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De acordo com o Ministério da Salde, a saude publica no Brasil tem retratado a alta incidéncia de
doencas infecciosas emergentes e reemergentes, causadas por arbovirus, como por exemplo o virus
Chikungunya (CHIKYV). Dados epidemioldgicos associados ao CHIKVY vem mostrando grandes
preocupac0es tanto para a populagdo como também para 6rgdos governamentais, por ndo apresentarem
tratamento especifico e vacina para a imunizagdo da populagdo. O CHIKV caracteriza-se por ser um
virus de RNA viral sentido positivo, cadeia simples e sua transmissdo ocorre devido a picada do
mosquito das espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus. Sendo assim, o objetivo do presente trabalho
foi expressar epitopos de proteinas especificas do virus CHIKV fusionado a proteina poliedrina do
baculovirus ACMNPV, cujo o modelo para expressao ja é bem estabelecido por se tratar de um sistema
eucarioto. Para isso, técnicas de dna recombinante foram utilizadas visando a constru¢do de um
baculovirus recombinante portador dos genes de interesse E2 e NSP3, e confirmado por
sequenciamento. Além disso, a expressdo da proteina do baculovirus recombinante R1 (genes E2 e
NSP3) em células de inseto Tn5B foi bem-sucedida utilizando a estratégia bac-to-bac. Esta mesma
proteina foi analisada por SDS-PAGE e detectada por western blot apresentando proteina de tamanho
esperado 37 kDa. E sabido que as regides génicas dos epitopos E2 e NSP3 do CHIKYV j4 foram expressos
em trabalhos anteriores, entretanto, nenhum utilizou repeticGes das regiGes antigénicas como as que
foram descritas neste trabalho, a qual apresentou uma elevada expressao de proteinas com propriedades
imunogénicas. Com bases nos resultados apresentados, foi possivel construir uma estratégia promissora
por meio de regiGes imunogénicas do virus CHIKV que visa o desenvolvimento de kit diagnostico, bem
como, servir como base para futuros estudos com a perspectiva de outras aplicacbes biotecnoldgicas,
como a produgdo de vacina, podendo favorecer a satde publica do Brasil e do mundo.
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1. INTRODUCAO

Atualmente a saude publica brasileira tem retratado uma fase onde doencas infecciosas
emergentes e reemergentes, causadas por arbovirus, como o virus Chikungunya, esta
acarretando epidemias e trazendo grandes preocupacdes, tanto para a populagéo em geral como
também para 6rgdos governamentais, por ndo apresentarem tratamento especifico e vacina para

a imunizacao da populagdo (HONORIO et al., 2015).

A febre Chikungunya, assim como, a maioria das doencas infecciosas de origem viral,
apresenta uma incidéncia crescente, se alastrando por todo o globo. Sua origem é zoonotica, ou
seja, 0 virus existe na natureza infectando um animal silvestre, geralmente primata ndo humano
(LIMA-CAMARA, 2016; COFFEY et al.,, 2014). A sua descoberta ocorreu em 1950 no
continente africano, mais especificamente na regido da Tanzania (DONALISIO et al., 2015;
WEAVER et al., 2012). O significado da palavra Chikungunya, vem do dialeto makonde, lingua
dos povos Makondes do norte de Mogambique e sul da Tazania, “aquele que anda encurvado”,
refere-se a postura dos pacientes infectados, das dores proeminentes nas articulagdes, os quais
adotam uma postura encurvada (TAUIL, 2014; LAITON-DONATO et al., 2016; MORCERF
et al., 2015).

O virus assusta a populacdo mundial desde meados dos anos de 1960, quando foi
encontrada em diversos lugares do continente africano como: Uganda, Malawi, Quénia, Sudao
entre outras, até o presente momento. Nesta mesma década, houve surtos iniciais na Asia, sendo
introduzidas em suas respectivas cidades como: Malasia, india, Camboja e Tailandia. O virus
se tornou ausente por 39 anos, nenhum caso foi isolado ou confirmado como um possivel
portador da febre Chikungunya, mas entre os anos de 2001 e 2003, o virus retornou a infectar
moradores da Indonésia (AZEVEDO et al., 2015; LARAS et al., 2005).

No ano de 2004, ndo existiam casos fora do continente africano e asiatico, contudo, no
ano seguinte, foi comprovado um surto em junho de 2005, onde a infeccdo se espalhou
rapidamente pelas ilhas do Oceano indico. Neste mesmo ano foi observado sintomas n&o tipicos
desta infeccdo, pacientes agora apresentavam patologias associadas ao sistema neurologico e
oObitos. Foi relatado que no ano de 2018, a populacdo de mais de 100 paises ja entrou em contato
com virus Chikungunya (figura 1). No ano de 2015, foi notificado em todo o territorio nacional
cerca de 38.332 provaveis casos causados pelo chikungunya, resultando em uma taxa de
incidéncia de 18,7 casos para 100 mil habitantes, onde 13.236 foram devidamente confirmados,

juntamente com 6 Gbitos, todos com a média de 75 anos (MOGAMI et al., 2017).



