confirmacgdo por digestdo sequencial

com diferentes exoglicosidases e analise das amsodtgeridas por HILIC-HPLC, e comparados com a
Glycobase 3.2.4.

Tempode  Conversdoem Comparagdo com a Glycobase 3.2.4
;. retengdo unidade de e
yi experimental glicose "‘M"“ ?: UG Denominagdo
[min) (uG) f
=T
4 i i 2,9210,04 AA[6] [10:725)
4,06 40,2 M0 (1eh:6:29)
= ==
" 73,07 5,64 . = 5,66 + 0,07 ALGA (Id:776)
3 78,80 6,38 . 6,324 .12 FleInaaa1]3] fi: 882)
m
L
4 B4.69 721 f 1,14 20,09 ARF[2)AGANL (Id:721)
[ |
n
|
| - mm
" 7,64 AABGL [id.864)
5 BT A1 764 !
7,70+ 0,34 A3G2 (Id:891)
[ R =
|
=
[ ] ".
-
v 7,70+ 0,34 A362 (Id:891)
- 87,96 7,73 A 3 ’
7,78+ 0,26 A2G[4)IS{61 (1d:941)
. -a -aa
-
7 &9, 80 802 A S 8001 A2G{4)251 (W:859)
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! 0,18 809 i 8,04 0,1 A2G(4)251 {1:859)
-
. N acerilgli conaming e platme @ focose * N seetilsesrsmin o
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Tabela 19N-glicanos propostos para a cepa 17D 204 do virua\FApos confirmacgéo por digestdo sequencial
com diferentes exoglicosidases e analise das amsodtgeridas por HILIC-HPLC, e comparados com a
Glycobase 3.2.4.

Tempode Conversdoem Comparagdo com a Glycobase 3.2.4
Pico retengdo unidade de Satreitin
2 ; : ras S
experimental glicose , UG Denominagdo
(min) (uG) [T
" ma
4,9240,04 A1[6) (1d:725)
X D o= 4,96 +0,2 M38 (1d:629)
" =a
ﬁ:: -a.
; 4,92+0,04 AL[6] (id:725)
2 6705 423 4,96 +0,2 M3B {Id:629)
- -
3 79,31 6,45 | SR e 19 MAA1G(4)1 (1d:830)
P
4 83,08 6,96 S mm 5,96 M6 D2 (Id:625)
oy |ﬁ =
5 84,08 7,12 i |i’ 7,14 £ 0,09 AZF(3)1G(4)1 (1d:721)
P .Ii, ‘am
6 85,05 7,27 i} 7,14 40,09 AZF(3)16(4)1 (1d:721)
]

. Nopcerilghl cotaming manse plutse @ fuose I Nacetilsesraminico

147



Tempode  Conversdoem Comparacdo com a Glycobase 3.2.4
I : e
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Figura 45: Continuacdo da Tabela 19.

Os dados apresentados na Figura 46 correspondabbuidgancias (obtidas segundo a
area dos picos) relativas de cada glicano encagrad cepa 17DD, apresentadas como

média + desvio padrdo de duas corridas indeperglpoteamostra, no perfil cromatogréfico
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desta cepa foram encontrados 8 picos, destes ndaskivel propor apenas uma estrutura de
glicanos para os picos 1 e 5.

As estruturas de glicanos proposta para a 17DDrfopaco 1 (Al e M3B), pico 2
(A1G1), pico 3 (F(6)M4A1[3]), pico 4 (A2F(3)1G(4)1pico 5 (A4BG1 e A3G2), pico 6
(A3G2 e A2G(4)2S(6)1), nos picos 7 e 8 é encontcadeesma estrutura (A2G(4)2S1), por

este motivo sdo representados por apenas uma cuugrafico abaixo (Figura 46).

Abundancia de Glicanos-17DD
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Figura 46: Abundancia relativa das glicoformas encatradas na cepa 17DDEstas glicoformas foram
detectadas utilizando HILIC apés liberagdo de PdGa® marcagdo com 2-AB, conforme analise global
(Tabela 17). Os dados estéo representados coma médsvio padréo (duplicata analitica da mesmataao

Na Figura 43, séo apresentados os dados que descesvabundancias relativas de
cada glicano encontradas na cepa 17D 204, aprdasntamo média + desvio padrdo de
duas corridas independentes por amostra. Paraessaforam encontrados 12 picos, dos
quais nao foi possivel propor uma estrutura dexgbs para os picos 1, 2, 8,9 e 12.

