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Neste trabalho, particulas pseudo-virais (VLPs, do inglés virus-like particles) dos
quatro sorotipos do virus da Dengue foram produzidas, purificadas e caracterizadas. As
VLPs foram produzidas por células da linhagem HEK293-3F6 transfectadas utilizando
lipideos catibnicos e o vetor plasmidial contendo as sequéncias genéticas referentes as
proteinas estruturais de pré-membrana (prM) e envelope (E) dos respectivos sorotipos
do virus. As células transfectadas foram cultivadas em suspensé&o sob agitag&o orbital,
em meio de cultivo quimicamente definido e livre de compostos de origem animal. Para
a purificagéo das VLPs, foi utilizada a técnica cromatografica de troca i6nica (IEX) com
uma membrana de troca anidnica, seguida por uma etapa de cromatografia de exclusao
estérica (SXC), realizada com uma membrana de troca catidnica na presenca de PEG
(polietilenoglicol 8% m/v), realizando-se por fim a concentragdo das VLPs utilizando um
dispositivo contendo membranas de ultrafiltracdo de poliétersulfona (PES) com massa
molecular de corte de 100 kDa. As amostras purificadas foram avaliadas através das
técnicas de Immunoblot, eletroforese e Western blot, quantificacdo de proteinas totais,
SEC-HPLC, quantificacdo de DNA residual e microscopia eletrbnica de transmisséo. As
andlises confirmaram que foi possivel obter particulas pseudo-virais para os quatro
sorotipos do virus da dengue com tamanho e estrutura compativeis com 0s virus
nativos. O processo de purificacdo combinando as técnicas cromatograficas de IEX e
SXC se mostrou eficiente para remoc¢do de contaminantes criticos, e a
ultrafiltracao/diafiltracdo (UF/DF) foi Gtil para concentrar as amostras de DENVL1/TT,
DENV2/TT e DENV1/TE.
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In this work, virus-like particles (VLPs) of the four serotypes of the dengue virus
were produced, purified and characterized. The VLPs were produced by HEK293-3F6
cells transfected using cationic lipids and the plasmid vector containng the genetic
sequences encoding the pre-membrane (prM) and envelope (E) proteins of the
respective virus serotypes. The cells were growth in suspensions culture under orbital
agitation, in a chemically-defined, animal-component free medium. In the purification
process, the ion exchange chromatography (IEX) technique utilizing an anion exchange
membrane was apllied, following by steric exclusion chromatography (SXC) utililizing a
cation exchange membrane in the presence of PEG (polyethylene glycol 8% m/v).
Finally, the concentration of the VLPs was carried out using a device containing
ultrafiltration membranes of polyethersulfone (PES) with a molecular mass cut-off of 100
kDa. Purified samples were evaluated using Immunoblot, SDS-PAGE and western blot
techniques, total protein quantification, SEC-HPLC, residual DNA quantification and
transmission electronic microscopy. The analyses confirmed that it was possible to
obtain virus-like particles for the four serotypes of the dengue virus with size and
structure compatible with the native viruses. The purification process combining IEX and
SXC chromatographic techniques proved to be efficient for removing critical
contaminants, and ultrafiltration/diafiltration (UF/DF) was useful for concentrating
DENVL1/TT, DENV2/TT, and DENV1/TE samples.
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1. Introducéo

A dengue é uma doenca que tem se espalhado rapidamente pelo mundo,
tornando-se endémica em mais de 100 paises e colocando quase metade da populacéo
mundial em risco de infeccdo. Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude, nos ultimos
50 anos, a incidéncia da dengue aumentou 30 vezes, estimando-se que 390 milhdes de
infec¢des ocorram por ano (“WHO | Dengue”, 2018). No Brasil, segundo o Ministério da
Saude, até dezembro de 2022 os casos de dengue aumentaram em 160,4% no Pais
em relacdo a 2021, atingindo uma taxa de 667,4 casos/100 mil habitantes e atingindo
um recorde de 1.016 oObitos no ano de 2022, porém vale ressaltar que durante a
pandemia de COVID-19 houve uma reducdo na notificacdo dos casos de dengue no
Brasil (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

Com todo esse aumento, muitos esforgcos tém sido feitos, ndo s6 no combate
ao vetor transmissor, como também no desenvolvimento de vacinas para prevengao e
de medicamentos para terapia. O maior desafio no desenvolvimento de uma vacina para
dengue é garantir imunogenicidade para os quatro sorotipos, sem risco de aumento
imunomediado da infec¢do (Antibody-dependent enhancement of infaction — ADE) e
consequente aumento nos casos graves, ou seja, é desenvolver uma vacina tetravalente
que seja altamente eficiente e segura (DENG, et al. 2020, MARTINEZ, et al. 2021,
WANG, et al. 2021).

O ADE é um fendbmeno, j& observado in vitro em modelos animais, que ocorre
devido a mais de uma infeccao heterotipica por DENV, ou seja, a presenca de
anticorpos provenientes de infec¢@o anterior com virus de um dado sorotipo, ndo sédo
capazes de neutralizar o virus do outro sorotipo (infeccdo heterotipica), mas ndo se
ligam aos receptores das células e assim facilitam a entrada do virus nessas células,
podendo levar a um maior nimero de células infectadas e a um aumento na producao
intracelular do virus, consequentemente gerando uma maior carga viral no organismo
do individuo (DENG, et al. 2020, MARTINEZ, et al. 2021, WANG, et al. 2021).

O produto DENGVAXIA® (Sanofi Pasteur) foi a primeira vacina contra a dengue
desenvolvida a ser licenciada para uso humano, tendo obtido registro até 0 momento
em 19 paises. Seu uso foi recomendado pelo SAGE (Grupo de Especialistas de
Aconselhamento Estratégico da OMS) em paises com alto indice endémico. E uma
vacina tetravalente de virus quiméricos vivos atenuados, que apresenta eficacia vacinal
de 66% apos trés doses com intervalos de 6 meses. Durante 0s ensaios clinicos que a

vacina tem uma menor eficdcia em individuos soronegativos, ou seja, pessoas que
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nunca foram infectadas com nenhum sorotipo do DENV apresentam menor resposta
imune comparado aos individuos soropositivos. Além disso, houve um aumento nos
casos de dengue grave em criancas menores de 9 anos, em comparag¢ao com criangas
nao vacinadas, razao pela qual o registro da vacina sé contempla individuos maiores de
9 anos (AGUIAR, STOLLENWERK, 2018, AGUIAR, et al. 2016, SCHERWITZL, et al.
2017, TORRESI, etal. 2017, “WHO | Revised SAGE recommendation on use of dengue
vaccine”, 2018). A segunda vacina licenciada para uso humano é a vacina QDenga®
(Takeda Pharma), até o momento obteve o registro em paises da unido européia, Reino
Unido, Indonésia e Brasil, sendo recomendado o uso em paises com alto indice
endémico. A QDenga € uma vacina tetravalente de virus quiméricos vivos atenuados,
possui uma cobertura vacinal de 61% contra casos sintomaticos de dengue apds duas
doses com intervalos de 3 meses. E indicada para prevencdo de dengue causada em
individuos de 4 a 60 anos independente da exposicdo anterior ao virus (BISWAL, et al.
2020, RIVERA, et al. 2022).

As particulas pseudo-virais (VLPs, do inglés virus-like particles) séo estruturas
tridimensionais compostas por proteinas estruturais virais, expressas em sistemas
recombinantes, que se auto-organizam na forma de particulas. Elas mimetizam a
organizacao e a conformacéo tridimensional dos virus nativos e, quando usadas como
vacinas, apresentam o antigeno em um arranjo repetitivo, porém sem possuirem o
genoma viral. Estes fatores as tornam seguras e em geral capazes de induzir respostas
imunes robustas (GRGACIC, ANDERSON, 2006, LUDWIG, WAGNER, 2007, NOAD,
ROY, 2003).

Atualmente, as células de mamiferos sdo o sistema mais utilizado para
producdo de proteinas recombinantes utilizadas na é&rea da saude humana,
representando de 60% a 70% de todos os produtos biofarmacéuticos comercializados.
Dentre as linhagens existentes, a de ovario de hamster chinés (CHO), mieloma de
camundongo (NSO0), rim de hamster neonato (BHK) e rim de embrido humano (HEK-
293) sdo as mais utilizadas para producdo dessas proteinas recombinantes
(FUENMAYOR, et al. 2018, WURM, 2004).

Para a producao de uma proteina recombinante de uso biofarmacéutico, um
processo muito bem estabelecido e validado deve ser desenvolvido. Para isso, etapas
como a definicdo da sequéncia genética recombinante, bem como a transferéncia
desses genes para as células, a obtencdo de linhagens recombinantes
preferencialmente estaveis e clonalmente derivadas, o estabelecimento do processo de
cultivo celular (upstream processing), o desenvolvimento do processo de purificacdo
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(downstream processing), o desenvolvimento e validagéo analitica para caracterizacéo
do produto, a realizacdo de estudos de estabilidade e a conducdo de ensaios nao-
clinicos e clinicos, devem ser cuidadosamente planejadas e executadas (MAO, CHAO,
2019).



2. Revisao da literatura
2.1. Dengue

2.1.1. Epidemiologia

As infec¢Bes causadas pelos quatro sorotipos do virus da dengue vém crescendo
devido a capacidade de adaptagdo dos mosquitos e ao aumento da circulagédo do virus
desde a década de 1980 (BARRETO, TEIXEIRA, 2008).

Uma enciclopédia chinesa datada de 610 DC descreve eventos clinicos que sao
compativeis com a dengue, embora o periodo exato do acontecimento ndo seja
conhecido. De 1779 a 1780 s&o descritas as primeiras epidemias de uma doenca
semelhante & dengue em Batavia (Jacarta), Cairo e Filadélfia. As epidemias atingiram
as Américas, Africa, Asia, Europa e Australia em intervalos irregulares entre 1823 e 1945
(HENCHAL, PUTNAK, 1990, KAUTNER, et al. 1997, MAIRUHU, et al. 2004, RIGAU-
PEREZ, et al. 1998, TEIXEIRA, et al. 1999). O isolamento do virus ocorreu na década
de 1940, quando pesquisadores observaram que existiam caracteristicas antigénicas

distintas e foram denominados entdo de sorotipos 1 e 2.

Durante a Segunda Guerra Mundial, houve um aumento na circulagdo dos
mosquitos, uma vez que eles foram transportados nos navios dos paises tropicais para
outros paises. Essa introducao dos mosquitos levou a co-circulacdo de varios sorotipos
e consequentemente ao aumento da atividade epidémica. Em 1953 nas Filipinas,
ocorreu a primeira epidemia relatada de dengue hemorragica, que persistiu no sudeste
asiatico até os anos 70, quando entdo foram isolados os sorotipos 3 e 4. No entanto, a
epidemia se espalhou para o sul da Asia e leste da China nos anos de 80 e 90
(KAUTNER, etal. 1997, MAIRUHU, et al. 2004, RIGAU-PEREZ, etal. 1998, TEIXEIRA,
etal. 1999).

Nas Ameéricas, a primeira epidemia de febre da dengue foi registrada em 1977 e
de febre hemorragica da dengue em 1981, ambas em Cuba. Outras duas grandes
epidemias ocorreram na Venezuela (1989) e novamente em Cuba (1997) (MALAVIGE,
etal. 2004). Em 1998, 17 paises das Américas ja haviam registrados casos de dengue,
porém ndo havia registros de casos graves de dengue (BARRETO, TEIXEIRA, 2008,
TEIXEIRA, et al. 1999).



Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), no final de 2022 haviam sido
relatados nas Américas aproximadamente 2,6 milhbes de casos de dengue, sendo
aproximadamente 4.300 casos graves e 2000 mortes (“PAHO/WHO | Description of the
current epidemiological trends of dengue in the Americas”, [S.d.]). A Figura 1 apresenta

0 numero total de casos da dengue reportado nas Américas até 2022.
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FIGURA 1. Numero total de casos de dengue reportado nas Américas nos ultimos 13
anos. Adaptado de (“PAHO/WHO Data - Boletim Anual Arbovirosis 2022”).

No Brasil, em 1982 foram isolados os sorotipos 1 e 4 em Roraima, sendo
comprovadamente a primeira epidemia registrada no Brasil (BARRETO, TEIXEIRA,
2008, TEIXEIRA, et al. 1999).

A disseminagéo da dengue no Brasil ocorreu em 1987 com epidemias no Rio de
Janeiro, Alagoas, Ceard, Pernambuco e pequenos surtos em S&o Paulo, Minas Gerais
e Bahia (BARRETO, TEIXEIRA, 2008, TEIXEIRA, et al. 1999).



Nos anos 90, surgem os primeiros casos de dengue hemorrdgica e ocorre um
aumento na circulacéo viral, causando uma epidemia gravissima em 1994 no Ceara
(BARRETO, TEIXEIRA, 2008, TEIXEIRA, et al. 1999).

Em 2002, ocorreu uma grande epidemia e confirma-se a presenca do sorotipo 3 no
Brasil. Segundo BARRETO, TEIXEIRA (2008), a partir de 2005 era esperado um
aumento vertiginoso nos casos de dengue e, em 2008, chegou-se a mais de 700 mil

casos registrados pelo Ministério da Saude.

O Brasil passou anos apresentando epidemias apenas nos grandes centros
urbanos e em alguns estados (Figura 2), porém atualmente a doenca & bem
disseminada em todas as regides. Segundo o boletim epidemiolégico do Ministério da
Saude de Dezembro de 2022, as regifes Centro-Oeste e Sul apresentaram em 2022 o
maior nimero de casos provaveis, seguida das regides Sudeste, Nordeste e Norte,
respectivamente (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, MINISTERIO DA
SAUDE, 2022).

Taxa de Incidéncia
DENGUE SE51/2022
Sem dados
0,1-50,0
50,1 -100,0
= 100,1 - 300,0
N 300,1 - 500,0
N 500,1 - 30295,3

FIGURA 2. Distribuicdo da taxa de incidéncia de dengue, por municipio, no Brasil.
Semanas epidemioldgicas de 1-51 - Adaptada de (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM
SAUDE, MINISTERIO DA SAUDE, 2022).



Segundo o estudo de BRADY, et al. (2012), a dengue esta presente em 128
paises, deixando 3,97 bilhdes de pessoas em risco de infeccdo. Desses paises, 46
registram casos de dengue anualmente, sendo o maior nimero de notificagdes na Asia

e nas Ameéricas.

2.1.2. Ovirus

O virus da dengue (DENV) é pertencente ao género Flavivirus, da familia
Flaviviridae, que também inclui os virus da zika, febre amarela, encefalite japonesa,
febre do Nilo Ocidental, encefalite de Saint Louis, entre outros. E um virus envelopado
icosaédrico, com aproximadamente 50 nm de diametro, cujo genoma é composto por
uma molécula de acido ribonucleico (RNA) de fita simples com polaridade positiva e um
Unico quadro de leitura aberto (ORF), que codifica trés proteinas estruturais (capsideo,
pré-membrana, membrana e envelope) e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5), como esquematizado na Figura 3 (ADIKARI, et al.
2016, UNO, ROSS, 2018, WONG, et al. 2012, ZHANG, et al. 2017). Existem quatro
sorotipos (DENV 1-4) antigenicamente distintos do virus que se diferenciam em 25-40%
no nivel de aminoacidos do envelope viral e sdo clinicamente indistinguiveis, isto é,
apresentam sintomas clinicos indistinguiveis, mas geram anticorpos neutralizantes
especificos para cada sorotipo devido as diferencas na sequéncia de aminoacidos (LIU,
et al. 2014, RAMASAMY, etal. 2018Db).