B cCurrent or previous local transmission of chikungunya virus
Figura 1: Desenho representativo dos paises onde ja houve a transmissao confirmada do CHIKV. Fonte:

www.cdc.gov, acessado no dia 22 de agosto de 2018.

Ja no ano seguinte, até a 16° semana epidemioldgica, houve um aumento no nimero de
casos, sendo 64.349 casos provaveis, sua taxa de incidéncia atingiu 31,5 casos para 100 mil
habitantes, 11.181 casos foram confirmados. 15 casos de 6bitos foram confirmados, com uma
média de idade agora menor, atingindo 57 anos (BRASIL, 2016). Entretanto, até 0 més de
setembro do ano 2016, houve um aumento exacerbado de individuos infectados, atingindo
236.287 pessoas, enquanto que, a regido do Nordeste é portadora da maior quantidade de casos,
sendo 88,2% (MOGAMI et al., 2017). Até a semana de nimero 52 de 2017, foram registrados
171.930 possiveis casos da infeccdo, destes, 121.734 cerca de 70,8% dos casos foram
confirmados, enguanto que até a semana epidemioldgica 23 de 2018 foram registrados 47.791
provaveis casos de febre chikungunya no pais, e 30,251 casos foram confirmados (BRASIL.,
2018).

A sua transmissdo ocorre devido a picada do mosquito do género Aedes em humanos,
tais como o Aedes aegypti. O inseto A. aegypti é encontrado em zona urbana, seu
comportamento antropofilico e sua preferéncia por habitar o interior das residéncias, promove
uma quantidade acentuada de pessoas infectadas. Além disso, o Aedes albopictus habita regites
rurais, preferindo regides que estejam afastadas das grandes cidades como sitios e fazendas

(HONORIO, 2015) e pode também pode transmitir o virus ao humano.


http://www.cdc.gov/

Apesar de suas semelhancas, esses dois vetores foram introduzidos no Brasil em
momentos distintos. A chegada do A. aegypti ocorreu no periodo colonial, enquanto o A.
albopictus esta presente no territorio brasileiro a pouco mais de duas décadas (SERPA et al.,
2006). A adaptacdo rapida do A. aegypti, e consequentemente, 0 processo crescente de
urbanizacdo e aumento do nimero populacional, facilitaram a disseminacdo do mesmo por todo
0 pais, chegando a habitar aproximadamente 4.523 municipios até o presente momento (ZARA
etal., 2016; SERPA et al., 2006). No ano de 2014 o A. albopictus estava disseminado em 3.285
municipios e ausente em quatro estados: Acre, Amap4, Roraima e Sergipe (CARVALHO et al.,
2014).

O virus passa por um curto periodo de incubacdo que dura no maximo 12 dias, porém
com uma media de 4 dias, a infeccdo é dividida em trés fases, a fase aguda que da inicio aos
sintomas mais comuns como a febre alta (acima de 39°), cefaleia, exantema, dores nas pequenas
e grandes articulacdes, estas dores articulares passam por um periodo muito intenso,
acometendo na maioria dos casos as articulacGes dos tornozelos, pulsos, falanges, quadris e
joelhos. Alguns achados clinicos tém sido encontrados com grande frequéncia como erup¢éao
maculopapular transitoria, com muito prurido, sendo achados na face e no tronco,

fotossensibilidade, ulceras na boca, dermatite esfoliativa, bolhas e alteracdes gastrintestinais.

A doenca evolui para a fase subaguda depois de uma remissdo temporaria das dores
articulares, elas retornam mais exacerbadas, e por fim, a terceira fase da doenca, onde a mesma
evoluiu para sua forma cronica, geralmente em pacientes acima de 40 anos, persistindo uma
intensa poliartralgia, incapacitando a pessoa infectada por semanas e, em alguns casos nao
muito raros, por anos, (muitos individuos tornam-se incapazes de manusear objetos). Sua
principal caracteristica € a artralgia continua que dura mais de 3 meses e poliartrite gravissima
presente nas articulagdes distais, reumatismo e tenossinovites nas méos, pulsos e tornozelos.
Porém, os sintomas clinicos podem sofrer alteracbes de acordo com o tecido em que se
multiplica. Quando a infeccdo ocorre em criancas, alguns sintomas diferenciados podem
aparecer, tais como, erupgdo vesicular com descamacdo, petéquias e sangramento gengival.
(CASTRO et al., 2016; PINHEIRO et al., 2016; TAUIL et al., 214; CORRALES-AGUILAR
etal., 2015; SIMON et al., 2011).

Com o passar dos anos, no decorrer dos Ultimos surtos, foram relatadas evolugtes
clinicas atipicas da doenca, como alteracfes oculares, renais, cardiacas e principalmente

neuroldgicas, em sua maioria em pacientes acima de 65 anos, resultando com o maior nimero



dos casos em Obitos. Encefalopatia foi a patologia mais encontrada quando se trata de
transmisséo de mae para filho, apresentando edemas, lesdes e hemorragias cerebrais, deixando
sequelas que levam o paciente a incapacidade neuromotora e morte. Diversas outras
complicacdes neuroldgicas foram descritas em surtos nas mais diferentes localidades do
mundo, como meningo-encefalite, mielite, Sindrome de Guillan-Barré, paralisia facial, surdez
neurossensorial e neurite ética. Quando as lesbes acometem o sistema 6tico, em sua maioria,

causam papilite, neurite retrobular e neurorretinite (PINHEIRO et al., 2016).