As estruturas de glicanos propostas para a 170a28¢h: pico 1 e pico 2 (Al e M3B),
pico 3 (M4A1G(4)1), pico 4 (M6 D2), pico 5 e picoA2F(3)1G(4)1), pico 7 (F(6)A1[3]
G94)1S(6)1 + GlcNac), pico 8 (AABG1 e A3G2), pic¢®BG2 e A2G(4)2S(6)1), pico 10
(A2G(4)2S1), pico 11 (F(6)A2G(4)2S(6)1) e pico FXR)A3BG3 e F(6)A2F(3)2G(4)2)
(Figura 46).
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Figura 47: Abundéncia relativa das glicoformas encatradas na cepa 17D 204Estas glicoformas foram
detectadas utilizando HILIC apés liberagdo de PdGa® marcagdo com 2-AB, conforme analise global
(Tabela 18). Os dados estéo representados coma médsvio padréo (duplicata analitica da mesmataao

Com base nos resultados obtidos nas corridas cogndfitas para a proposi¢cao de
possiveis estruturas para os glicanos encontraatasgs duas cepas virais testadas, foram
confeccionadas duas figuras, uma para cada cepla eitde as estruturas definidas apos
digestdo sequencial com as exoglicosidases foracoaddos aos perfis encontrados na
analise global dos glicanos (Figuras 48 e 49).
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Figura 48: Cromatograma obtido e estruturas de glianos propostas pela andlise por HILIC-HPLC de amosa de glicanos liberados da cepa 17DD
tempo de retengdo dos picos de glicanos foram c@dps com o ladder de dextrana, convertendo o tel®mpetengéo dos picos em unidades de glicose QRKS).
estruturas de glicanos propostas apds a digestA@s@xoglicosidases foram indicadas para os difeseicos obtidos na analise global.
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Figura 49: Cromatograma obtido e estruturas de glianos propostas pela andlise por HILIC-HPLC de amosa de glicanos liberados da cepa 17D 20®
tempo de retengéo dos picos de glicanos foram c@dpa com o ladder de dextrana, convertendo o telmpetencéo dos picos em unidades de glicose QAKS).
estruturas de glicanos propostas apos a digestA@s@xoglicosidases foram indicadas para os diEseicos obtidos na andlise global.
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As glicoproteinas produzidas em cultura de céldéamamiferos desempenham um
papel importante na fabricacdo de muitos produtioodicos. Para garantir uma
qualidade consistente dos produtos produzidos, esispde glicosilacdo deveriam
idealmente ser rigorosamente controlados, uma wez epta afeta propriedades
importantes das proteinas, incluindo a antigenitddaas particulas virais. No nivel
proteico, glicosilacdo € responsavel pelo corretovelamento das estruturas das
proteinas, trafico e estabilidade das mesmas ebéamdesempenha funcbes de
reconhecimento do receptor ao ligante (ROBY; FUKKROMYKH, 2012).

O significado da glicosilacédo de prM em flavivinperece ser duplo, impactando
tanto na montagem e quanto na liberacdo das dadicirais (ROBY et al., 2015). Por
outro lado, a glicosilacdo da proteina E foi asstiao aumento da viruléncia em
modelos de infeccdo de mamiferos e aviarios erriasfo eficiente por mosquitos. Foi
também sugerido que a glicosilacdo na proteinaténpmliza fendétipos de viruléncia,
facilitando a entrada de virus mediada pelo recfDAPLES et al., 2018).

Apesar de sua grande importancia, o perfil de gii@gdo dos diferentes virus
utilizados na producéo de vacinas € pouco estudaldez pela necessidade de amostras
purificadas e concentradas para a realizacao da@aedela complexidade da técnica.

Neste trabalho detectou-se uma mistura de glicarestes podem ser encontrados
na proteina E e na prM, o pool dos glicanos estglado destas duas proteinas virais

Dois dos mais caracterizados receptores para ftagivdependem quase
exclusivamente da glicosilacdo da proteina E pateracdo ou ndo com a prM em
particulas virais imaturas/parcialmente maduras: pasteinas transmembranares
tetraméricas de tipo Il que contém dominios de meecimento de carboidratos
dependentes de Ca2 + DCSIGN e DC-SIGNR ((KIM eR@ll7). Algumas reconstrucdes
feitas a partir das imagens de microscopia eletedmie transmissdo criogénica da
proteina E de DENV ligadas ao dominio de reconhexsimde carboidratos dependentes
de DC-SIGN demonstraram que os glicanos ligado$a i proteina E, em vez dos
encontrados no residuo N153/4 conservado nos ftagivsao necessarios para a ligacéao
do virus (POKIDYSHEV-Aet al, 2006).