Estrutural N&ao-estrutural

5 UTR 3'UTR
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N\

NS2A NS2B NS4A NS4B

FIGURA 3. Esquema do genoma do virus da dengue. As proteinas estruturais sdo a
proteina do capsideo (C), a proteina pré-membrana (prM) e a proteina do envelope (E).
Adaptada de CHEW, et al. (2017).



Das proteinas estruturais, a glicoproteina do envelope (E) (Figura 4) esta localizada
na superficie do virus e é organizada em trés dominios (EDI, EDII, EDIII). Tem como
propriedades principais a ligacao e fusao do virus ao receptor da membrana celular,
bem como a entrada nas células do hospedeiro, sendo também o principal alvo do
sistema imunolégico, gerando anticorpos que podem ser neutralizantes e protetores (DE
LA GUARDIA, LLEONART, 2014, FAHIMI, et al. 2018, UNO, ROSS, 2018, ZHANG, et
al. 2017). Segundo a literatura, cada dominio possui uma fun¢éo: o EDI esta localizado
na porcao N-terminal da proteina E, possui sitios de glicosilacao e é responséavel pelas
mudancas conformacionais e estabilizacéo da proteina E, podendo gerar anticorpos nao
neutralizantes. O EDII é responséavel pela fusdo do virus com as células através da
ligacdo aos receptores celulares e interage com a proteina pré-membrana (prM)
bloqueando o loop de fusédo. O EDIII est& localizado na por¢do C terminal da proteina
E, possui 0s principais sitios de ligagao ao receptor da célula-alvo, auxiliando na entrada
do virus nas células, além de possuir epitopos especificos para cada sorotipo, que
podem levar a geracdo de anticorpos Anti-EDIII neutralizantes que geram memoria
imunoldgica e sédo especificos para cada sorotipo do virus da dengue. Os anticorpos
voltados para os dominios | e Il sdo em geral responsaveis pela reatividade cruzada,
uma vez que apresentam fraca neutralizagdo e reconhecem diversos flavivirus, pois esta
regido é altamente conservada nessa familia (FAHIMI, et al. 2018, ZHANG, et al. 2017,
ZHANG, et al. 2003, ZHANG, et al. 2004).

FIGURA 4. Estrutura da proteina do envelope (E) da dengue. Os trés dominios da
proteina E sdo mostrados: dominio I, vermelho; dominio Il, amarelo; dominio IIl, azul.
Adaptada de PERERA, KUHN, (2008).



A proteina prM encontra-se presente nos virus imaturos e é responsavel pela
protecao do loop de fusdo da proteina E, evitando que a proteina E sofra mudancas
conformacionais com a mudanca de pH que alterem suas propriedades antigénicas.
Quando clivada pela protease furina do hospedeiro, se transforma em proteina M,
fazendo com que os epitopos da proteina E figuem expostos, com isso o virus passa a
ser maduro e ter capacidade de infeccao e replicacdo (DE LA GUARDIA, LLEONART,
2014, KROL, et al. 2019, UNO, ROSS, 2018, ZHANG, et al. 2003).

A proteina C (nucleocapsideo) tem como papel principal a estabilizacéo e protecao
do RNA viral (DE LA GUARDIA, LLEONART, 2014, KROL, et al. 2019, UNO, ROSS,
2018, ZHANG, et al. 2017). A organizacao estrutural do virus pode ser observada na

Figura 5.
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FIGURA 5. Organizacdo da proteina E na superficie do virus da dengue. (a) O virus
imaturo. (b) O virus maduro. (c) Exposicao da al¢a de fuséo. E, C, M, FL e prM denotam
envelope, capsideo, membrana, loop de fusdo e pré-membrana, respectivamente.
Adaptada de KHETARPAL, KHANNA, (2016).

As proteinas nao-estruturais estdo relacionadas as atividades de replicacédo e
montagem viral, inducéo de apoptose nas células infectadas, e auxilio na fuga do virus
do sistema imunolégico do hospedeiro bloqueando a transducao de sinal induzida por
interferon a e B (DE LA GUARDIA, LLEONART, 2014, KHETARPAL, KHANNA, 2016,
UNO, ROSS, 2018).



2.1.3. A doenca

A dengue é uma doenga viral transmitida aos humanos por mosquitos fémeas do
género Aedes, espécies aegypti, albopictus e polynesiensi, ou através de transfusao
sanguinea, transplante de érgaos, secre¢cdes mucosas e materiais perfuro-cortantes
(por exemplo, agulhas). Nao existem relatos de transmissdo sexual, porém estudos
demonstraram que o virus permanece na secrecao vaginal por até 18 dias apés o inicio
dos sintomas, e para mulheres gravidas virémicas no parto, pode ocorrer uma
transmiss&o vertical e posteriormente via amamentacdo (RIGAU-PEREZ, et al. 1998,
UNO, ROSS, 2018, WILDER-SMITH, et al. 2019).

A infeccdo por esse virus leva ao desenvolvimento de quadros clinicos bem
descritos que se diferenciam através da intensidade dos sintomas, sendo classificados
como febre da dengue (FD), febre hemorragica da dengue (FHD) e sindrome do choque
da dengue potencialmente fatal (SCD), com tempo de incubacéo de 4 a 7 dias, podendo
chegar a 14 dias (BHATT, et al. 2013, KHETARPAL, KHANNA, 2016, LIU, et al. 2014,
METZ, et al. 2018, RAMASAMY, et al. 2018b, RIGAU-PEREZ, et al. 1998, UNO,
ROSS, 2018).

A FD é uma doenca febril que varia de acordo com a idade do paciente e tem como
principais sintomas cefaleia frontal intensa, nausea, vomito, dor retro-ocular, dores
musculares e nas articulagdes, hemorragia gengival e manchas avermelhadas na pele
(petéquia), podendo em alguns casos ser assintomatica. Os sintomas podem durar de
5 a 7 dias, e o virus desaparece do sangue com o desaparecimento da febre
(KHETARPAL, KHANNA, 2016, MAIRUHU, et al. 2004, MALAVIGE, et al. 2004,
RIGAU-PEREZ, et al. 1998).

A FHD é uma doenga febril aguda que geralmente ocorre em individuos adultos e
criancas que foram infectadas pela segunda ou mais vezes, porém pode ocorrer em
bebés em uma infeccdo primaria. Apresenta sintomas mais graves que FD, como
manifestacdes hemorragicas (gengival, vaginal, gastrointestinal etc.), febre alta,
taquicardia, hipotenséo, insuficiéncia circulatéria e aumento na permeabilidade vascular
resultando no extravasamento de plasma. O desenvolvimento da FHD ocorre devido a
um aumento repentino da temperatura entre 3 a 7 dias ap0s o aparecimento dos
sintomas de FD e de uma queda repentina da temperatura para niveis normais, com
uma diminuicdo progressiva da contagem de plaquetas e aumento de hematdcritos,
resultando no extravasamento de plasma da cavidade vascular. O tratamento

inadequado gera um choque profundo que pode levar os pacientes a 6bito devido ao
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aparecimento de outros sintomas graves (KHETARPAL, KHANNA, 2016, MAIRUHU, et
al. 2004, MALAVIGE, et al. 2004, RIGAU-PEREZ, et al. 1998).

A SCD ocorre devido ao tratamento inadequado do extravasamento de plasma, o
qual, em situac¢@es criticas, leva ao desenvolvimento de sintomas gravissimos, deixando
0 paciente em choque e podendo levar a 6ébito entre 12 e 24 h apds o choque. Os
sintomas de SCD sdo insuficiéncia circulatéria, pulso rapido e fraco, pele fria,
inquietacdo, hipotensdo subita, dor abdominal aguda e vOmito persistente
(KHETARPAL, KHANNA, 2016, MAIRUHU, et al. 2004, MALAVIGE, et al. 2004,
RIGAU-PEREZ, et al. 1998).

Algumas complicacdes sdo observadas em pacientes que desenvolvem 0s casos
graves, por exemplo, insuficiéncia hepatica, insuficiéncia renal aguada, edema cerebral,
encefalite, encefalopatias, cardiomiopatia, miocardite e, em casos mais raros, a
sindrome hemolitico-urémica (MAIRUHU, et al. 2004, MALAVIGE, et al. 2004).

A FHD e a SCD séo associadas ao fendmeno denominado de aumento
imunomediado da infec¢do, ADE, onde, em uma infec¢do secundaria com um sorotipo
diferente do anterior, os anticorpos ndo neutralizantes da infec¢do primaria se ligam ao
virus do novo sorotipo e formam complexos virus-anticorpos. Esses complexos sao mais
facilmente fagocitados pelas células, resultando em um aumento da replicagao viral no
organismo e consequentemente em um aumento da patologia que leva aos casos
graves. Segundo a literatura, a ADE é dependente do receptor da por¢do Fc dos
anticorpos (FcR), e os complexos virus-anticorpo formados se ligam as células que
possuem FcR na sua superficie, facilitando e aumentando a infec¢éo viral (DENG, et al.
2020, KHETARPAL, KHANNA, 2016, LIU, et al. 2014, MARTINEZ, et al. 2021,
TAKADA, KAWAOKA, 2003, WANG, et al. 2021).

2.2.Vacinas

O desenvolvimento e a popularizacéo de vacinas em escala mundial, ocorrido em
especial no Ultimo século, € considerado um grande avango para o controle e
erradicagdo de doencas infecciosas, melhorando drasticamente a saiude humana.
Segundo a OMS aproximadamente 1,5 milhdes de pessoas perdem a vida por doengas
evitaveis por vacina a cada ano e a imunizagdo salva de 4 a 5 milhdes de vidas
anualmente (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019).
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As primeiras vacinas desenvolvidas utilizavam virus vivos atenuados ou virus
inativados, sendo que o principio da vacinologia remete as descobertas de Jenner no
final do século XVIII e novas técnicas estdo constantemente sendo desenvolvidas para
que vacinas mais seguras e eficazes sejam produzidas (PITOISET, etal. 2015, SUSAN
L. PLOTKIN, STANLEY A. PLOTKIN, 2018).

As primeiras imunizacdes contra virus ocorreram na Inglaterra em 1721 com a
introducdo da técnica que ficou conhecida como variolizacdo. Desde entdo, diversos
estudos foram desenvolvidos proporcionando o desenvolvimento das techologias hoje
utilizadas. Em 1986, ocorreu o licenciamento da primeira vacina recombinante, que foi
produzida em leveduras, contra a hepatite B (SUSAN L. PLOTKIN, STANLEY A.
PLOTKIN, 2018).

As vacinas sdo responsaveis pela ativacdo das imunidades inata e adaptativa,
possuindo a capacidade de geracdo de memoria imunoldgica. Existem varios tipos de
vacinas para doencgas virais, sendo os principais a vacina de virus inativado, virus vivo
atenuado, DNA, subunidades, mRNA e de particulas pseudo-virais, conforme sera
discutido abaixo.

Os processos de fabricacdo de vacinas sdo complexos, com altos custos
associados ao desenvolvimento, producdo e fornecimento. Exigem alta seguranca,
eficacia e reprodutibilidade, ndo podendo haver mudancas que levem a alteragcées no
produto final. Em caso de alguma mudanga no processo, hovos testes sdo requisitados
pelas agéncias regulatérias para confirmar que a vacina é comparavel a produzida pelo
processo original (HAYMAN, et al. 2022, STANLEY A. PLOTKIN, et al. 2017).

A etapa inicial de um processo de fabricacéo é a obtenc&o de uma linhagem celular
e/ou de um virus semente e a confeccdo de um banco mestre com células ou virus
suficientes para toda a producéo futura. confecgdo de um banco mestre com células
suficientes para toda a producéo futura. A partir desse banco mestre, obtém-se os
bancos de trabalho, cujas aliquotas sdo utilizadas como partida para cada lote de
fabricacdo (GOMEZ, ROBINSON, 2018, PLOTKIN, et al. 2017, PUJAR, LUNDGREN,
2018). Todo material biolégico utilizado deve ser devidamente caracterizado quanto a
seguranca, estabilidade genética, tumorigenicidade e viabilidade, para comprovar que

ndo apresentam risco para o individuo (ROBINSON, 2016).

A formulacéo da vacina é projetada para maximizar a sua estabilidade, garantir a
distribuicdo eficiente do produto no corpo e garantir que a poténcia no final da vida de

prateleira permanece acima da dose efetiva demonstrada em ensaios clinicos em
12



humanos (AUNINS, 2010, GARGCON, FRIEDE, 2018). O controle de qualidade nesta
etapa geralmente consiste em avaliar poténcia, pureza, esterilidade, e outros ensaios
especificos para o produto. Apds formulada, a vacina é envasada em um recipiente
apropriado, que pode variar de acordo com o tipo de formulacado, passa pelos testes de
controle de qualidade e é distribuida para comercializagdo (GOMEZ, ROBINSON,
2018). Todos os componentes usados na fabricacdo da vacina estdo sujeitos a um
controle rigoroso de qualidade, sendo feitos testes de composicao para provar que 0s
materiais utilizados sdo adequados e nao alteram o produto durante o processamento
(ROBINSON, 2016).

A via de administracdo pode afetar a seguranca, imunogenicidade e eficacia de
uma vacina. Por isso, testes nao-clinicos sao realizados em animais para avaliagcao do
método que apresente maior eficicia e diminua o risco de reagcfes adversas, como, por
exemplo, irritacdo local, inflamacdo e formac&do de granulomas. Contudo, a via de
administracao é dependente do tipo de vacina e da prote¢do necessaria, levando em
consideracdo a via de infeccdo e transmissdo (AUSTRALIAN GOVERNMENT
DEPARTMENT OF HEALTH, [S.d.], STANLEY A. PLOTKIN, 2001, ZHANG, et al.
2015).

As vias convencionais de vacinacado incluem a via parenteral, que inclui inoculacao
intramuscular, intradérmica e subcutdnea (AUSTRALIAN GOVERNMENT
DEPARTMENT OF HEALTH, [S.d.], ZHANG, et al. 2015).

As vacinas de virus inativados sdo vacinas que contém o virus inativado por
agentes quimicos ou fisicos, ou seja, s&o manipulados para impedir a replicacéo viral,
porém evitando alterar sua constituicdo antigénica, que é determinante na qualidade
dos anticorpos gerados. Tem como principais vantagens a seguranca, pois ndo ha a
possibilidade de reversdo da atenuagdo, ndo s&o transmitidos a individuos néo
imunizados uma vez que o0s virus nao estdo se multiplicando, podem ser usados em
individuos imunocomprometidos e geram resposta imune estavel e duradoura. Contudo,
requerem varias doses, uma vez que ndo ocorre multiplicagdo do agente vacinal no

organismo, sdo altamente reatogénicos (BAXTER, 2007).

Jé as vacinas de virus vivos atenuados séo vacinas tradicionalmente obtidas por
passagens sucessivas do virus vacinal em animais ou culturas celulares, para
proporcionar mutagées no virus, diminuindo assim seu poder infeccioso. Atualmente,
mutacdes podem também ser inseridas de forma planejada por técnicas de manipulacao

genética. Nesse tipo de vacina, o virus encontra-se vivo, porém com poder infeccioso

13



baixo. S&o capazes de gerar respostas imunes de longa duragéo, apresentam padrbes
moleculares associados ao patdogeno (PAMPS) e capacidade do patdégeno se multiplicar
no hospedeiro por tempo limitado, necessitando de uma menor quantidade de antigeno
por dose. Entretanto, pode haver reverséo da atenuacédo e nao € feita a administracao
em pessoas imunocomprometidas (BAXTER, 2007, ROITT, et al. 2013).