Ap0s tantos surtos mundiais causados pelo CHIKV, nédo foi possivel estabelecer ainda
um diagndstico rapido e que possua custo-beneficio. Sendo assim, um método muito bem
estabelecido para sistema de expressdo de proteinas heterdlogas utilizando baculovirus, em
células de inseto, permite que as proteinas heter6logas sejam ativas biologicamente guardando
consigo semelhancas imunoldgicas quando comparadas as proteinas naturais. Trata-se de ser
um sistema altamente seguro por utilizar células eucaridticas, estando o gene de interesse sob
0 comando de um promotor forte do baculovirus. Com o aproveitamento de tantas qualidades
no uso do baculovirus como sistema de expressao, 0 mesmo € utilizado como uma alternativa
eficiente para estabelecer insumos diagndsticos e vacinais (RIBEIRO et al., 2015). Seu nome
derivado do latim baculum, significando bastdo, devido ao seu formato. Constituido por uma
fita dupla de DNA com seu tamanho variando de 80 até 180 mil pares de base e, contidos nesta
sequéncia genética, estdo os promotores de genes ndo essenciais como a poliedrina, o qual é
amplamente utilizado quando se pretende manipular o baculovirus como um sistema de
expressao (RIBEIRO et al., 2001).

Como os baculovirus ndo sdo patdgenos naturais para 0s mamiferos, ndo apresentam
anticorpos contra este virus, algo extremamente vantajoso se comparado ao sistema
procariético. Outra vantagem é a ampla utilizacdo de poliedros recombinantes como um sistema
de producéo de antigeno para o desenvolvimento de vacinas e de testes diagndsticos baseados
em ELISA, uma vez que a fusdo de genes heterdlogos no gene polh do baculovirus tenha sido
previamente criado para melhorar a producdo e a expressao de proteinas para fins de
diagnosticos (LOPEZ et al., 2018).

Portanto, o objetivo do presente trabalho expressar proteinas do virus CHIKV
fusionadas a proteina poliedrina do baculovirus AcCMNPV. Os antigenos produzidos serdo

purificados visando analises quanto a ativacao da resposta imune.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA [

O virus Chikungunya (CHIKV) caracteriza-se por ser um virus de RNA sentido
positivo, cadeia simples com 11,8 quilobases (kb), pertencente a familia Togaviridae, género
Alphavirus. O genoma viral codifica quatro proteinas nao estruturais (NSP1, NSP2, NSP3 e
NSP4), relacionadas a replicacdo do RNA viral, e cinco proteinas estruturais (C, E3, E2, 6K e
E1). As proteinas E1 e E2, estdo localizadas na membrana viral, para que quando houver
brotamento do nucleocapsidio, estas proteinas se tornem partes da formacdo dos virions
maduros. Suas particulas icosaédricas, com o tamanho aproximado de 70 nm de diametro séo
revestidas por um envoltério lipidico formados pela inser¢do das proteinas virais E1 e E2,
representados na figura 2 (KRISTY SY et al., 2017; SIMON et al., 2011; VOSS et al., 2010).

Capsid protein
(CP) Membrane

Swiss Institute of Bicinformatics

Figura 2: Representagdo esquematizada da estrutura dos alphavirus (Fonte viralzone.expasy.org).

O RNA genomico assemelha-se bastante com os mMRNA celulares, pois eles possuem
uma estrutura cap na sua extremidade 5° e uma cauda poliA na extremidade 3 (figura 3). Duas
sequéncias de leitura abertas (ORFs), na qual a primeira ORF ocupa dois tercos da extremidade
5" do seu genoma, responsavel por codificar as poliproteinas ndo estruturais que passam por
processo proteoliticos. A segunda ORF em questdo é separada da primeira por uma regido de



juncdo, ocupa um ter¢o do genoma viral e codifica uma segunda poliproteina responsavel pela
estrutura viral (PINTO 2013).
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Figura 3: Esquema representativo do genoma do CHIKV. (Fonte: JASPREET JAIN et al., 2017).

Devido as mutagdes na regido proteica E1, contida no envelope do virus, em um dos
trés gendtipos da CHIKYV circulantes no mundo (o genétipo da Africa Ocidental, gendtipo da
Africa Oriental, Central e do Sul, denominado ECSA, e o genétipo Asiético), existe uma
estimativa de que o ancestral comum dos 3 tipos pode ter sido originado a 500 anos. A ECSA,
passou por uma mutacdo especifica na posicdo 226, havendo uma troca da sequéncia de
aminoacidos alanina pela valina, na sequéncia genética pertencente as glicoproteinas. Esta
variante, desde o ano de 2005, tornou-se infectiva e transmitida tanto pelo Aedes aegypti e do
Aedes albopictus, causando um imenso surto na regido da Asia, Ilhas do Oceano Indico e
Europa (TAUIL, 2014; LAITON-DONATO et al., 2016; DONALISIO., 2015).