Existe, portanto a necessidade de caracterizac@pedt de glicosilacdo das
particulas virais produzidas em cultura celulam ¢&cnica de HILIC-HPLC para a
separacao e deteccdo dos glicanos marcados com rBA&rou ser uma excelente

ferramenta para esta analise.
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6. CONCLUSOES E SUGESTOES

6.1 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente tmbatilem ser tragcadas as

seguintes conclusoes:

v" As células Vero foram adaptadas ao cultivo em m@gosultura isentos de soro
Opti Mem e ProVero 1 usando um protocolo de adaptdgeta de meio contendo
10% v v! SFB para os frascos de cultivo contendo meio sgm s

v' A producéo do virus da febre amarela (cepas 17DTDe204) utilizando células
Vero aderentes em microcarregadores demonstrowrseprocesso viavel e
pratico, quando comparado ao processo produtivdictomal usando ovos

embrionados.

v" A utilizacdo do microcarregador Cytodex 3 fornec®ntro das faixas estudadas,
as melhores condicGes de cultivo e as maiores ntagées celulares (1,2 x°10

células mL).

v As melhores condi¢cdes de infeccdo definidas noeamento experimental
foram: MOI de 0,002, TOI de 5 dias e TOH de 4 diestas condigdes, o titulo
viral méaximo obtido foi de 7,3 Log PFU riL

v' Demonstrou-se a possibilidade de conduzir o procdssproducédo viral com
“shift’ de temperatura de 37 °C para 34 °C no momeniaofdecéo, e de fazer
colheitas repetidas do virus da febre amarela,indibise a cultura celular
infectada ao volume de trabalho inicial apos canflaeita de 80% do volume de

trabalho.

v Arealizacdo de um processo com 5 colheitas swessaipartir da mesma cultura
celular infectada uma vez permitiu obter uma quiadke de suspenséo viral cerca
de 5 vezes maior com aproximadamente o mesmo tirdb possibilitando a

economia de banco de células e lote semente viral.
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v

A producdo de altos titulos do virus da febre ataaeen microcarregadores,
utilizando o meio isento de soro (Opti MEM) e calae repetidas contribui para
o desenvolvimento de uma nova tecnologia, altermafo uso de ovos

embrionados para a producédo de uma nova vacirebde &marela.

A técnica de purificagéo investigada (cromatogrdéaexcluséo estérica - SXC),
bem como as condi¢cdes de processo estabelecidaamae adequados para a
obtencéo do virus purificado e concentrado e pareqaicaveis a processos em

escala industrial.

As condi¢cles estabelecidas para SXC, resultararamneanrecuperacao totat (
100% por ensaio de placas) do virus, utilizou-$ ¥Ov! de PEG-6000 para a

purificacdo de ambas as cepas virais.

O uso de sacarose como criopreservante, permitiaraitencao da estabilidade
do virus armazenado a -70 °C e submetido a ciclos d

congelamento/descongelamento.

A técnica de HILIC-HPLC demonstrou ser um métodopies e robusto para a
separacdo e deteccdo de glicanos, permitindo adetdm do padrdo de

glicosilac&o presente nas prtoteinas do virus loe femarela (cepas 17DD e 17D
204).

6.2 SUGESTOES

Como sugestdes para trabalhos futuros, propde-se:
Investigar o escalonamento das condicfes do figsooer para biorreatores de
tanque agitado, assim como estudar o emprego do dedultivo continuo com

retencao celular (perfuséo).

Realizar estudos de estabilidade da SV apoés a eééapaptura para determinacao

das melhores condi¢des de estocagem.
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v Investigar o uso de membranas adsorvente, de selglafatada (SCMA) para
uma etapa de purificagdo, visando ao polimentafagpamento do grau de

pureza.
v' Um aprofundamento da andlise de glicanos das deescvacinais de febre

amarela por HILIC-HPLC, partindo de amostras matscentradas, que

permitam um menor desvio experimental.
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