Nas vacinas de DNA, utiliza-se um vetor que contenha o gene do patdgeno,
responsavel pela codificacdo de proteina do patdgeno que representa antigeno
importante para a imunizacdo. Como vantagens, apresentam maior estabilidade
térmica, quimica e bioldgica, e as proteinas expressas sao sintetizadas in vivo, sendo
mais propensas a ter a conformacao nativa. Entretanto, ttm como desvantagens o fato
de requererem em geral doses muito altas, apresentarem risco potencial de mutagénese
insercional e serem contraindicadas para individuos imunocomprometidos (BAXTER,
2007, DINIZ, FERREIRA, 2010).

Assim como as vacinas de DNA, existem também as vacinas de mRNA. Para a
producdo destas vacinas, utiliza-se um vetor molde (DNA plasmideal) que codifica o
antigeno de interesse e realiza-se uma transcricao in vitro, obtendo entdo o mRNA
desejado. A vantangem desse tipo de tecnologia € que ndo ha risco de mutagénese
insercional, tem propriedades autoadjuvantes, e a resposta imunoldgica é potente. Além
disso, o0 mRNA é uma plataforma de entrega facilmente degradado pelas vias
metabdlicas do hospedeiro sem causar efeitos colaterais. Entretanto, tem como
desvantagens a instabilidade do mRNA e a necessidade de um sistema de entrega
eficaz como as nanoparticulas lipidicas (SCHLAKE, et al. 2012, WANG, Yang, et al.
2021, XU, et al. 2020).

As vacinas de subunidades séo vacinas que utilizam fragmentos do patégeno que
estimulam o sistema imunoldgico sem risco de patogenicidade e evitam a producéo de
anticorpos das fragbes que ndo estdo relacionadas com a resposta imune do
hospedeiro, prevenindo problemas por inibicdo, hipersensibilidade ou exacerbacéo da
infeccdo. Podem ser compostas por peptideos, proteinas ou polissacarideos que
contenham os epitopos geradores de resposta imune (BAXTER, 2007, HANSSON, et
al. 2000, HOU, et al. 2023). Tem como principais vantagens a seguranca, pois sao
apenas fragmentos bem conhecidos dos virus, sem capacidade de replicacdo, causam
menos efeitos colaterais e podem ser administradas em individuos
imunocomprometidos (BAXTER, 2007, HANSSON, et al. 2000, HOU, et al. 2023).
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Por outro lado, as vacinas de subunidades tém algumas desvantagens, pois
requerem varias doses, uma vez que geram efeitos imunoldgicos de menor intensidade,
requerem o uso de adjuvantes para melhorar a resposta no organismo (BAXTER, 2007,
HANSSON, et al. 2000, HOU, et al. 2023).

As vacinas baseadas em particulas pseudo-virais (VLPs, do inglés virus like-
particles), sdo um tipo promissor de vacinas de subunidade, sendo que para algumas
doencas jA h&a vacinas em comercializacdo em todo o0 mundo, como, por exemplo,
CERVARIX® (papilomavirus humano, GSK), e Gardasil® (papilomavirus humano, Merck
e Co.) (PITOISET, et al. 2015, ROLDAO, et al. 2010).

As VLPs (Figura 6) sdo nanoestruturas tridimensionais compostas por proteinas
estruturais virais que tém a capacidade de se auto-montar quando estas proteinas virais
séo expressas na forma recombinantes. Elas mimetizam a organizagéo e a conformagéo
do virus nativo do qual foram derivadas e apresentam as proteinas antigénicas em um
arranjo altamente repetitivo, apresentando, portanto, alto potencial imunogénico. Além
disso, elas permitem modificaces na cadeia de aminoacidos e conjugacdes com outras
moléculas, podendo ser manipuladas para aumentar a eficiéncia da entrega em um alvo
especifico (FUENMAYOR, J., et al. 2017, GRGACIC, ANDERSON, 2006, LUDWIG,
WAGNER, 2007, NOAD, RQOY, 2003, SAHA, et al. 2020).

Apesar de mimetizarem a estrutura do virus nativo, ndo possuem o genoma viral.
Logo, séo incapazes de se replicar, de sofrer reversdo da atenuacdo e de infectar o
hospedeiro, o que as torna uma alternativa muito segura. Contudo, o uso de adjuvantes
pode ser necessario para obter alto efeito protetor e duradouro os quais, elevam o custo
de produgéo da vacina (FUENMAYOR, J., et al. 2017, GRGACIC, ANDERSON, 2006,
LUDWIG, WAGNER, 2007, NOAD, ROY, 2003, SAHA, et al. 2020). A geometria e 0
tamanho (20-100 nm) das VLPs, correspondente aos respectivos virus, contribuem para
a drenagem répida para os linfonodos e a captagdo por células apresentadoras de
antigenos, bem como a ativagdo dos sistemas imune inato e adaptativo, gerando
respostas imunes potentes e de longa duragéo (plasmdcitos). Portanto, a montagem
das VLPs na geometria e tamanho corretos € o ponto critico para a utilizacdo dessas
particulas em vacinas (BRUNE, et al. 2016, FRIETZE, etal. 2016, LUDWIG, WAGNER,
2007, SAHA, et al. 2020). Devido a sua versatilidade, as VLPs ja foram produzidas para
mais de 30 diferentes virus, desde os que possuem somente a proteina do capsideo até

0s envelopados e ndo envelopados (NOAD, ROY, 2003).
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Bicamada lipidica E

Virus VLP com capsideo VLP sem capsideo

FIGURA 6. Diagramas esquematicos de flavivirus: virus infecciosos (virions), VLP
contendo capsideo e VLP sem capsideo, todos na conformag¢do madura do virus. O
RNA de sentido positivo encontrado nos virions é mostrado em preto. A proteina do
capsideo (C) esta representada em verde, a proteina do envelope (E) em laranja, a
proteina da membrana (M) em marrom e a bicamada lipidica da membrana em azul.
Adaptada de CASTILHO, et al. (2022).

O sistema de expresséao utilizado para a producdo de VLPs deve ser escolhido
levando-se em consideracao o correto enovelamento e montagem das proteinas, bem
como as modificacbes pds-traducéo apropriadas (ARORA, et al. 2013, ROLDAO, et al.
2011, SAHA, etal. 2020, SHANG, et al. 2012). Um dos sistemas existentes, € baseado
em leveduras, apresentando baixo custo de producéo e facilidade de escalonamento de
processos. No entanto, nesse sistema o padréo de glicosilacédo é do tipo alta manose,
e o dobramento e montagem das VLPs podem ndo ocorrer de maneira correta
(FUENMAYOR, et al. 2017, GRGACIC, ANDERSON, 2006, ROLDAO, et al. 2011).

O sistema baculovirus-células de inseto também €& bastante utilizado por
apresentar alta produtividade, facilidade de escalonamento e minimizacdo do risco de
contaminagdo por outros patégenos (por exemplo, virus que causem doenca em
humanos), porém a glicosilacdo também €é do tipo alta manose e os contaminantes
derivados da célula hospedeira apresentam-se em alta concentragdo, uma vez que o
produto é intracelular, tornando dificil a sua remog¢do (FUENMAYOR, et al. 2017,
NOAD, ROY, 2003, ROLDAO, et al. 2011).
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O sistema que utiliza bactérias (E. coli) permite uma facil expresséo de proteinas
simples, apresenta baixo custo e facilidade de escalonamento. No entanto, as bactérias
em geral ndo realizam modificacdes pds-traducao, as proteinas recombinantes em geral
permanecem intracelularmente, dificultando a purificacdo, e as endotoxinas bacterianas
podem ser um problema (FUENMAYOR, et al. 2017, GRGACIC, ANDERSON, 2006,
NOAD, ROY, 2003).

As células de mamiferos constituem o sistema de expressdo mais comum para
VLPs de todos os tipos, inclusive as envelopadas e que requerem modificacdes pos-
traducdo mais complexas, pois apresentam montagem e dobramentos auténticos
(FUENMAYOR, et al. 2017, GRGACIC, ANDERSON, 2006, SAHA, et al. 2020).

A resposta imunolégica gerada pelas VLPs é dependente do tipo de particula que
se esta produzindo. Elas podem conter todas as proteinas de um dado virus ou apenas
parte delas. Elas ainda podem ser quiméricas, ou seja, conter proteinas oriundas de
mais de um virus ou sorotipos diferentes do mesmo virus. Essa composicao estrutural
das VLPs é determinante do tipo de resposta imune que sera gerada (FUENMAYOR, et
al. 2017).

2.2.1.Vacinas para dengue em desenvolvimento

A dengue tem se espalhado progressivamente no mundo inteiro, tornando-se uma
das doencas globalmente mais importante em transmisséo, e isso tem gerado esforcos
intensivos em pesquisas para a descoberta de novas drogas e vacinas que sejam
eficazes e seguras no combate a doenca (DENG, YANG, et al. 2020, LIM, 2019).

Em 2015, a primeira vacina para dengue foi licenciada em diversos paises da Asia
e América Latina, a DENGVAXIA® (Sanofi Pasteur). E uma vacina tetravalente, de virus
vivo atenuado recombinante, o qual possui o backbone do virus da febre amarela 17D
e os genes de prM/E dos quatro sorotipos da dengue. Foi licenciada para individuos
com idade entre 9 e 45 anos e a administracdo é de 3 doses em intervalos de 6 meses
(SWAMINATHAN, KHANNA, 2019, WICHMANN, et al. 2017). A segunda vacina
licenciada para uso é a QDenga (Takeda Pharma), atualmente esta licenciada na Uniédo
Europeia, Reino Unido, Indonésia e Brasil. E uma vacina tetravalente, de virus vivo
atenuado recombinante, e consiste em 1 cepa do virus da dengue sorotipo 2 atenuado
e 3 cepas recombinantes de virus da dengue 2 atenuado que expressam 0S genes

prM/E correspondentes aos sorotipos 1, 3 e 4 da dengue. A vacina foi licenciada para
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uso em individuos de 4 a 60 anos, tanto soropositivos quanto soronegativos, e a
administracdo é de 2 doses em um intervalo de 3 meses (BISWAL, et al. 2020, RIVERA,
etal. 2022).

Essa vacina tem algumas desvantagens, como, por exemplo, ndo ser
recomendada para individuos soronegativos, ter apenas 66% de eficacia apds as trés
doses e nédo ter uma faixa etaria de cobertura tdo abrangente, deixando a parte da
populacdo mais vulneravel sem a possibilidade de vacinacdo (SWAMINATHAN,
KHANNA, 2019, WICHMANN, et al. 2017). Por estas razdes, no Brasil, embora

aprovada pela Anvisa, ndo foi incorporada no calendario publico de vacinagéo.

Um dos maiores obstaculos, para o desenvolvimento de vacinas para a dengue,
além da ADE, é a compreensao dos mecanismos imunoldgicos e patogénicos do virus,
uma vez que tem-se como obsticulo a falta de um modelo animal verdadeiramente
adequado e confiavel para os estudos (JOHNSON, ROEHRIG, 1999, MORRISON, et
al. 2017, RATHORE, et al. 2021, WILDER-SMITH, 2020).

Varios tipos de vacinas para dengue encontram-se em desenvolvimento, sendo
que, no que diz respeito a vacinas baseadas em proteinas e virus recombinantes, que
é o foco deste trabalho, varias abordagens e sistemas de expressdo vém sendo
investigadas e as vacinas candidatas resultantes tém sido testadas em ensaios néo-

clinicos em diferentes espécies animais (Tabela 1).

Por outro lado, varias vacinas baseadas em virus vivos atenuados, virus inativados,
de subunidades e de DNA ja conseguiram chegar a testes clinicos em humanos. A
Tabela 2 apresenta os candidatos vacinais atualmente em avaliacdo clinica, conforme
busca realizada na base de dados de ensaios clinicos mantida pelo governo norte-

americano (clinicaltrials.gov).
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TABELA 1. Candidatos vacinais para dengue que néo atingiram as fases de ensaios clinicos.

fasicularis)

Tipo Empresal/instituto Abordagem Espécie animal usada Referéncia
no teste pré-clinico
Viva Universidade Chiang Mai, Sequéncia prM/E de DENV1 com Macaco Rhesus (KEELAPANG, et al.
atenuada Universidade Mahidol, NSTDA, background de DENV2 atenuado (Macaca mulatta) 2013)
quimérica BioNet Asia
Viva Instituto de Microbiologia e Sequéncia prM/E de DENV2 com Macaco Rhesus (LI, etal. 2013)
atenuada Epidemiologia de Pequim, backbone de JEV (Macaca mulatta)
quimérica Instituto de Produtos Biolégicos
de Chengdu
Viva Arbovax Truncamento do dominio Macaco verde africano | (BRIGGS, etal. 2014)
atenuada transmembranar | para (genus Chlorocebus)
selecionar os virus que se
replicam apenas em células de
insetos
Inativada US NMRC Virus purificado inativado com Macaco-da-noite (MAVES, et al. 2011)
psoraleno
(Aotus nancymaae)
Vacina de | Universidade Chiang Mai, NSTDA | Sequéncia de consenso prM/E Camundongos ICR e | (PROMPETCHARA, et
DNA de cada sorotipo NHPs (Macaca al. 2014)

19


https://journals.asm.org/doi/10.1128/JVI.00931-13?url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori:rid:crossref.org&rfr_dat=cr_pub%20%200pubmed
https://journals.asm.org/doi/10.1128/JVI.00931-13?url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori:rid:crossref.org&rfr_dat=cr_pub%20%200pubmed

Tipo Empresal/instituto Abordagem Espécie animal usada Referéncia
no teste pré-clinico
VLP NCR Biotech Science VLPs quiméricas usando Imonogenicidade: (RAMASAMY, et al.
Cluster/Centro Internacional de antigeno de superficie da camundongos BALB/c 2018a)
Engenharia Geneética e hepatite B para exibir o dominio e macaco Rhesus
Biotecnologia, India e do envelope 1l de quatro
Universidade Emory. sorotipos de DENV Modelo de desafio:
camundongos AG129
VLP Universidade Chiang Mai, VLP-DENV2 Camundongos BALB/c (SUPHATRAKUL, et

Universidade Mahidol, NSTDA,
Tailandia

e NHPs (Macaca
fasicularis)

al. 2015)
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TABELA 2. Candidatos a vacina para dengue em fase de ensaios clinicos.