No Brasil, estes dois vetores sdo 0s responsaveis por desencadear surtos
(CHOMPOOSRI et al., 2016; SIMON et al., 2011). Sabe-se que o CHIKV, também ¢
transmitido de forma vertical pelos seus vetores, as fémeas possuem a capacidade de transmitir
0 virus para o0s seus ovos, desta forma é viavel encontrar o mesmo ndo apenas na saliva das
fémeas, mas também em machos silvestres (CHOMPOOSRI et al., 2016). O primeiro caso que
chegou ao Brasil, aconteceu em 03 de setembro de 2010, quando um homem de 55 anos de
idade, vindo da Indonésia, apresentou no véo 0s sintomas caracteristicos da doenca. Foi
atendido pelo Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Sao Paulo (HC-FMUSP) e a
amostra do paciente foi coletada e enviada para o Instituto Carlos Chagas, confirmando a
presenca de IgM (Imunoglubulina M) positivo para o virus Chikungunya, desde entdo, o
numero de casos cresceu de forma acelerada, entretanto, por um equivoco, muitos casos foram
relatados como dengue (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

A realizacdo de um diagnostico confiavel quando se trata da febre chikungunya, torna-

se dificil ja que as suas manifestacdes clinicas se assemelham com diversas outras doencgas e



infeccOes virais por arboviroses. Entretanto, a infeccdo causada pelo virus CHIKV mais se

assemelha a infec¢do por dengue virus (PINTO., 2013).

Por estes motivos os métodos de diagnostico do virus CHIKV sdo baseados em exames
soroldgicos, isolamento viral, reacdo em cadeia da polimerase reversa em tempo real (RT-PCR)
e critérios epidemiologicos associados aos sintomas clinicos sugestivos da doenca. Todos 0s
exames laboratoriais, muitas vezes sdo de dificil acesso para a populacdo que frequenta os
hospitais pablicos do pais, acarretando em um problema a mais quando se trata da liberacdo de
um laudo conclusivo ao paciente. Anticorpos IgM podem ser utilizados para deteccdo por
ELISA apos duas semanas do inicio da infeccao, o problema é que em alguns casos 0s mesmos
anticorpos aparecem somente de 6 a 12 semanas apo6s o inicio da infeccéo, onde anticorpos 1gG
aparecem depois dos IgM e podem persistir por anos. Mesmo com todos os cuidados, este
procedimento de sorologia € limitado ja que o método esta suscetivel a reacdo cruzada com
outros virus, gracas a sua alta identidade com outros arbovirus, tais como, 0 virus mayaro virus,
dengue virus e o zika virus (PERPETUA et al., 2016; ESPOSITO et al.,2016).

Atécnica de RT-PCR, por ser uma ferramenta altamente sensivel para identificar o 4cido
nucleico viral durante o estégio inicial da doenca (5-10 dias apds infeccao) vem sendo utilizado
a partir de amostras do soro dos pacientes infectados. Outra técnica também utilizada para
deteccdo do virus no inicio da infeccdo, seria o isolamento viral, manipulando células de
mamifero, tais como C6/36 ou células Vero E6, porém, esta técnica é indicada somente para
casos onde 0 paciente se encontra no segundo dia de infeccdo e com um laboratério que tenha
o isolamento nivel 3 de seguranca (PINHEIRO et al., 2016; CORRALES-AGUILAR et al.,
2015).

Em regiBGes onde apenas se consegue estabelecer um diagnostico clinico-epidemioldgico
do arbovirus, torna-se confuso e diversas vezes ndo confiavel, ja que nos seus primeiros dias,
pode ser facilmente confundido com diversas outras infec¢fes e patologias como gripe, febre
amarela, gastroenterite entre outras (CALVO et al., 2016). Alguns estudos realizados
evidenciaram a ineficacia de alguns diagndsticos que atuam na fase aguda da infeccdo, dos
ensaios comerciais baseados em anticorpos ICT SD e MAC ELISA SD, promovendo resultados

de sensibilidades extremamente baixos com cerca de 3,9% de exatiddo (PINTO., 2013).

Diante do exposto é de extrema importancia o desenvolvimento de metodos de
diagnostico inovadores para detecgéo da infec¢do por CHIKYV no pais, permitindo que pacientes
sejam diagnosticados com facilidade, confianca, de forma répida, facilitando também os

estudos clinicos e epidemioldgicos.



3.MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho esta sendo desenvolvido em colaboracdo com Universidade de
Brasilia (UnB), no laboratorio de Virologia e Biologia Molecular do Instituo de Biologia — IB,
sob orientacdo do Prof°® Titular Dr Bergmann Morais Ribeiro, Prof® Dra Anabele de Azevedo
Lima e colaboradores. O financiamento e colaboracdo foi feita pelo proprio laboratério em
questdo, pela Fundacgéo de apoio a pesquisa do Distrito Federal (FAPDF), Fundacdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ) e o Centro Universitario de Brasilia (UniCEUB). Os resultados apresentados
no trabalho sdo de exclusividade dos parceiros citados.

3.1 Isolamento e identificacdo do gene de interesse

Para o isolamento e a identificacdo do gene de interesse, foram estabelecidas estratégias
in silico das regides imunogénicas do virus CHIKV, baseado no trabalho de Yiu-Wing Kam et
al. (2012). Para isso, 0 gene de interesse contendo a regido de epitopo foi sintetizado pela
empresa IDT (integrated DNA technologies®). Yiu-Wing Kam et al. (2012) relata quais
proteinas presentes no CHIKV conseguem produzir de maneira mais eficientes anticorpos,

selecionando assim a glicoproteina E2 e a proteina ndo estrutural NSP3.

Os oligonucleotideos especificos foram desenhados para amplificar o fragmento de
interesse dos epitopos em questdo e os mesmos foram produzidos pela empresa Biomatters
Ltda. Nas extremidades dos oligonucleotideos existem sitios compativeis para a atuacdo da
enzima de restrigdo Ncol, que foi utilizada na reacéo de digestéo e purificacdo do fragmento de

interesse.
A sequéncia dos oligonucleotideos sintetizados séo:
CHIKV-F
5" GGATCCCATGGAACAACGTCGTTCAACAAAAGACAATTTTAATGS
CHIKV-R1
5" GGATCCCATGGTTCCTCCACCAGAACCTCCACCACCATCAGGACA3’

Para a amplificar do DNA de interesse, foi utilizado a enzima GoTag® Long PCR
Master Mix, utilizando a técnica PCR (tabela 1). Seguido da leitura em gel de agarose 1%

submetido a eletroforese em tampdo de corrida TBE 0,5X, coradas com brometo de etidio,



analisado em luz UV e fotografado com o fotodocumentador, de acordo como Sambrook &
Russel (2001).

Tabela 1: Programa utilizado para amplificacdo do fragmento de interesse.

Etapa Temperatura Tempo
Desnaturacéao inicial 95 C 3 min
Desnaturacéo 94°C 15s
Anelamento 54° C 20s

Extensao 72°C 20s
Extenséo final 72°C 5 min
Estoque 12° C 00

3.2 Construcado dos plasmideos recombinantes contendo as regides multiepitopo do
envelope do virus CHIKV

A regido do gel contendo o fragmento de interesse foi purificado com o kit GFXTM
PCR DNA and Gel Band Purification (GE HEALTHCARE). O DNA purificado foi submetido
a reacdo de ligacdo com a enzima T4 DNA ligase, onde utilizou-se o plasmideo comercial
pGEM® T-easy (Promega) previamente digerido com Ncol conforme as instru¢des obtidas com
o fabricante, na proporc¢éo de 3:1 (inserto:vetor), utilizando 100 ng do vetor e 300 ng do inserto
(figura 4) A reacdo foi incubada por um periodo de 12 horas a 4°C. E, seguida, a reagdo de
ligacdo foi transformada em células DH10R por eletroporacdo. Semeadas em meio LB sélido

contendo apenas o antibiotico de sele¢do ampicilina (50 mg/mL).



Figura 4: Mapa estrutural da construcdo do vetor comercial pPGEM® T-easy, onde o inserto R1
recombinante foi clonado no mesmo. Os sitios de restricdo e o gene de resisténcia a ampicilina estdo

contidas na figura. Fonte: elaborado pelo autor (2017).

Apds o crescimento das coldnias, as mesmas passaram por um procedimento de
purificacdo plasmidial, utilizando o kit comercial Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega) de acordo com protocolo estabelecido pela empresa. Em
seguida, o0 DNA purificado foi digerido coma enzima de restricdo Ncol, para liberacédo de
um fragmento equivalente a 205 pares de base (pb), o qual foi analisado e confirmado com

a leitura utilizando gel de agarose a 1%.

Ap0s a confirmacdo em gel de agarose, o inserto foi ligado no vetor o pFAST-amino
(figura 5). Uma vez fusionado o gene heter6logo no vetor pFAST-amino fez-se a
transformacéo por eletroporagdo em ceélulas E. coli DH10R. A construcao deste plasmideo
foi realizada contendo genes de resisténcia para ampicilina, gentamicina e os cassetes de
expressdo Tn7, os quais sdo marcadores de transposon bacteriano. Seu crescimento ocorreu
em placas contendo meio LB-agar solido com ampicilina (50 mg/mL) e gentamicina (7

mg/mL). Sua devida confirmagéo foi realizada por PCR, utilizando os oligonucleotideos
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especificos CHIKV-R1 e CHIKV-F, seguido de sequenciamento da sequéncia dos possiveis

/

Ncol (4,061) Ncol (4,262)

clones.

pFASTamino_CHYKV

5,694 bp

Figura 5: Desenho estrutural do vetor de transferéncia comercial pFAST-amino clonado ao inserto
de interesse (R1), contendo sitio de clonagem e restri¢do pela enzima Ncol, promotor da poliedrina,
sitio de transposicdo bacteriano Tn7R e Tn7L e genes de resisténcia a gentamicina (Gm) e

ampicilina (Amp). Fonte: elaborado pelo autor (2017).