Candidato Empresa Tipo de Abordagem Status* Referéncia
vacina
Dengvaxia® Sanofi-Pasteur | Viva atenuada Backbone de febre amarela (YF- Licenciada (GUY, etal. 2017)
quimérica 17D) com prM/E dos virus da
dengue 1-4
TetraVax-VITV003/ US NIH Viva atenuada Virus da dengue total 1-4 com Fase lll (KALLAS, et al. 2020)
delecdo de 30 ntem 3'UTR
TVO005
DENVax/ TAKOO3 | Takeda/Inviragen/ | Viva atenuada | Backbone do virus da dengue 2 com | Licenciada | (BISWAL, et al. 2020)
USsS CDC prM/E dos virus 1,3 e 4
TDEN PIV WRAIR/GSK Inativada Virus da dengue 1-4 inativado por Fase | (SCHMIDT, et al. 2017)
formalina
DEN-80E MERCK Subunidade 80% da proteina E expressa em Fase | (COLLER, et al. 2011)

recombinante

células de insetos
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Candidato Empresa Tipo de Abordagem Status* Referéncia
vacina
D1ME100/TVDV US NMRC DNA Plasmideos expressando prM/E de Fase | (DANKO, et al. 2018)
dengue 1-4
TDV PBL Viva atenuada Virus da dengue 1-4 Fase I/ll | (MOHANTY, et al. 2022)

“Consultado em: https://clinicaltrials.gov em janeiro/2023.
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2.3.Cultivo de células animais

As proteinas recombinantes tém ganhado cada vez mais interesse para uso em
medicamentos, em vacinas e em kits diagnoésticos. O surgimento da técnica do DNA
recombinante levou ao crescimento da industria biofarmacéutica, pois possibilitou a
producdo de uma variedade de proteinas recombinantes e produtos nelas baseados,
como as VLPs. Para os biofarmacos ja aprovados, diversos foram os sistemas de
expressao sao utilizados para fabricacdo, como, por exemplo, bactérias, leveduras,
sistema baculovirus-células de insetos e células de mamiferos. Contudo, a crescente
complexidade dos produtos, em especial quanto as modificagbes pés-traducdo tém
resultado em um progressivo aumento do uso de células de mamiferos como sistema
de expressao (FUENMAYOR, et al. 2019, SCHMITZ, et al. 2019, ZHU, 2012).

Dentre as linhagens celulares existentes, as mais utilizadas em processos
industriais para producdo de produtos biofarmacéuticos sdo as células de ovério de
hamster chinés (CHO), células de rim embrionario humano (HEK293), células de rim de
embrido de hamster neonato (BHK-21) e células de mieloma murino (NSO) (LISTE-
CALLEJA, et al. 2015, SCHMITZ, et al. 2019, ZHU, 2012). A linhagem HEK293 tem
sido muito utilizada para produzir VLPs, apresentando relativa facilidade de cultivo em
suspensdo em meios quimicamente definidos sem a presenca de componentes de
origem animal (soro fetal bovino), altas densidades celulares, padrédo de glicosilacdo
humano e altos niveis de expressdo (HENRY, DUROCHER, 2010, VINK, et al. 2014).

O uso de vetores de expressdo € necessario para a producdo de proteinas
recombinantes. Esses vetores sdo transferidos para o interior das células por
transfeccéo, a qual pode ser estavel ou transiente (Figura 7). A transfeccdo estavel é
um processo de longa duracdo onde as células integram o DNA exdgeno em seu
genoma, transferindo a informacédo para células filhas e expressando a proteina de
maneira uniforme por um tempo indeterminado. A expressédo transiente é um processo
rapido, onde as proteinas de interesse sao expressas apenas por alguns dias, uma vez
que o gene de interesse ndo é incorporado ao genoma das células e pode ser perdido,
por exemplo, apés a divisdo celular (BUSSOW, 2015, FUENMAYOR, et al. 2017, KIM,
EBERWINE, 2010, LISTE-CALLEJA, etal. 2015, ZHU, 2012).
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A. Transfecgéo estavel B. Transfecgéo trasiente
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FIGURA 7. Esquema exemplificativo das transfeccdes estavel e transiente. (a)
Transfecgdo estavel. O DNA exodgeno (vermelho) é integrado ao genoma da célula
(preto) e expresso de forma continua. (b) Transfecgdo transiente. O DNA exdgeno nao
se integra ao genoma. O mRNA exoégeno (azul) é traduzido e entregue no citosol. Os
circulos representam as proteinas expressas a partir do DNA exdgeno. Adaptada de
KIM, EBERWINE, (2010).

As metodologias de insercdo de vetores contendo genes heterdlogos séo
dependentes principalmente e do objetivo do uso da célula, mas sempre se busca alta
eficiéncia de transfeccdo, baixa toxicidade a célula e minimos distarbios fisiol6gicos
possiveis (CARSON, et al. 2019, KIM, EBERWINE, 2010).

Os métodos convencionais descritos na literatura podem ser de natureza bioldgica,
guimica ou fisica. Os métodos biol6gicos sdo mediados por virus, os métodos quimicos
utilizam lipideos catibnicos, polimeros catidnicos ou sais inorganicos, jA os métodos
fisicos utilizam eletroporacdo ou irradiacdo a laser. Cada método apresenta suas
vantagens e desvantagens, devendo ser escolhido com base no objetivo do trabalho
(CARSON, et al. 2019, KIM, EBERWINE, 2010).

As células animais requerem meios de cultivo in vitro que mimetizem o conjunto de
nutrientes disponiveis in vivo, de acordo com a origem da célula, para o seu crescimento
e manutencdo. Para os meios livres de soro animal a composi¢do € basicamente de
aminodcidos, vitaminas, fontes de carbono, sais inorganicos, fatores de crescimento,
agentes tamponantes, lipideos, acidos organicos, entre outros, que sejam necessarios
para a linhagem utilizada (EAGLE, 1959, YAO, ASAYAMA, 2017).
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As linhagens que adquirem capacidade de crescimento continuo in vitro (linhagens
continuas) apresentam um metabolismo in vitro bastante desregulado quando
comparado com as células in vivo. Como resultado do metabolismo desregulado, ocorre
um elevado consumo de glicose e glutamina, que sdo as fontes de carbono e energia,
e levando a uma elevada geracdo de metabdlitos téxicos (lactato e amdnio), que sdo
produtos das vias metabdlicas (glicélise e glutamindlise, respectivamente). Tanto o
amonio quanto o lactato podem influenciar negativamente o crescimento da célula e a
qualidade da proteina de interesse (ALTAMIRANO, et al. 2013, OZTURK, et al. 1997).

A glicose e a glutamina sdo componentes fundamentais nos meios de cultivo. A
glicose é essencial ao crescimento celular, atuando como fonte de carbono e energia.
Sua concentracdo nos meios varia em geral de 0,9 a 10 g/L. Sua metaboliza¢do ocorre
inicialmente pela glicélise, onde a glicose é transformada em piruvato, gerando ATP e
NADH. O piruvato pode ser metabolizado subsequentemente pelo ciclo dos &cidos
tricarboxilicos (TCA) e via de fosforilagcdo oxidativa, com alta eficiéncia de geracdo de
ATP, ou entdo ser convertido diretamente em lactato, sem ingressar no TCA,
acumulando-se como subproduto toxico dessa via metabdlica. O acumulo de lactato nos
cultivos in vitro é prejudicial em concentra¢des acima de 40 mM, causando acidificagdo
do meio, alterando a osmolalidade, inibindo o crescimento celular e a formacdo do
produto de interesse. Contudo, em especial em cultivos onde se controla a concentragéo
de glicose em niveis baixos, varias linhagens celulares sdo capazes de sofrer um shift
metabdlico, passando a consumir lactato como fonte adicional de carbono
(ALTAMIRANO, et al. 2013; MORAES, et al. 2008).

A glutamina é uma fonte de carbono, nitrogénio e energia e sua concentragdo nos
meios de cultivo varia de 1 a 8 mM. Sua metabolizacdo ocorre principalmente pela
glutamindlise, onde a glutamina é convertida em glutamato gerando ATP. O glutamato
€ convertido em a-cetoglutarato. Em cada uma destas reacdes é gerado 1 mol de
amonio. O acumulo de amoénio nos cultivos é prejudicial em concentracdes a partir de 2
mM, causando inibicdo do crescimento celular (ALTAMIRANO, et al. 2013; MORAES,
et al. 2008).

2.4.Biorreatores e modos de operacao

Para seu cultivo in vitro, as linhagens de células animais requerem condicdes fisico-
quimicas bem controladas, como pH, temperatura, oxigénio dissolvido e agitacao.
Biorreatores séo sistemas de cultivo com sensores e sistemas de controle para estas

variaveis, propiciando condi¢cdes adequadas e permitindo alcancar altas concentragfes
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de células viaveis e do produto de interesse. Em geral, devido & complexidade desses
sistemas, € recomendado primeiramente fazer estudos em pequena escala, utilizando,
para células em suspensdo, os frascos agitados, tais como tubos ventilados,
erlenmeyer, spinners, etc (BURCHAM, et al. 2018, HAGEL, et al. 2008).

Os biorreatores podem ser operados em diferentes modos, que diferem
principalmente em relacdo a alimentacdo (ou néo) ao longo do cultivo. Os modos de
cultivo em que os biorreatores podem ser operados séo batelada, batelada alimentada,
continuo simples e continuo em perfusdo. O cultivo em batelada tem como vantagens a
maior simplicidade de operacdo, porém apresenta baixa produtividade volumétrica e o
tempo de residéncia do produto no sistema é longo, podendo levar a degradacéo do
mesmo. E mais utilizado em pequenas e médias escalas para propagacao de indculo e
desenvolvimento de processos. O modo de batelada alimentada é mais complexo que
a batelada, pois envolve alimentacdo, ao longo do processo de cultivo celular, dos
nutrientes mais consumidos pelas células, aumentando a produtividade. Contudo, ao
longo do cultivo o acumulo de metabdlitos téxicos € bem maior, podendo inibir o
crescimento celular e limitar a producédo. O tempo de residéncia do produto no biorreator
é ainda mais longo, podendo haver degradagcdo (FUENMAYOR, et al. 2017).

O modo continuo simples ocorre por meio de uma alimentagdo continua de meio
fresco e uma remocao continua de suspensao celular, ambas com a mesma vazéo, de
forma a manter sempre constante o volume de trabalho do biorreator. Esse método tem
como vantagens a remogdo de metabdlitos toxicos, a renovagéo continua do meio de
cultivo e um menor tempo de residéncia do produto no biorreator. No entanto, o
processo € limitado a baixas vazfes de alimentagcdo/remogéo e, consequentemente,
baixas concentracdes celulares, pois altas vazdes resultariam em remocao de células
em uma taxa maior que o0 seu crescimento. Por isso, a produtividade volumétrica é

baixa, sendo um modo pouco atrativo para a producéo industrial (KARST, et al. 2016).

O interesse no modo de cultivo continuo em perfusdo, ou modo continuo com
retencdo celular, tem crescido tanto em escala de bancada quanto industrialmente. E
um modo muito complexo, mas altamente produtivo. Nesse modo, meio fresco &
alimentado com a mesma vazéo com a qual o perfundido isento ou quase isento de
células é retirado, sendo que as células sdo mantidas no biorreator através de um
dispositivo de retencéo celular, permitindo a operacao a altas vazoes de alimentacao e
altas concentracdes de células (ALVIM, et al. 2019, CASTILHO, 2014, FIGUEREDO-
CARDERO, et al. 2014, KARST, etal. 2016, SCHWARZ, et al. 2020).
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2.5. Purificacdo de proteinas recombinantes

O processamento downstream é uma etapa critica e de custo muito elevado na
producdo industrial de proteinas recombinantes para uso médico-farmacéutico em
humanos, devido as elevadissimas purezas requeridas, com niveis extremamente
baixos de contaminantes derivados das células e do meio, de um modo a atender aos
requisitos das agéncias regulatérias. A estratégia geralmente selecionada para atender
aos rigidos requisitos de pureza € desenvolver um processo composto por uma
sequéncia de passos de purificacdo, majoritariamente baseados em técnicas altamente
seletivas, como cromatografia liquida de proteinas. Estes passos de purificacdo em
geral sdo agrupados, de acordo com o nivel de pureza alcangado, em grandes etapas:
uma etapa de captura, seguida de uma etapa intermediaria (concentracao/purificacao)
e uma de polimento (a purificacdo intermediéria e o polimento podem consistir em varias
etapas/passos de purificacdo) (HUGHSON, et al. 2017, LESER, ASENJO, 1992,
ROLDAO, et al. 2011, ZHANG, et al. 2021).

A sequéncia de técnicas a serem utilizadas na purificagdo é dependente das
caracteristicas do produto de interesse, mas deve ser capaz de reduzir os
contaminantes aos niveis preconizados pelas agéncias regulatorias, preferencialmente
mantendo alto rendimento do processo e minimizando custos. Diversas técnicas podem
ser utilizadas para purificacéo de particulas pseudo-virais e virus, tais como diafiltracéao,
ultracentrifugacdo em gradientes e técnicas cromatograficas. No entanto, na producao
em larga escala, as técnicas de ultracentrifugacdo sao de dificil escalonamento, e as
técnicas baseadas em membranas de ultrafiltracdo apresentam limitagcbes quanto aos
niveis de purificacdo alcancados. Por isso, os processos cromatograficos séo os mais
indicados para obtencéo de altos niveis de pureza (HAGEL, et al. 2008b, HAGEL, et al.
2008a, LIMA, et al. 2019, ROLDAO, et al. 2011).

Os processos cromatograficos baseiam-se em interacdes fisico-quimicas, sao
seletivos e apresentam alta resolucdo de separacgéo, por isso, tem sido amplamente
utilizados na industria biofarmacéutica para captura, concentragdo e purificagcdo de
proteinas recombinantes e particulas pseudo-virais (IYER, etal. 2011, NESTOLA, et al.
2015, ROLDAO, et al. 2011).

Para purificacao de virus e particulas pseudo-virais, poderiam ser utilizadas séo de
afinidade, troca ibnica, exclusdo por tamanho, interacdo hidrofébica, multimodal e
exclusdo estérica, utilizando como suporte diferentes tipos de resinas, membranas e
monolitos (IYER, et al. 2011, MARICHAL-GALLARDO, et al. 2017).
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Neste trabalho as técnicas utilizadas foram cromatografia de troca ibnica e
cromatografia de exclusdo estérica, que serdo discutidas em maior detalhe nos

préximos itens.

2.5.1.Cromatografia de troca idnica

A cromatografia de troca ibnica € um tipo de cromatografia liquida que tem como
principio uma interacd@o eletrostéatica reversivel entre a carga superficial distribuida na
superficie da proteina com o ligante carregado imobilizado na resina de membrana
utilizada como suporte (Figura 8). Os ligantes imobilizados podem ser de troca catidnica
(ligantes com carga negativa) ou troca anibnica (ligantes com carga positiva) e a
adsorcao das proteinas ao adsorvente, bem como o tipo de cromatografia utilizado, é
dependente do pH da solugdo em que a proteina se encontra e do ponto isoelétrico (pl)
de cada proteina (BIOSCIENCES, et al. 2004, FEKETE, et al. 2015, JUNGBAUER,
HAHN, 2009, WILLIAMS, FRASCA, 1999).

Os ligantes imobilizados na matriz se comportam como um &acido ou uma base e
podem ser ligantes fracos e fortes. O que determina se um ligante é fraco ou forte é a
capacidade de ionizacdo desses ligantes em uma determinada faixa de pH. Ligantes
fortes se comportam como um &cido ou base forte e néo alteram a carga dentro de uma
ampla faixa de pH, tornando seu uso vantajoso, uma vez que a capacidade adsortiva do
ligante ndo se altera em uma ampla faixa de pH, ja que ndo ha mudanca significativa de
carga do ligante. Ligantes fracos podem perder ou ganhar protons de acordo com a
variacdo de pH, ou seja, a capacidade de ionizagéo é variavel de acordo com o pH do
meio, o0 que pode acarretar uma variacao da capacidade adsortiva do ligante. Nesse tipo
de cromatografia, a seletividade esta diretamente relacionada a natureza do ligante, ao
pH, a forca ibnica e as condicdes de eluicao (eluicdo com pH ou forca ibnica sendo
alterados em gradiente linear ou em degraus) (BIOSCIENCES, et al. 2004, FEKETE, et
al. 2015, JUNGBAUER, HAHN, 2009, WILLIAMS, FRASCA, 1999).