3.3 Construgdo dos baculovirus recombinantes contendo as regides multiepitopo do
envelope do virus CHIKV

O sistema de expressdo chamado bac-to-bac™, foi desenvolvido e 1990 pelo
pesquisador Luckow, este método se faz uso de regides Tn7, contidas em bactérias E. coli
DH10BAC, o qual vai interagir com o vetor pFAST-amino, onde o DNA de interesse sera
clonado. Contido dentro desta cepa de E. coli esta todo o contetdo genémico do baculovirus
ACMNPV, conhecido como bacmideo. Este bacmideo é construido através da transposigao das

regides especificas Tn7 contidas no vetor que serdo doadas, havendo uma troca com as regides
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Tn7 presentes no bacmideo. Surgiram colénias brancas e azuis na placa, das quais as coldnias
brancas foram coletadas, elas possuem o gene lacZ interrompido pelo fragmento génico que foi
transposto. Por consequéncia disso, o gene lacZ pertencente ao bacmideo ndo consegue realizar
de maneira eficaz a dele¢do do cromossomo bacteriano (figura 6). Entretanto, as col6nias que
apresentam coloragdo azulada, seu gene permanece intacto, viabilizando a clivagem do
substrato do x-Gal. As colonias utilizadas foram coletadas com um palito de dente e depositadas
em meio LB liquido com 10 uL de canamicina, 1 uL de gentamicina e 1 uL de tetraciclina, em
agitacdo por 12 horas. O DNA plasmidial foi adquirido usando a técnica de lise alcalina,
conforme o protocolo da empresa. Sua confirmacdo ocorreu utilizando PCR com os
oligonucleotideos  MI13R  5’-AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3’, MI3F 5’-
CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3’ ¢ CHIKV-F.

As células DH10BAC contendo o gene ACMNPYV do baculovirus em um cromossomo
artificial, trata-se de ser quimiocompetente e foram utilizadas para transformar o plasmideo
pFastBac-R1, por meio da técnica choque elétrico. 500 ng da amostra plasmidial, juntamente
com 100 uL da bactéria foram incubadas por 30 minutos, logo ap6s esse tempo, sofreram
choque térmico, entrando em contato com 42°C por exatos 2 minutos e, de forma imediata
foram depositadas por 10 minutos no gelo. Adicionou-se meio LB, 1 mL, e foram incubadas
por 4 horas a 37°C. Seu indculo foi realizado em meio LB-agar, com 5 pL L de tetraciclina, 5
pL de gentamicina, 35 pL de canamicina, 20 puL de IPTG e 30 pL de X-GAL. O crescimento
bacteriano ocorreu por 48 horas. O material genético foi extraido por kit, e os fragmentos de

interesse gerados foram devidamente analisados com um gel de agarose 1%.
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Figura 6: Esquema representativo do sistema Bac-to-Bac para a construgdo dos baculovirus

recombinantes. (Fonte: Invitrogen)

3.4 Expressao da proteina recombinante em células de inseto:

O clone construido por multiplos epitopos do virus Chikungunya agora fusionado ao
gene do baculovirus foi purificado com o uso do SDS 0.5% com multiplas lavagens, seu produto
final foi envolto por lipossomos artificiais (Cellfectin Il, INVITROGEN), logo em seguida, foi
transfectado em culturas de células de inseto da ordem Lepidoptera, Trichoplusia ni (Tn5B)
(GRANADOS et al., 1994). O meio contendo células infectadas pelo virus recombinante, foi
centrifugado por 5 minutos a 7000 rpm, formando um sedimento celular e concentrado todas
as particulas virais no sobrenadante. O mesmo sobrenadante foi coletado para agora infectar
células Tn5B, aumentando a quantidade de titulo viral e proteinas de importancia. Trés dias
apos a infeccdo (dpi), as células foram coletadas e centrifugadas novamente, na mesma
proporcao de tempo, no entanto, as mesmas passaram por um processo de multiplas lavagens

com Triton 0,25% para que haja purificacdo dos poliedros.

A confirmagdo da proteina de interesse foi realizada com um gel de poliacrilamida a
12% (SDS-PAGE) e em seguida, foi feito o western blot, utilizando o anticorpo anti-histidina,
diluido 10.000 vezes em PBS. O vetor plasmidial pFAST-amino possui 0 promotor da
poliedrina e a regido codante do gene de interesse, uma localidade chamada cauda de histidina
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e, a partir dela, o anticorpo primario vai se ligar a um anticorpo secundario, anti-mouse, o qual

foi diluido da mesma forma que o primério.

3.5 Analise das proteinas de interesse por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

apos a purificacdo dos poliedros recombinantes

Trinta microlitros dos cristais proteicos purificados receberam o mesmo volume de
acetona 100%, e foram incubados em temperatura ambiente por cerca de 45 minutos. A amostra
foi espalhada no suporte porta-amostra do microscopio (stub), o mesmo foi colocado em
temperatura ambiente novamente e observado até que esteja completa a secagem da amostra.
Em seguida, uma fina camada de ouro foi depositada nas amostras pelo tempo de 90 segundos,
através do metalizador Leica modelo EM SCD500, para tornar o material como um bom
condutor térmico e elétrico. A devida visualizacdo das amostras ocorreu no microscopio

eletronico de varredura (JEOL JSM-70014 Field emission Scanning Electron Microscope).

3.6 Imunoensaio enzimatico

Os cristais fusionados com construtor da estratégia R1 (regides epitopo do gene E2
INSP3) purificados foram devidamente quantificados utilizando o Quant-iT™ assay kit
(Thermo Scientific) seguindo as instru¢des do fabricante. Foram realizados testes sorolégicos
imunoenzimaticos. Para a realizacdo da andlise dos cristais fusionados com poliedros R1
purificados poderiam ser utilizados como insumos diagndsticos no desenvolvimento de ELISA
(Enzyme-linked Immunosorbent Assay) indireto, método que se baseia na interagdo do antigeno-
anticorpo. Foram testados em diferentes diluicGes, entre 1:25, 1:50 e 1:100. Os pogos que
constituem as placas do ELISA foram sensibilizados com 50uL do antigeno fusionado a
poliedrina. Apds a encubacdo por 37°C por uma hora, utilizamos como controle negativo a
poliedrina fusionada apenas ao vetor PFAST_Amino. Todo o protocolo técnico restante do
ELISA foi realizado seguindo as orientacGes de Silva (2016), onde foram utilizados 4 amostras
de pacientes cedidas gentilmente pela Fiocruz.
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4. RESULTADOS

4.1 Isolamento e identificacdo do gene de interesse:

O fragmento R1 foi construido utilizando peptideos imunogénicos presentes no CHIKV, a
partir de duas repeti¢des do gene E2 e uma do NSP3, o0 mesmo foi sintetizado contendo em suas

extremidades sitios de digestao para a enzima Ncol (figura 7).

Ncol NCOI

Neol Ncol

Figura 7: Esquema representativo mostra a estratégia do isolamento do gene sintético (1) e a construcéo
do baculovirus recombinante (I1). Duas repeti¢Ges dos epitopos de interesse da proteina estrutural E2 e
uma da proteina ndo estrutural NSP3 foram utilizadas para sintetizar o construtor de interesse, enquanto
sdo flanqueadas por sitios de restricdo da enzima Ncol (I). Na representacdo Il mostra como o inserto se
encontrard quando for inserido no genoma do baculovirus AcCMNPV, o qual serd encontrado sob o
comando do promotor forte de fase tardia polh, e a cauda 6x-Histidina sera utilizada para a sua
confirmacdo. Fonte: elaborado pelo autor (2017).

O fragmento de DNA sintetizado utilizando multiepitopos foi amplificado por PCR com
uso de oligonucleotideos especificos contendo sitios de restricdo para a enzima Ncol em suas
extremidades. Em seguida, foi aplicado eletroforese com gel de agarose 1%, apresentando o

fragmento com 205 pares de base (figura 8).
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1000 pb

750 pb

500 pb

205 pb

Figura 8: Amplificacdo por PCR e confirmacdo do inserto, apresentando o tamanho de 205 pb,
codificando o multiepitopo de interesse R1 em gel de agarose 1% representado no poco A. O poco M,

representa o marcador molecular 1kb DNA ladder (Promega). Fonte: elaborado pelo autor (2017).

4.2 Construcao do plasmideo pPGEMR1:

Ap6s amplificado o gene de interesse, o inserto foi clonado no vetor comercial pGemT-
easy e cepas da bactéria E. coli DH10B foram utilizadas para transformacao e amplificacdo dos
clones de interesse. Sua confirmacédo ocorreu por meio do gel de agarose 1% apresentando uma
banda correspondente a 3.220 pb, logo em seguida, foi utilizado o vetor ja linearizado com a
enzima Ncol para colaborar com a confirmagéo e comparacao. E possivel observar o fragmento

de 3.015 pb do processo de digestdo, liberando o inserto do vetor (figura 9).
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3000 pb 3015pb

2000 pb

Figura 9: Andlise da confirmacdo do clone pGEMRL1 através do Gel de Agarose 1%, mostrando no
pogo A, a banda correspondente ao tamanho de 3220 pb, enquanto que, 0 pogo B, esta representado pelo
vetor digerido com a enzima Ncol, apresentando 3015 pb. No poco M, estd presente o marcador

molecular 1 kb DNA ladder (Promega). Fonte: elaborado pelo autor (2017).