A cromatografia de troca ibnica (IEX) vem sendo largamente utilizada nos
processos de purificacdo de VLPs para remocdo de DNA da célula hospedeira,
proteinas da célula hospedeira, lipideos e componentes do meio de cultivo, podendo
ser usada na etapa de captura ou de purificagdo intermediaria (FEKETE, et al. 2015,
KALBFUSS, et al. 2007a, KALBFUSS, et al. 2007b, KIMIA, et al. 2019, ROLDAO, et

al. 2011). Além disso, a IEX € uma técnica bastante difundida e utilizada também para
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purificacdo de virus, anticorpos monoclonais, e outras proteinas recombinantes.
(BAKHSHIZADEH GASHTI, et al. 2023) utilizou a IEX como uma das etapas de
purificacdo de um candidato a vacina contra o HIV baseada no virus da estomatite

vesicular recombinante, FISCHER, et al. (2018) purificaram com sucesso virus da
influenza A utilizando IEX.
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FIGURA 8. llustracéo das etapas de separacdo em cromatografia de troca anidnica.
Adapta de BAHADIR, (2013).
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2.5.2.Cromatografia de excluséo estérica

A cromatografia de excluséo estérica (SXC) é um tipo de cromatografia liquida que
tem como principio a exclusdo muatua da molécula alvo e de polietilenoglicol (PEG)
através da associacdo com uma superficie hidrofilica, sem ocorrer nenhuma interacao
fisica ou quimica (adsorcao, troca ibnica, etc.), conforme mostrado na Figura 9 (N.A.
PARRIS, 1984, NESTOLA, et al. 2015). Nesse tipo de cromatografia, a seletividade
estd diretamente relacionada ao tamanho da molécula alvo e ao tamanho e
concentrac@o de PEG, onde moléculas maiores sao retidas mais fortemente, sendo que,
quanto maior e mais concentrado o PEG maior serd a associa¢cdo com as superficies
hidrofilicas da cromatografia. Por isto, a SXC é uma técnica potencial para ser aplicada
na purificacdo de VLPs a partir de sobrenadantes de cultura celular (LEE, et al. 2012,
NESTOLA, et al. 2015).

O PEG é um polimero orgéanico, quimicamente inerte a superficies hidrofilicas, que
age como um agente precipitante na SXC. Esse polimero promove uma
desestabilizagdo termodindmica fazendo com que as proteinas se associem para
diminuir a &rea de contato entre elas e o solvente rico em PEG. Com isso, as particulas
menores sdo facilmente lavadas, enquanto as macromoléculas ficam retidas na
superficie. Na fase de elui¢do, reduz-se ao diminuir a concentragédo de PEG e a proteina
de interesse pode ser recuperada na fracdo eluida (LEE, et al. 2012, MARICHAL-
GALLARDO, etal. 2017).

A SXC tem sido estudada para purificacdo de vetores virais, virus, RNA e
baculovirus (EILTS, et al. 2022, LABISCH, et al. 2022, MARICHAL-GALLARDO, et al.
2021).
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FIGURA 9. Mecanismo de acao do PEG na SXC. (a) PEG é estericamente excluido da

superficie das particulas virais e da matriz hidrofilica, criando uma zona deficiente em

PEG (érea branca) onde a concentracdo de PEG € menor em comparacdo com 0

solvente. (b) Na presenca de PEG, as impurezas de baixa massa molecular associam-

se a membrana. (c) O PEG cria um estado termodinamicamente desfavoravel fazendo

com que as particulas virais se associem, reduzindo a area de contato entre elas e o

solvente. Como n&o ha interacdo quimica direta, as espécies-alvo nédo se ligam a

superficie. (d) As particulas virais sdo recuperadas por meio da reducdo da
concentracdo de PEG na fase movel. Adaptada de MARICHAL-GALLARDO, et al.

(2017).
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3. Objetivos

O objetivo geral desse trabalho foi a investigacdo de uma plataforma para a
producao de particulas pseudo-virais (VLPs) do virus da dengue dos 4 sorotipos, com
base no uso de células animais da linhagem HEK293 e no emprego de técnicas de
purificacdo baseadas em cromatografia liquida de proteinas.

Para isso, os objetivos especificos definidos foram:

Producdo de VLPs de DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 por meio de

transfeccéo transiente.

e Producéo de VLPs de DENV-1 por meio de um pool de células transfectadas de

forma estéavel, cultivadas em biorreator agitado.

e Avaliacdo de processos de purificagdo de VLPs de DENV combinando técnicas
de cromatografia de exclusdo estérica, cromatografia de troca idnica e

ultrafiltragdo/diafiltracéo

e Avaliacdo de desempenho dos processos de purificacdo por meio de analise de
pureza e quantificacdo de proteinas totais e DNA residual.

e Caracterizacdo de VLPs de DENV por microscopia eletronica de transmisséo.
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4. Metodologia

4.1. Desenvolvimento das linhagens celulares recombinantes

Células da linhagem HEK 293-3F6 (NRC, Canada), capazes de crescer em
suspensdo, foram cultivadas em meio HEK-TF (Sartorius-Xell, Alemanha), o qual é
adequado tanto para manutencdo e crescimento celular, quanto para etapas de
transfeccdo. Este meio € quimicamente definido, livre de soro e de componentes de

origem animal ou humana.
4.2.Construcdes génicas e vetores de expressao

As construcdes génicas utilizadas, previamente desenhadas e sintetizadas na
Genscript, continham a sequéncia codificante das proteinas prM e E das cepas de
DENV1-4 mostradas na Tabela 3.

TABELA 3. Identificador do Genbank das sequéncias utilizadas

Sorotipo Indicador Genbank
DENV 1 KJ189368
DENV 2 M20558
DENV 3 M93130
DENV 4 M14931

O vetor de expressdao utilizado foi o plasmideo pCl-neo (Promega), o qual contém os

elementos mostrados na Figura 10.
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FIGURA 10. Mapa do plasmideo pCl-neo utilizado como vetor de expressao. Adaptado
de www.promega.com.br/products/vectors/protein-expression-vectors/pci_neo-

mammalian-expression-vector/.

Os insertos codificantes de prM/E, para os 4 sorotipos, foram subclonados no vetor
de expressao pCl-neo por membro anterior do LECC/COPPE/UFRJ (Thayana A. Cruz),
utilizando técnicas fundamentais de biologia molecular. O vetor de expressao obtido
para os 4 sorotipos é exemplificado por meio do vetor para expressdo de DENV-1 na

Figura 11.
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FIGURA 11. Vetor plasmidial recombinantes do sorotipo 1 do virus da dengue. Os
sorotipos 2, 3 e 4 apresentam o mesmo desenho variando apenas a porcao referente

ao sorotipo.
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Conforme o gel de agarose apresentado na Figura 12, foi possivel confirmar a
presenca dos insertos dos 4 sorotipos no vetor pCl-neo, visto que, apds digestao
enzimatica dupla, observaram-se fragmentos nos tamanhos esperados, que

correspondem a sequéncia genética codificante das proteinas prM/E dos quatro

sorotipos no vetor de expresséo pCl-neo.
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FIGURA 12. Gel de agarose dos plasmideos recombinantes dos quatro sorotipos da
dengue sem digestao e com digestao enzimatica dupla utilizando as enzimas Nhe | e
Milu I.

Para a preparacdo dos vetores referentes aos 4 sorotipos nas quantidades e
pureza requeridas para transfeccdo, os mesmos foram propagados em culturas de
Escherichia coli e purificados utilizando o kit PureLink HiPure Plasmid Midiprep (Thermo
Fisher, EUA). A quantificacdo de DNA foi realizada em espectrofotdometro Nanodrop
2000 (Thermo Fisher, EUA), e a integridade e pureza dos DNAs foi avaliada através de
digestbes enziméticas duplas com as enzimas Nhe | e Mlu | (New England Biolabs®

Inc., Reino Unido), seguidas de andlise por eletroforese em gel de agarose.
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4.3.Producéao das VLPs

4.3.1. Transfeccdes transientes

A transfeccdo trasiente foi realizada para avaliacdo inicial da producdo de VLPs.
as células foram transfectadas com os vetores plasmidiais recombinantes purificados,
utilizando erlenmeyers de 500 mL com volume de trabalho de 200 mL para DENV1, 300
mL para DENV2, 150 mL para DENV3 e 300 mL para DENV4. A transfeccdo foi
realizada utilizando o método de lipofecgdo a uma Xv de 1,0-10° cels/mL, utilizando 0,5
png/mL de plasmideo e 1,0 uL/mL do reagente de transfec¢éo catibnico Lipofectamine®
3000 (Invitrogen, EUA), 25 pL/mL de meio Opti-MEM e 1 pL/mL de reagente P300
(Invitrogen, EUA) em meio HEK TF (Sartorius-Xell, Alemanha).

As células foram mantidas em estufa incubadora a 37°C com atmosfera de 5% de
CO:; e velocidade de agitacdo de 180 rpm. Apos 48h, a suspenséo foi centrifugada a
1000 g por 10 min e o sobrenadante recolhido e armazenado a 4°C para posterior

utilizacao.

4.3.2. Transfeccdes estaveis

Para a transfecgéo estavel utilizou-se o método de lipofecgdo a uma Xv de 1,0+10°
cels/mL, utilizando 0,5 pg/mL de plasmideo e 1,0 uL/mL do reagente de transfeccao
catidnico Lipofectamine® 3000 (Invitrogen, EUA), 25 pL/mL de meio Opti-MEM e 1
puL/mL de reagente P300 (Invitrogen, EUA) em meio HEK TF (Sartorius-Xell, Alemanha).
em tubos agitados com tampa ventilada (TPP AG, Suica) com volume de trabalho de 5
mL ou placa de 24 pogos profundos (Porvair Sciences, Reino Unido, ou Thomson
Instrument Company, EUA) com volume de trabalho de 2 mL. As populagdes celulares
obtidas foram mantidas sob pressao seletiva com antibiético especifico G418 sulfatado
(100 pg/mL) (Gibco, EUA) por 60 dias, em estufa incubadora a 37°C com atmosfera de
5% de CO; e velocidade de agitacdo de 180 rpm.

Todos os experimentos foram realizados em duplicatas experimentais.

Para os quatro sorotipos, linhagens celulares recombinantes ficaram em sele¢céo

por 60 dias. Um banco foi feito apos 30 dias de selecdo, e outro apés 60 dias.
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4.3.3.Producao em frascos agitados

O pool de células HEK293 parental e o pool de células estaveis produtor de VLPs
de DENV-1 foi descongelado, expandido e cultivado em frascos agitados.

Inicialmente para a producdo de VLPs-TT e VLPs-TE para caracterizacdo e
avaliagdo da etapa de purificagdo foi descongelado um criotubo de cada banco de
trabalho e colocado em banho-maria a 37°C para rapido descongelamento. A células
foram ressuspensas em 5 mL de meio HEK-TF fresco e centrifugadas a 300 g por 5 min,
o sobrenadante foi descartado e as células foram novamente ressuspendidas em meio

fresco de modo a manter a concentragao de células viaveis (Xv) a 1,010° cels/mL.

As diluicdes em meio fresco foram realizadas em intervalos de dois a trés dias, com
Xv inicial de 1,0-10° cels/mL, até que se obtivesse inéculo suficiente para todo o

experimento.

Foram utilizados quatro frascos agitados do tipo erlenmeyer de varios volumes e
Xv inicial de 1,0+108 cels/mL em cada. As células foram mantidas em estufa incubadora
a 37°C com atmosfera de 5% de CO; e velocidade de agitagdo de 125 rpm. Diariamente

foram retirados 500 uL de amostra para contagem de células viaveis.

A cada dois dias a suspensdo foi centrifugada a 300 g por 5 min, as células
ressuspendidas em um novo volume e o sobrenadante recolhido e armazenado a 4°C

até obtengdo de um volume total de 1 L para posterior utilizag&o.

4.3.4.Producao em biorreator do tipo tanque agitado

Para a cinética de producdo em biorreator operado em modo batelada, foi
descongelado um criotubo do banco de trabalho de HEK 293-DENV1 e colocado em
banho-maria a 37°C para rapido descongelamento. A células foram ressuspensas em 5
mL de meio HEK-TF fresco e centrifugadas a 300 g por 5 min, o sobrenadante foi
descartado e as células foram novamente ressuspendidas em meio fresco de modo a

manter a concentragdo de células viaveis (Xv) a 1,0°10° cels/mL.

As diluicdes em meio fresco foram realizadas em intervalos de dois a trés dias, com

Xv inicial de 1,0+10° cels/mL, até que se obtivesse inéculo suficiente para o experimento.

O biorreator (ez-Control, Applikon Biotechnology, Holanda) foi inoculado com
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0,5+10° células/mL em meio HEK-TF, sendo o cultivo mantido a 37 °C, pH 7,1 e teor de
oxigénio dissolvido em 40% da saturacéo do ar. O controle automético de dO, foi feito
por meio da injecéo de ar por um aerador macroporoso do tipo L (drilled hole sparger),
um impelidor de pas inclinadas foi utilizado para controle da agitacdo e manteve-se a
velocidade entre 200 e 300 rpm, com volume de trabalho mantido em 1,5 L. O pH foi

controlado por meio da injecdo de CO; pelo aerador a uma vazdo maxima de 0,02 L/min.

Diariamente foram retirados 2 mL de amostra para contagem de células viaveis e

determinacgdo da concentracao de glicose e lactato, em triplicata.

Apbs 10 dias o experimento foi finalizado e a suspenséo celular foi centrifugada a

200 g por 10 min para obtencdo do sobrenadante de cultivo celular.

4.4.Purificacédo de VLPs de DENV

Os sobrenadantes oriundos das transfeccdes transientes e da producdo em
frascos, foram centrifugados a 1000 g por 10 min e filtrados com uma membrana de
nitrocelulose com tamanho de poro nominal de 0,45 um (Millipore, EUA) previamente

aos estudos de purificagao.
Foram avaliados 2 processos:
1) SXC + UF/DF — transfec¢éo transiente

2) IEX + SXC + UF/DF — transfeccao estavel

4.4.1.Cromatografia de troca idnica

A purificacao foi realizada utilizando uma membrana de troca anidnica Sartobind®
Q nano 3 mL (Sartorius, Alemanha), operado no modo bind-and-elute, em um sistema
de purificagdo AKTA Purifier controlado pelo software Unicorn 5.20 (GE Healthcare) e

com os seguintes tampdes:
A —PBS (KCI 0,2 g/L; Na2HPO4 1,15 g/L; KH.PO4 0,2 g/L; pH 8,0)

B — PBS (pH 8,0) + NaCl (1 M)
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Para a etapa de equilibrio, utilizou-se 100% de A, para a lavagem 10% de B. Ja
para a elui¢cdo, utilizou-se 35% do tampao B, permitindo que as VLPs fossem liberadas
e coletadas a saida da membrana. Para todas as corridas cromatograficas e em todas
as etapas a vazao utilizada foi de 5 mL/min, e as amostras foram recolhidas em frac6es
de 5 mL. A membrana foi regenerada por uma lavagem com 100% do tampé&o A, a uma
vazéao de 5 mL/mim, seguido de NaOH 1 M a uma vazéo de 1 mL/mim por 30 min, agua

ultrapura a uma vazado de 5 mL/mim e armazenada preenchida com etanol 20% (v/v).

4.4.2.Cromatografia de excluséo estérica

A purificacdo foi realizada utilizando uma membrana de troca catiénica Sartobind®
S75X (Sartorius, Alemanha), operado em modo flow-through, em um sistema de
purificagdo AKTA Purifier controlado pelo software Unicorn 5.20 (GE Healthcare) e com

0s seguintes tampades:
A - PBS (NaCl 8 g/L; KCI 0,2 ¢g/L; Na,HPO, 1,15 g/L; KH,PO,4 0,2 g/L; pH 7,4)
B — PBS (pH 7,4) + PEG 6000 (16% (m/v)) + NaCl (50 mM)

Para as etapas de equilibrio, alimentacéo e lavagem, utilizou-se 50% de B, a fim
de que a concentracdo final de PEG 6000 fosse 8% (m/v). Ja para a elui¢éo, utilizou-se
100% do tampé&o A, reduzindo a concentragdo de PEG e permitindo que as VLPs fossem
liberadas e coletadas a saida da membrana. Para todas as corridas cromatogréficas e
em todas as etapas a vazéo utilizada foi de 5 mL/min, e as amostras foram recolhidas
em fracdes de 2 mL. A membrana foi regenerada por uma lavagem com NaCl 1 M, a
uma vazao de 5 mL/mim, seguido de NaOH 1 M a uma vaz&o de 1 mL/mim por 30 min,
agua ultrapura a uma vazéo de 5 mL/mim e armazenada preenchida com etanol 20%
(V/v).

4.4.3. Ultrafiltracao/Diafiltracéo

Ap6s a etapa cromatografica, realizou-se uma ultrafiltracao/diafiltracdo para
concentragdo das amostras utilizando o dispositivo Vivaspin® (Merck) de 20 mL
contendo membranas de poliétersulfona (PES) com massa molecular de corte de 100

kDa. Inicialmente para equilibrar a membrana utilizou-se o tampéao A, centrifugando por
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10 min a 2000 g. Apds o equilibrio, as amostrar foram centrifugadas por 5 min a 2000 g,
esse procedimento se repetiu por trés vezes, onde a cada centrifugacdo o permeado
era recolhido e 0 mesmo volume de tampao A era adicionado ao retido. Para as VLPs
obtidas por transfeccdo transiente os seguintes volumes foram obtidos, DENV1 o
volume inicial foi de 4,5 mL, e o volume retido 1,4 mL, DENV2 volume inicial 10,0 mL,
volume retido 6,0 mL, DENV3 volume inicial 3,8 mL, volume retido 2,5 mL e DENV4

volume inicial 4,9 mL, volume retido 2,5 mL.

Para as VLPs de DENV1/TE o volume inicial utilizado foi de 8 mL e o volume retido
obtido foi 2 mL.

4. 5. Ensaios Analiticos

45.1.Immunoblot

Os ensaios de spot blot foram realizados para verificacdo da producéo das VLPs e
para avaliacdo do processo de purificacdo. E um ensaio qualitativo, onde 3 L de cada
amostra € aplicado em uma membrana de nitrocelulose (Vita Scientific, EUA) de alta
adsorcao de proteinas, sem nenhuma preparacdo prévia. As etapas que seguem a

aplicacdo das amostras sdo descritas abaixo.

Bloqueio: a membrana foi incubada com solug¢éo de bloqueio (tamp&o TBS com
Tween 20 0,05% (v/v) e leite em p6 desnatado (Molico) 5% (m/v)) por 1h. Essa etapa

tem como objetivo evitar reagBes cruzadas com outros sitios reativos.

Incubagdo com anticorpo priméario: a membrana foi incubada em solugdo de
incubacao (tampé&o TBS com Tween 20 0,05% (v/v) e leite em po6 desnatado 0,5% (m/v))
acrescida de anticorpo monoclonal 4G2 murino cedido pelo LATAM;Biomanguinhos,
Brasil, na diluicdo de 1:5000, por 1h. Este anticorpo monoclonal (mAb) reconhece o loop

de fusdo altamente conservado dos flavivirus.

Incubagdo com anticorpo secundério: a membrana foi incubada em solucdo de
incubacado acrescida de anticorpo secundario IgG (H+L) anti-camundongo acoplado a
HRP (Peroxidase de raiz forte; #RF238276, Invitrogen), que reconhece o anticorpo

primario, na diluicdo de 1:4000, por 1h.
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Lavegem: foi realizada trés lavagens com tampéo (tampéo TBS com Tween 20

0,05% (v/v) e leite em p6 desnatado (Molico) 5% (m/v)) por trés vezes.

Revelacdo: uma mistura de 1:1 de luminol e peréxido de hidrogénio (Clarity™
Western ECL Substrate; Bio-Rad, EUA), que catalisa uma reag¢do de
guimiluminescéncia, foi utilizada. O sinal foi detectado por meio do uso de foto

documentador modelo FluorChemE™ (Protein Simple, EUA).

4.5.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese é uma técnica baseada na mobilidade eletroforética das moléculas,

gue tem como objetivo separar as proteinas de acordo com suas massas moleculares.

A andlise foi realizada em condi¢des ndo redutoras utilizando o sistema Mini-
PROTEAN® Tetra System (Bio-Rad, EUA). Foram preparados géis com espessura de
1,5 mm, empregando uma concentragdo de 5% acrilamida/bisacrilamida (persulfato de
amonio (PSA) 10 % (m/v), TEMED (N,N,N",N"-Tetrametiletilenodiamino) (PlusOne, GE
Healthcare Life Sciences, Alemanha), SDS 10 % m/v, solucdo de acrilamida (30 % m/v)/
bis-acrilamida (0,8 % m/v) em tampao Tris-HCI 0,5 M e pH = 6,8) para o gel de
empilhamento e 12% acrilamida-bisacrilamida (PSA 10 %, TEMED (PlusOne, GE
Healthcare Life Sciences, Alemanha), SDS 10% m/v, solucdo de acrilamida (30 % m/v)/
bis-acrilamida (0,8 % m/v) em tampé&o Tris-HCI 1,5 M e pH = 8,8) para o gel de corrida.
As amostras foram diluidas em tamp&o de amostra (Tris.HCI 50 mM, SDS 2% (m/v),
azul de bromofenol 0,1% (m/v), glicerol 10% (v/v)) na proporc¢éo de 25% de tampao para
75% de amostra e, posteriormente, aquecidas a 99°C por 5 min sob condicédo
desnaturante e ndo redutora. Na cuba para eletroforese, o gel foi submergido em
tampéo de corrida (Tris-base 125 mM, glicina 1,25 M, SDS 0,1% (m/v), pH 8,3). Foram
aplicados 30 yL de amostra em cada pogo do gel e o tempo de corrida foi de
aproximadamente 2 h a voltagem constante de 150 V, utilizando marcador de massa
molecular (MM) comercial (Precision Plus Protein™ All Blue Standards, Bio-Rad, EUA;
Precision Plus Protein™ Unstained Standards, Bio-Rad, EUA; e Precision Plus
Protein™ Dual Color Standards, Bio-Rad, EUA). A revelacdo dos géis foi realizada com

nitrato de prata conforme se segue.
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4.5.2.1.Revelacao com nitrato de prata

Apoés a corrida, o gel foi revelado e acordo com as etapas descritas abaixo.

Fixacdo: o gel foi deixado sob agitacdo por 30 min a 320 rpm em solucao de fixacao
(etanol 30% (v/v); acido acético 10% (v/v)).

Lavagem: apés descartada a solugéo de fixagcdo, o gel foi mantido em agitacéo por
10 minutos em solugao de lavagem (etanol 30% (v/v)).

Sensibilizacdo: a solugédo de lavagem foi descartada, e o gel foi submetido a duas
lavagens com &gua ultrapura por 10 minutos cada, em seguida, foi mantido em solugéo

de sensibilizagdo (tiossulfato de sédio 0,02% (m/v)) por 5 minutos.

Nitrato de prata: o gel foi lavado por trés vezes com agua ultrapura por 1 minuto
cada. Apos a ultima lavagem o gel foi colocado em solucéo de nitrato de prata (0,15%

(m/v)) por 30 minutos.

Revelacdo: descartou-se a solucdo de nitrato de prata e submeteu-se o gel a
agitacdo com solucéo de revelagéo (carbonato de sédio 3% (m/v); formaldeido 0,05%
(v/v)). A revelacado foi acompanhada atentamente para determinagdo do momento de

parada.

Parada: Apds completa revelacdo, o gel foi colocado em solugéo de parada (acido

acético 5% (v/v)) por 10 minutos.

Ao final, o gel foi colocado em agua ultrapura e armazenado a 4°C para posterior

digitalizagéo.

4.5.2.2.Revelacédo com azul de Coomassie

Apés a corrida o gel foi colocado em agitagdo a 320 rpm por 30 minutos em um
recipiente contendo a solugcéo corante (Coomassie blue G250 0,25% (m/v); metanol
90% (v/v) e acido acético glacial 0,1% (v/v)). Em seguida, a solucao foi descartada e o
gel permaneceu sob agitacdo com solugéo descorante (metanol 10% (v/v); &cido acético
7% (v/v)) overnight. Apds completa revelagéo o gel foi colocado em &gua ultrapura e

armazenado a 4°C para posterior digitalizacao.
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4.5.3.Imunoensaio de Western blot

ApoOs a realizacao da eletroforese, as proteinas do gel foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose. Inicialmente, a membrana foi submersa em tampéo de
transferéncia (Tris base 5,82g/L, glicina 2,93 g/L, 3,75 mL de solucdo de SDS (10%
(m/v)), metanol 20% (v/v)) por 5 min, assim como as folhas de papel filtro utilizadas. Em
seguida, montou-se um “sanduiche” com duas folhas de papel filtro, o0 gel, a membrana
de nitrocelulose e mais duas folhas de papel filtro. A transferéncia foi feita utilizando-se
o0 aparelho Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad, EUA), com voltagem
constante de 15 V por 3h. Apés a transferéncia, a membrana foi submetida as etapas
de bloqueio, incubacdo com anticorpos e revelagdo metodologia descrita para o

Immunoblot no item 4.5.1.

4.5.4. Quantificacdo de proteinas totais

A quantificacdo de proteinas totais foi realizada utilizando o kit Pierce™ BCA
Protein Assay (Thermo Fischer Scientific, EUA) seguindo o protocolo do fabricante. A
albumina sérica bovina (BSA) foi utilizada como padrdo para elaboracdo da curva
padréo.

Uma microplaca de 96 pocos foi utilizada, aplicou-se 25 yL de amostras, 200uL de
reagente de trabalho WR conforme especificacbes do fabricante (na razdo 50:1,
reagentes A:B). A placa foi incubada por 30 min a 37°C e a absorbancia foi medida em
595 nm.

4.5.5.Cromatografia liquida de alta eficiéncia com coluna de

exclusdo molecular (SEC-HPLC)

Um cromatografo liquido de alta eficiéncia (modelo LC-20A Prominence,
Shimadzu, Japéo) foi utilizado juntamente com uma coluna de excluséo molecular
(modelo TSKgel G3000 SWxI, Tosoh, Japéo) para avaliagdo das amostras oriundas do
processo de purificacdo das VLPs obtidas por transfeccdo transiente. O equipamento
foi operado com uma vazéao de 1 mL/mim, forno a 30°C e volume de injecdo de 100 pL
de amostra em duplicata. A fase movel utilizada é composta de fosfato de sddio

monobasico 12,5 mM; fosfato de sodio dibasico 12,5 mM; NaCl 250 mM; pH 7,0. As
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andlises foram feitas de acordo com as recomendagdes do fabricante da coluna, e com
base no processo desenvolvido por STEPPERT et al. (2017) que foi adaptado pela
equipe do LECC/PEQ/COPPE/UFRJ.

Foram utilizadas amostras purificadas de VLPs de febre amarela, obtidas por
Renata Alvim e purificadas por Tulio M. Lima (LECC/PEQ/COPPE/UFRJ), utilizando o
mesmo processo de purificacdo descrito nesse trabalho, para constru¢cao de uma curva

de calibracdo que permitisse a quantificacao das VLPs.

4.5.6. Quantificacdo de DNA residual

A quatificagdo da eficiéncia de reducdo de DNA dupla fita residual da célula
hospedeira nas amostras purificadas de VLPs obtidas por transfecgéo transiente, foi

realizada utilizando o kit Quant-iT™ dsDNA Assay (Invitrogen™).

O DNA presente nas amostras se ligam a fluoréforos presentes no reagente e
torna-se fluorescente, sendo a intensidade da fluorescéncia diretamente proporcional a
concetracdo de DNA presente. Uma curva com um padrao de DNA disponibilizado no

kit foi feita, conforme as orientacdes do fabricante.

Para a analise das amostras de DENV 1-4, obtidas por transfeccao transiente,
foram diluidas 1:10 e seguiu-se o protocolo estabelecido pelo fabricante. A partida da
curva padréao a concentracéo de DNA foi calculada com base na equacao da reta obtida

pela regresséo linear.

Para o célculo da eficiéncia de remocgdo de DNA utilizou-se a equagéo 1.

Mey —M
E(%) = (%Jxmo
SN

1)
Onde:
E é a eficiéncia de remogao de DNA

Msn € a massa total de DNA no sobrenadante

Mg é a massa total de DNA no eluido da SXC
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4.5.7.Microscopia eletronica de transmisséao (MET)

Para obtencéo das imagens de MET, 4 pL de uma amostra foram aplicados a um
filme de carbono previamente formado em grades de cobre de 300 mesh (CF300-CU-
TH, Electron Microscopy Sciences, EUA) por 1-2 min, suavemente seco com papel de
filtro e corado por 2 — 5 s com 15 mg/mL de formato de uranila (22450, Electron
Microscopy Sciences, EUA). Amostras coradas negativamente foram fotografadas em
um microscopio Hitachi HT-7800, operado a 80 kV, pertencente ao Centro Nacional de
Bioimagem (Cenabio) da UFRJ.
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5. Resultados e Discusséo
5.1.Producéo de VLPs de DENV em células HEK293

5.1.1.Producéo de VLPs de DENV1-4 por meio de transfeccéo

transiente

Foram realizados ensaios de transfeccao transiente em volumes de trabalho de
200 mL, 300 mL, 150 mL, 300 mL, de DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4,
respectivamente, de modo a tentar obter aproximadamente a mesma quantidade em
massa de todas as VLPs, uma vez que ja havia sido observado através de Immunoblot
em experimentos preliminares, no ambito deste trabalho, que para DENV2 e DENV4
obtém-se menor producado de VLPs no sobrenadante.

A producédo de VLPs de modo transiente, em amostras de sobrenadante coletadas
48h ap6s a transfeccéo foi avaliada por Immunoblot, conforme apresentado na Figura
13. Observou-se que foi possivel obter VLPs secretadas para os quatro sorotipos, e
confirmou-se que DENV2 e DENV4 sdo secretadas no sobrenadante em menor

concentracao.

DENVI (@ @)
(@ o]

DENV 2
DENVI (@ @
DENVA [C o]
ZIKV(C+)‘|:|

FIGURA 13. Immunoblot das amostras de sobrenadante obtidas por transfecgéo
transiente em 48h pds-transfeccao. ZIKV (C+) representa um controle positivo VLP do
virus Zika purificadas no LECC/COPPE/UFRJ. O anticorpo de deteccao utilizado foi o
anticorpo monoclonal pan-flavivirus 4G2, que se liga ao loop de fusao da proteina E,

gue é conservado em flavivirus.
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Segundo HSIEH, et al. (2008) e SHANG, et al. (2012) a proteina E de DENV2
possui em sua porcao C-terminal uma sequéncia de aminoacidos que é um sinal de
retencdo do reticulo endoplasmatico (RE), ou seja, as particulas produzidas ndo séo
secretadas para fora das células, consequentemente, observa-se uma menor producao.

N&o h& estudos para DENV4.

5.1.2.Producéo de VLPs de DENV1 por meio de células estaveis

cultivadas em biorreator

Células HEK293-3F6 transfectadas de forma estavel para a producédo de VLPs de
DENV-1 e doravante denominadas HEK293-DENV1 foram cultivadas em biorreator do
tipo tanque agitado para fins de caracterizacdo quanto ao crescimento celular,
viabilidade e producéo de VLPs. O perfil cinético, apresentado na Figura 14, permite
identificar trés fases ao longo da curva de crescimento, uma fase lag de
aproximadamente 43 h, fase exponencial de 43 h a 190h, uma fase estacionaria de 24
h e o inicio da fase de morte celular é observado no 10° dia de cultivo. Foi determinado
como ponto de parada para o cultivo o dia em que a viabilidade fosse menor que 85%.
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FIGURA 14. Perfil cinético das células HEK293-DENV1 cultivadas em biorreator

operado em modo batelada.
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A taxa de crescimento exponencial (Lexp) foi de aproximadamente 0,02 h?, que
equivale a um tempo de duplicacéo (Tq) de 34,7 h. Além disso, a concentracdo maxima
de células viaveis, observada no 8° dia de cultivo, foi de 11,8 x 10° cels/mL, com 97%
de viabilidade. Conforme o immunoblot apresentado na Figura 15, a producdo maxima

de VLPs ocorreu nos dias 7 e 8 de cultivo.

BUFFIN, et al. (2019) expressaram transientemente VLPs de influenza em células
HEK 293T, adaptadas ao cultivo em suspensao, utilizando biorreator Mobius®
CellReady 3L (Merck Millipore) e obtiveram uma densidade de células viaveis entre 2 -

4 x 10° cels/mL no 4° dia de cultivo, com viabilidade em torno de 70%.

Dias

7..
8..

ZIKV (C+)

50 pg/mL

10
75 pg/mL

12 V 100 pg/mL
FIGURA 15. Immunoblot das amostras de VLPs de DENV1/TE da cinética em biorreator
operado em modo batelada. ZIKV (C+) representa um controle positivo de VLPs do virus
Zika purificadas no LECC/COPPE/UFRJ.

Através do perfil de consumo de glicose e producdo de lactato das células
apresentado na Figura 16, observa-se que toda a glicose disponivel foi consumida até
0 6° dia, e as células iniciaram um shift metabdlico para consumo de lactato no 7° dia,
mantendo as células vivas até o 10° dia. A taxa de consumo de glicose na fase
exponencial (qgic, exp) fOi de 0,35 ng/(cel.h) e a taxa de produgéo de lactato (Qiac exp) fOi de
0,11 ng/(cel.h).
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FIGURA 16. Perfil de consumo de glicose e producdo de lactato para a cinética de

producéo de VLPs de DENV1/TE em biorreator operado em modo batelada.

N&o foi encontrado trabalhos descritos na literatura utilizando cultivo em biorreator
em modo batelada com linhagens de células de mamiferos que expressem
constitutivamente VLPs de DENV. Acredita-se que a expressao constitutiva de VLPs
seria toxica para células hospedeiras (ESPOSITO, et al. 2015), entdo geralmente os
métodos de expressao descritos séo transientes. Além disso, com o crescente interesse
no modo de cultivo continuo em perfusédo, os trabalhos vém sendo desenvolvidos

baseados nesse modo de operacao.

5.2.Purificacédo de VLPs de DENV

5.2.1.Investigacao de um processo baseado em cromatografia

de excluséo estérica (SXC) e ultrafiltracao/diafiltracdo (UF/DF)

Para purificacdo das VLPs obtidas por transfeccdo transiente de DENV 1-4, foi
investigado um processo adotando como 12 etapa a técnica de SXC com PEG 8% (m/v)
e uma membrana de troca catidnica forte onde os contaminantes de baixa massa
molecular e carga positiva vao se ligar & membrana e as VLPs vao se associar para
diminuir a area de contato entre elas e o solvente rico em PEG minimizando a
desestabilizacdo termodindmica causada pelo mesmo. Os contaminantes de baixa
massa molecular e carga negativa nao irdo se ligar a membrana e serdo facilmente
removidos durante o processo de alimentacdo. Embora ndo seja usual a utilizacéo de

fases estacionaria carregadas, utilizou-se uma membrana de troca ibnica, conforme

49



proposto em trabalho anterior de Tulio Lima (LECC/COPPE/UFERJ) para VLPs de febre
amarela (ALVIM et al. 2021), visando a maximizacao da remoc¢&o de contaminantes por
diferentes principios de separacédo (tamanho e carga), resultando em uma cromatografia
multimodal. GAGNON, et al. (1996) provaram que a adi¢cdo de PEG na fase movel
durante o processo cromatografico alterou o comportamento de adsorcéao e retencéo de

proteinas em IEX e aumentou a seletividade.

Utilizou-se para a eluicado das VLPs o tampéao PBS, por ser um tampao fisiol4gico,
mantendo o processo mais simples e evitando a necessidade de troca de tampao para

etapas subsequentes.

Cromatogramas tipicos obtidos para SXC sdo apresentados nas Figuras 17-21
para as VLPs de DENV 1-4, respectivamente. Todo o volume da fracdo eluida foi
coletado e analisado quanto a presenca de VLPs. Conforme pode-se observar nestas
Figuras, nas fragdes de alimentacdo e lavagem nao foram observados sinais de VLPs

por Immunoblot.
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FIGURA 17. Cromatograma do processo de purificagdo por SXC utilizando membrana

de troca catidnica e Immunoblot utilizando anticorpo priméario 4G2 para detecgdo das

VLPs nas fragBes da cromatogréafica de SXC para DENV1.
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FIGURA 18. Cromatograma do processo de purificagdo por SXC utilizando membrana

de troca catidnica e Immunoblot utilizando anticorpo priméario 4G2 para detecgdo das

VLPs nas fragBes da cromatogréafica de SXC DENV2.
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FIGURA 19. Cromatograma do processo de purificagdo por SXC utilizando membrana
de troca catidnica e Immunoblot utilizando anticorpo priméario 4G2 para detecgdo das

VLPs nas fragBes da cromatogréafica de SXC DENV3.
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FIGURA 20. Cromatograma do processo de purificagdo por SXC utilizando membrana
de troca catidnica e Immunoblot utilizando anticorpo priméario 4G2 para detecgdo das

VLPs nas fragBes da cromatogréafica de SXC DENVA4.

Conforme mostrado nos proximaos sub-itens, um conjunto de técnicas analiticas foi
utilizado para analisar as fra¢des purificadas e, portanto, para permitir uma avaliagdo do

desempenho do processo de purificagdo em uma etapa proposto.

5.2.1.1.Avaliacdo da identidade e da presenca de impurezas
proteicas por SDS-PAGE e Western blot

A pureza e as propriedades antigénicas das VLPs foram avaliadas por SDS-PAGE
e Western blot. A presenca da proteina E de dengue foi confirmada com a massa

molecular esperada (50-55 kDa) para as VLPs obtidas por transfeccdo transiente
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conforme observado nas Figuras 21 (SDS-PAGE) e 22 (Western blot). Devido a
concentracdo relativamente baixa, a detecgdo do sinal de proteina E & de dificlil
identificacdo nas analises de SDS-PAGE. No entanto, nas andlises de Western blot
bandas claras e especificas de proteina E de dengue foram detectadas, com excecao
para DENV2.
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FIGURA 21. SDS-PAGE das amostras de VLP antes e ap0s purificagdo. A) DENV1 e
DENV2. B) DENV3 e DENV4. Entende-se por MM, marcador de massa molecular, SN

sobrenadante de cultivo celular, UF/DF ultrafiltracdo/diafiltracao.
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FIGURA 22. Western blot utilizando anticorpo priméario 4G2 de amostras de VLP antes
e apos purificacdo. A) DENV1 e DENV2. B) DENV3 e DENV4. Entende-se por MM,

marcado de massa molecular, SN sobrenadante, UF/DF ultrafiltrag&o/diafiltracéo.

Além da banda caracteristica entre 50-55 kDa, uma banda em cerca de 100 kDa
também pode ser observada, exceto para DENV2, a qual poderia ser referente a uma
forma dimérica da proteina E, como observado por LIMA, et al. (2019) para VLPs de
zika. Essa banda a 100 kDa também foi observada nos ensaios realizados por METZ,
et al. (2018b) para os quatro sorotipos do virus da dengue, porém ndo foram
identificadas. Para DENV3, foram observadas duas bandas em torno de 50 — 55 kDa na
amostra purificada (Figura 22). Sugere-se que essas duas bandas estejam relacionadas
a diferentes padrdes de glicosilacdo da proteina E. METZ et al. (2018b) observaram

uma diferenca de massa molecular em amostras de VLPs de quatro sorotipos em
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andlises de SDS-PAGE e Western blot e atribuiram a diferentes nimeros de glicanos
entre os sorotipos. ESPINOSA, et al. (2018) também observaram diferencas para VLPs
de zika produzidas em células HEK 293 e células de insetos, enquanto LIMA et al. (2019)
observaram para VLPs de febre amarela produzidas em células HEK 293 a presenca
de duas bandas que, apos digestdo com a enzima PNGase F para remocéo dos

glicanos, convergiram para uma Unica banda.

A analise de Western blot, mostrada na Figura 22, confirmou que a proteina E pode
ser reconhecida e detectada a partir de amostras purificadas de VLP de DENV1, 3 e 4,
usando anticorpo primario pan-flavivirus 4G2. A ndo deteccéo de de VLPs de DENV2
provavelmente esta relacionada a baixa concentragdo alcangada no sobrenadante de

cultivo celular, que prejudicou o processo de purificaco.

5.2.1.2. Avaliagdo da estrutura das VLPs por microscopia

eletrbnica de transmisséo (MET)

O virus da dengue é uma particula esférica, de superficie relativamente lisa, com
uma estrutura de aproximadamente 50 nm de didmetro, formada pelas proteinas
estruturais do capsideo, pré-membrana e envelope.

A micrografia de MET com coloracdo negativa de VLPs de DENV1 confirmou a
estrutura 3D das mesmas, conforme a Figura 24, porém com aproximadamente 30 nm
de diametro. VLPs de DENV1-4 produzidas por transfeccdo transiente em células
HEK293 por URAKAMI, et al. (2017) apresentaram diametro médio entre 35-50 nm e
as produzidas por METZ, et al. (2018b) apresentaram diametro médio entre 25-40 nm,
sendo que foi observado que VLPs de DENV1 tinham aproximadamente 30 nm.
Portanto, as andlises de MET realizadas neste trabalho estdo de acordo com a

literatura.
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FIGURA 24. Imagem de MET de VLPs de DENV1/TE purificadas. Barra de escala: 100

nm.

Tanto neste trabalho quanto nos artigos de URAKAMI et al. (2017) e METZ et al.
(2018b), as VLPs se mostraram menores em tamanho do que as particulas virais
nativas (~ 50 nm). Estudos estruturais mais aprofundados s@o necessarios para
confirmar as diferencas observadas no didmetro da VLP DENV1 e do virus DENV1,
incluindo avaliagdo de amostras de virus purificado do mesmo sorotipo pela mesma

metodologia e no mesmo aparelho.

5.2.1.3.Avaliacdo de pureza cromatografica por SEC-HPLC

A técnica de SEC-HPLC permite separar proteinas em funcdo de seu tamanho,
sendo, portanto, util para confirmar a presenca de VLPs, de proteina E monomérica e
de outras eventuais proteinas contaminantes. Através da quantificagéo relativa da area

sob o0s picos, é possivel determinar a pureza cromatogréfica do pico de interesse.

Os cromatogramas obtidos para as amostras de VLPs de DENV1-4/TT sé&o
apresentados nas Figuras 25-28. Conforme estudos prévios realizados no
LECC/PEQ/COPPE/UFRJ para VLPs de outros flavivirus, portanto de tamanho anélogo,
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sabe-se que o tempo de retencao das VLPs, é de aproximadamente 7,5 min, enquanto

as proteinas monomeéricas apresentam tempo de retencao entre 10 e 20 min.

Para os cromatogramas dos sobrenadantes (Figuras 25A-28A), € possivel
observar que a intensidade dos picos de proteinas monoméricas é muito superior ao de
VLPs, exigindo que um zoom seja feito no cromatograma para fins de visualizacdo do
pico das VLPs. As proteinas monoméricas sdo contaminantes comuns, podendo ser
proteinas da célula hospedeira, proteinas prM ou E que nao se incorporaram as VLPs

ou VLPs degradadas.

J& nos cromatogramas que representam as analises dos eluidos de SXC e retidos
de UF/DF (Figuras 25B-28B), pode-se observar que o processo de purificacdo foi
eficiente na remocéo das proteinas monoméricas. No processo de UF/DF, esperava-se
que as proteinas monoméricas ainda porventura presentes fossem permeadas pela
membrana em todos 0s sorotipos, mas observou-se que isto ocorreu de forma eficiente
apenas para DENV1 e DENV4, onde também ocorreu uma concentracdo das VLPs.
Para DENV2 e DENV3 nao foram observadas diferencas significativas entre o eluido de
SXC e o retido de UF/DF, indicando que o processo de UF/DF deveria ser investigado

mais a fundo.
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FIGURA 25. Cromatogramas obtidos por SEC-HPLC. A) SN de DENV1. B) comparacao
SN, eluido e retido UF/DF de DENV1.
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FIGURA 26. Cromatogramas obtidos por SEC-HPLC. A) SN de DENV2. B) comparacao
SN, eluido e retido UF/DF de DENV2.
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FIGURA 27. Cromatogramas obtidos por SEC-HPLC. A) SN de DENV3. B) comparacao
SN, eluido e retido UF/DF de DENVS3.
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FIGURA 28. Cromatogramas obtidos por SEC-HPLC. A) SN de DENV4. B) comparacao
SN, eluido e retido UF/DF de DENVA4.

Utilizando-se VLPs de febre amarela purificadas no LECC/PEQ/COPPE/UFRJ de
concentracao conhecida, foram injetadas solu¢des contendo diferentes concentracdes
conhecidas de VLPs e foi elaborada uma curva padrao relacionado as areas sob os
picos de VLPs e os valores de concentracao (ver apéndice — Figura A3). Com base
nesta curva padrdo, foram calculadas as concentracdes de VLPs de DENV1-4 nos

retidos de UF/DF, conforme apresentado na Tabela 5.
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TABELA 5. Concentragdes de VLPs de DENV1-4 no retido de UF/DF, obtidas por SEC-
HPLC.

Sorotipo Volume do Concentracéo de Massa total de
retido (mL) VLP (ug/mL) VLP (ug)
DENV 1 1,4 40,8 57,1
DENV 2 6,0 9,4 56,3
DENV 3 2,5 27,8 69,6
DENV 4 2,5 53,3 133,3

5.2.1.4.Quantificacdo de proteinas totais

A quantificacdo de proteinas totais foi realizada para o eluido da purificacéo e para
as amostras do permeado da UF/DF. Através da regressao linear da curva padrao,
apresentada no apéndice (Figura Al), foi possivel determinar a concentracdo de
proteinas totais nas amostras de DENV1-4 obtidas por transfeccdo transiente e
apresentada na Tabela 4.

Para DENV1, observou-se um aumento da concentracdo do eluido para o retido,
como esperado, pois, a etapa de UF/DF além de concentrar as amostras também
eliminaria proteinas monoméricas. Para DENV2 ndo houve diferenca nas
concentracdes, o que corrobora os dados obtidos por HPLC, apresentados na secao
5.2.1.3, onde a etapa de UF/DF ndo concentrou as VLPs e nem eliminou proteinas
monomeéricas. Para DENV3 houve uma diminui¢do da concentracao, validando também
os resultados de HPLC, a etapa de UF/DF ndo concentrou a amostra, porém eliminou
um pouco de proteina monomeérica, o que poderia explicar a diminuicdo na concentracao
de proteinas totais. Para DENV4 também observou-se uma diminuicdo da
concentracdo, 0 que nao corrobora com os resultados obtidos por HPLC, onde a

amostra foi retida apresenta maior concentracao de proteinas totais.
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TABELA 4. Concentracdo de proteinas totais determinada nos eluidos de SXC e
concentrados de UF/DF, das amostras de VLPs de DENV 1-4.

Amostra Volume Concentracéao Massa de proteinas totais
(mL) (ng/mL) (H9)

Eluido 4,5 35,9 161,5
DENV1

Retido 1.4 51,6 72,24
DENV1

Eluido 10,0 35,1 351,0
DENV2

Retido 6,0 37,9 227,4
DENV2

Eluido 3,8 41,6 157,2
DENV3

Retido 2,5 31,6 79,0
DENV3

Eluido 4,9 37,6 185,74
DENV4

Retido 2,5 28,7 71,8
DENV4

A gquantificacdo de proteinas totais por BCA é um teste sensivel, porém nao é
seletivo para VLPs, uma vez que esse método se baseia na reducdo de ions cobre
guelados com proteinas, ou seja, todos os peptideos contendo trés ou mais residuos de

amino&cidos sédo quantificados.
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5.2.1.5.Avaliacdo da presenca de DNA residual como

contaminante critico derivado do processo

O DNA residual € considerado um contaminante critico em produtos
biofarmacéuticos. Portanto, nos processos de purificacdo, sua concentracdo deve ser
reduzida aos niveis preconizados como seguros pelas agéncias reguladoras. No caso
da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), é preconizado que o nivel de DNA residual

seja menor ou igual a 10 ng/dose.

Através dos resultados apresentados na Tabela 6, é possivel observar que obteve-
se eficiéncia de remocdo de DNA residual entre 88% e 94% para as amostras de
DENV1-4 obtidas por transfeccéo transiente. Contudo, para avaliar se a concentragdo
de DNA residual esta dentro da faixa aceitavel pelas agéncias regulatérias, sera
necessario primeiro determinar, por meio de ensaios em animais, a provavel dose de
VLPs que seria necessaria para que se possa calcular a quantidade de DNA residual
em ng/dose.

TABELA 6. Dados para a determinacdo da eficiéncia de remocdo de DNA residual.

Amostra Concentragéo Volume de Massa total | Eficiéncia de
de DNA (ng/mL) | amostra (mL) | de DNA (ng) | remocéo (%)
SN DENV1 117,4 170,0 19955,8 -
Eluido DENV1 505,2 4.5 2288,6 88,5
SN DENV2 103,5 280,0 28990,1 -
Eluido DENV2 1779 10 1778,9 93,9
SN DENV3 193,3 120,0 23201,6 -
Eluido DENV3 741,2 3,78 2801,6 87,9
SN DENV4 133,9 270,0 36165,8 -
Eluido DENV4 744.8 4,94 3679,5 89,8
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O conjunto de resultados apresentado, decorrente do conjunto de técnicas
analiticas utilizado, indicou que a SXC sozinha néo é suficiente para remover todos os
contaminantes criticos e atingir o nivel de pureza exigido para o uso das VLPs em
vacinas. Além disso, conforme a literatura, o PEG poderia gerar instabilidade nas VLPs
e resquicios que fiqguem nas amostras poderiam ser nocivos aos usuarios finais (HUHTI,
et al. 2010, RUSSELL, et al. 2007). Por isto, decidiu-se investigar um processo
composto por trés etapas, sendo duas técnicas cromatograficas (troca idnica e exclusao

estérica) e ultrafiltracao/diafiltracao.

5.2.2.Investigacdo de um processo baseado em cromatografias

de trocaibnica e excluséo estérica e ultrafiltracao/diafiltracéo

Devido ao fato de que os sobrenadantes de cultivo celular de alguns sorotipos
apresentam concentracdes baixas de VLPs e devido ao fato de que SXC é reportada
como uma metodologia adequada também a purificacdo de DNA, decidiu-se introduzir
uma etapa de captura inicial baseada em troca anibnica, visto que, como mostrado para
virus da febre amarela por Pato et al. (2014, 2019) e para VLPs de zika e febre amarela
por Lima et al. (2019), é possivel concentrar as VLPs e reduzir de forma significativa os

niveis de DNA residual utilizando membranas de troca aniénica contendo o ligante Q.

Por esta razdo, passou-se a investigar o processo de purificagdo de VLPs obtidas
por transfecgdo estavel de DENV1 em duas etapas cromatogréficas. A primeira etapa
foi realizada por IEX com 3 membranas de troca anibnica com ligante Q, conectadas
em série, operadas no modo bind-elute, onde as VLPs se ligam a membrana e os
contaminantes de carga positiva sao facilmente removidos durante o processo de
alimentagdo. Para a eluicdo das VLPs é utilizado um aumento gradativo da
concentracao salina para propiciar a dessorcdo sequencial das moléculas carregadas
negativamente no pH de alimentacdo, permitindo a separacdo das VLPs de outras
moléculas (DNA e proteinas contaminantes). O tampéao PBS foi utilizado por ser um

tampao fisioldgico, evitando a necessidade de troca para a etapa subsequente.

Fracdes de 2 mL foram recolhidas de todas as etapas e analisadas quanto a
presenca de VLPs. A fragao eluida foi recolhida em seu volume total e armazenada para

a préxima etapa cromatografica. O cromatograma obtido, bem como as analises por
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immunoblot, sdo apresentados na Figura 29. Nas fracdes de lavagem néo foi detectado
sinal de VLPs, enquanto nas fracdes eluidas foi detectado forte sinal, refletindo a

capacidade da técnica de IEX de concentrar as VLPs.
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FIGURA 29. Cromatograma do processo purificagdo por IEX utilizando membrana de
troca anibnica e Immunoblot utilizando anticorpo primario 4G2 das fracdes da

cromatografia.

Como segunda etapa do processo de purificacéo, investigou-se o emprego de
SXC, visto que a etapa anterior ja teve como objetivo a remo¢do de DNA residual.
Fracdes de 2 mL foram recolhidas de todas as etapas e analisadas quanto a presenca
de VLPs. A fracéo eluida foi recolhida em seu volume total e armazenada para a etapa
subsequente de UF/DF. O cromatograma obtido bem como as andlises por immunoblot
sdo apresentados na Figura 30. Nas fracGes de alimentacdo e lavagem ndo foram
observados sinais de VLPs por Immunoblot, indicando baixa perda de VLPs. O forte

sinal detectado nas fracGes eluidas confirmou o potencial da técnica de SXC,
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potencializado pelo uso de uma etapa anterior que permite concentrar as VLPs e

remover contaminantes como DNA residual.

Em um artigo voltado para a purificacdo de VLPs de outro tipo de virus (norovirus),
um processo iniciando com precipitacdo com PEG seguida de IEX resultou na obtencéo
de VLPs com alta pureza (> 95%) (KOHO, et al. 2012).
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FIGURA 30. Cromatograma do processo purificagdo por SXC utilizando membrana de
troca anibnica e Immunoblot utilizando anticorpo primario 4G2 das fracdes da

cromatografia.
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5.2.2.1.Avaliacdo da identidade e da presenca de impurezas
proteicas por SDS-PAGE e Western blot

Conforme mostrado na Figura 31, e como observado anteriormente para as VLPs
obtidas por transfeccao transiente, a presenca da proteina E de dengue foi confirmada

com a massa molecular esperada, bem como a banda em cerca de 100 kDa.

50 kDa

100 kDa

50kDa

100 kDa

B

FIGURA 31. Western blot (A) e SDS-PAGE (B) de amostras de VLP antes e apés
purificacdo para VLPs DENV1/TE. Entende-se por MM, marcado de massa molecular,
SN sobrenadante, UF/DF ultrafiltracdo/diafiltracéo.
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Além disso, na Figura 31 é possivel observar a concentracdo da proteina E e a
diminuicdo das impurezas ao longo das etapas de purificacdo. O arraste observado nos
eluidos (IEX e SXC) e retido de UF/DF pode ser atribuido a alta concentracdo de

protel'na E nessas amostras.

A andlise de Western blot (Figura 31A) confirmou que a proteina E pode ser
reconhecida e detectada a partir de amostras purificadas de VLP de DENV1/TE usando

anticorpo primario 4G2.

5.2.2.2.Quantificac&o de proteinas totais

A quantificac@o de proteinas totais foi realizada para o eluido da purificagcéo e para
as amostras do retido e do permeado da UF/DF. Através da regressao linear da curva
padrdo, apresentada no apéndice (Figura A2), foi possivel determinar a concentracao
de proteinas totais nas amostras de DENV1-TE obtidas por transfeccédo estavel,

conforme apresentado na Tabela 7.

A massa de proteinas totais caiu de forma significativa da fragcéo eluida de IEX para
a fracdo eluida de SXC, confirmando que a SXC possui alto potencial de purificacéo,
eliminando proteinas monomeéricas (proteinas derivadas da célula hospedeira ou
proteinas prM e E que ndo formaram VLPs) eventualmente ainda presentes apés a
etapa de IEX. Observou-se um aumento da concentracao do eluido da SXC para o retido
de UF/DF, o que pode ser atribuido a capacidade da etapa de UF/DF de concentrar as
VLPs. Proteinas monoméricas restantes seriam eliminadas no permeado de UF/DF,
porém apoOs duas etapas cromatograficas a presenca de proteinas monoméricas

contaminantes é bastante reduzida.

N&o foi possivel quantificar as proteinas presentes no SN e na fracdo de
alimentacdo do IEX, pois a alta concentracdo de proteinas ultrapassou o limite de

deteccdo da técnica, as amostras deveriam ter sido diluidas.

O processo permitiu uma remocao global de proteinas totais de 95,8%, da primeira
para a Ultima etapa de purificag@o, para DENV1, mostrando-se um processo promissor
e eficiente para remocdo de contaminantes. Contudo, ressalta-se que a quantificacio
de proteinas totais por BCA € um teste sensivel, porém néo é seletivo para VLPs, uma
vez que esse método se baseia na reducédo de ions cobre quelados com proteinas, ou

seja, todos os peptideos contendo trés ou mais residuos de aminodcidos serdo
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quantificados. E necessério o desenvolvimento de um ensaio quantitativo de ELISA para

detectar de forma especifica as VLPs.

TABELA 7. Concentracdo de proteinas totais determinada nas fracbes de SN,
alimentacéo, eluidos de IEX e SXC, concentrados de UF/DF e permeado UF/DF, das
amostras de VLPs de DENV 1/TE.

Amostra Volume da Concentracdo | Massa de proteinas totais

fracdo (mL) (ug/mL) (mg)

SN DENV1 1000 - -

Alimentagao IEX 2 - -
Eluido IEX 50 573,6 28,70
Alimentacao SXC 2 199,3 0,39
Eluido SXC 15 173,9 2,60
Retido UF/DF 2 597.,8 1,20
Permeado UF/DF 15 15,8 0,24
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6. Conclusdes e Sugestdes

6.1. Conclusdes

Os vetores plasmidiais construidos foram produzidos e purificados de forma

eficiente, sendo possivel a producdo de VLPs DENV1-4 de maneira transiente.

A cinética de producdo de VLP DENV1/TE em biorreator demonstrou que 0s
transfectomas possuem um tempo de duplicacéo de aproximadamente 35h, que o shift
metabdlico ocorre e permite a sobrevivéncia das células até o 10° dia de cultivo e que a
concentracé@o de VLPs alcanca seu maximo nos dias 7° e 8° dias de corrida. Entretanto,
estudos mais aprofundados e utilizando outros modos de operacdo sdo necessarios
para melhor avaliagéo.

O processo de purificacdo se mostrou uma técnica promissora para purificar VLPs
DENV1-4. Porém, é necessario que seja utilizado mais técnicas para avaliar se o grau
de pureza alcancado esta dentro do preconizado pelas agéncias regulatérias. Além do
desenvolvimento de uma andlise quantitativa por ELISA.

Pelo MET foi possivel confirmar a produgéo e purificacdo de VLPs DENV1 de

maneira eficiente.

Compreender a estrutura das VLPs é essencial para definir seu potencial uso tanto
como vacinas como reagente de diagnéstico, portanto faz-se necessario mais estudos
para confirmacéo do potencial de uso dessas VLPs, bem como para aprimoramento do

processo sugerido nesse trabalho.

6.2. Sugestodes

Para trabalhos futuros, sugerem-se 0s seguintes pontos para o aperfeicoamento e
continuacdo dessa linha de pesquisa:

e Obter populacdes estaveis para todos 0s sorotipos.

e Realizar a selecdo de clones mais produtores das populacdes para todos os

sorotipos por citometria de fluxo acoplada a sorter (FACS).

e Cultivar as populacbes em perfusdo em biorreator de tanque agitado para

verificar a expressdo de VLPs sob altas concentracdes celulares. E avaliar a
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influéncia de outros dispositivos de retencao celular, aeracdo e agitacao.

Avaliar se o processo de purificacdo é eficiente para alcancar os niveis de pureza

exigidos pelas agéncias regulatérias.

Quantificar e caracterizar as VLPs com técnicas com especificidade para essas

particulas.

Realizar testes de imunogenicidade e antigenicidades das particulas para

confirmar o possivel uso em vacinas ou testes diagnostico.
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Apéndices

DOSAGEM DE PROTEINAS TOTAIS EM AMOSTRAS
DE TRANSFECCOES TRANSIENTES
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FIGURA Al. Curva padréo e regressao linear para determinacdo da concentracéo de
proteinas totais de DENV 1-4/TT, utilizando BSA como padréao.
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DOSAGEM DE PROTEINAS TOTAIS EM AMOSTRAS DE
TRANSFECCAO ESTAVEL
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FIGURA A2. Curva padréo e regressao linear para determinacdo da concentracéo de
proteinas totais de DENV1/TE, utilizando BSA como padréo.

94



ESTIMATIVA DA CONCENTRACAO PROTEICA A PARTIR
DAS AREAS DOS PICOS EM ENSAIO DE SEC-HPLC
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FIGURA A3. Curva padréo e regressao linear para determinacdo da concentracéo de
proteinas totais de DENV1-4/TT, por SEC-HPLC.
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DETERMINACAO DE DNA RESIDUAL DA CELULA HOSPEDEIRA
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FIGURA A4. Curva padréo e regressao linear para determinagdo de DNA residual da
célula hospedeira.
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