Ap6bs a visualizacdo da clonagem do inserto R1 com o vetor comercial pGemT-easy no
gel de agarose, 0 gene de interesse passou por uma etapa de confirmacdo por digestdo com a
enzima de restricdo Ncol, a reagcéo durou cerca de 4 horas. Devido ao tempo de reacdo ter sido
curto, a enzima de restricdo ndo conseguiu efetuar totalmente a sua fungédo, deste modo, o gel
de agarose apresentou 3 bandas, sendo que a primeira contém varias isoformas do vetor clonado
com o inserto, a segunda banda corresponde a 3015 pb, tamanho esperado do vetor em sua
forma linear e a terceira banda é composta somente pelo inserto com 205 pb (figura 10).
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Isoformas plasmideais

3000 pb 3015pb

500 pb
205 pb

Figura 10: Confirmagdo da clonagem em Gel de Agarose 1% utilizando enzima Ncol para
liberar o inserto de 205 pb, fazendo o mesmo apresentar 3015 pb (poco A), sendo este, 0 vetor
comercial pGemT-easy linearizado. Poco M, marcador molecular 1kb DNA ladder (Promega).

Fonte: elaborado pelo autor (2017).

4.3 Clonagem do inserto de interesse no vetor pFAST-amino:

Apds a obtencdo do plasmideo recombinante, o fragmento de interesse foi removido e
clonado no vetor pFAST-amino. A confirmacéo desta clonagem foi realizada utilizando a
técnica de PCR com oligonucleotideos, amplificando um fragmento de 991 pb (figura 11).
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991 pb

Figura 11: Gel de agarose 1% confirmando a amplificagcdo por PCR da ligac&o entre o pFAST-amino
com o inserto R1. Os oligonucleotideos utilizados apresentam no final da amplificacdo uma banda 991
pb (A). M representa o0 marcador molecular 1kb DNA ladder (Promega). Fonte: elaborado pelo autor
(2017).

4.4 Subclonagem_do vetor pFAST-aminoR1 em bacmideo:

Das mais diversas colbnias que cresceram, o uso da interrupcdo do gene LacZ,
responsavel por gerar colbnias bacterianas com a coloracdo branca, serve primordialmente
como um mecanismo de confirmacdo de clonagem, além disso, antibioticos também sdo
utilizados, descritos no item 2.3, entretanto, a confirmacdo mais confiavel se da pelo uso dos
oligonucleotideos M13 em reacdo de PCR. Como estdo presentes antes da regido de
transposicdo do bacmideo, este método torna-se eficiente para verificar se realmente houve a
transposicdo das regifes especificas da bactéria para o bacmideo recombinante. O
oligonucleotideo CHIK-F também foi incluido na PCR para verificar a presenga do inserto
(figura 12).
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Figura 12: Gel de agarose 1%. Neste gel, apenas a amostra do pogo B foi escolhida para dar
continuidade ao projeto por apresentar resultado satisfatorio, sendo que, foi utilizado em sua PCR os
primers M13 indicados pelo fabricante, para produzir o fragmento de 1900 pb, nesta mesma técnica, foi
utilizado o oligonucleotideo CHIK-F para sintetizar o fragmento de 550 pb e por fim, o fragmento de
300 pb corresponde a algumas coldnias que ndo sdo clones. Fonte: elaborado pelo autor (2017).

4.5 Transfec¢do do bacmideo em cultura de célula Tn5B:

Apos a confirmagdo do bacmideo recombinante, o mesmo foi purificado e transfectado
em células de inseto Tn5B, desta forma, foi possivel acompanhar o seu efeito citopatoldgico
por até 72 horas, podendo também observar a evolucéo da infeccdo e producédo das particulas
infectivas do virus. Nas primeiras 24 hpi, foi possivel observar sinais celulares iniciais de uma
infecgdo, 48 hpi, os poliedros estavam claramente visiveis e nas 72 hpi, é facilmente possivel
diferenciar a formacdo de poliedros individuais de formagdo da massa proteica (figura 13).
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Figura 13: células de Trichoplusia ni infectadas com o virus transgénico. A - Corresponde a 24 h p.i.;
B -48 hp.i.; C-72h p.i. Fonte: elaborado pelo autor (2017).

4.6 Confirmacdo da expressdo da proteina de interesse do CHIKV fusionada na

poliedrina.

O DNA do bacmideo recombinante foi utilizado para transfectar células Tn5B como
descrito anteriormente. As células foram coletadas no periodo de 24 h p.i., 48 hp.i.e 72 h p.i.,
para confirmar a expressdo da proteina recombinante com o tamanho esperado de 37 kDa. Sua
devida confirmacé&o foi realizada através da eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% (figura
13), em seguida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose e imuno
marcadas com anticorpos anti-his e anti-mouse. Indicando pela técnica de western blot a

expressao da proteina heteréloga em células de inseto (figura 14).

21



37kDa

Figura 13: Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), apresentando como M, sendo o marcador de peso
molecular. A — Mock de extrato de células de Tn5B ndo infectadas. B — células Tn5B infectadas com o
AcMNPV selvagem. C — células Tn5B infectadas com AcMNPV fusionado com o pFAST-Amino. As
amostras dos poliedros pertencentes aos pogos B e C, foram perdidas no processo de semipurificacéo,
deste modo, as mesmas ndo aparecem no gel mostrado. D — R1 mais a poliedrina em 24 hpi. E - R1
mais poliedrina em 48 hpi. F — R1 fusionada a poliedrina em 72 hpi. As amostras presentes nos pogos E

e F apresentaram exatos 37 kDa. Fonte: elaborado pelo autor (2017).

37 kDa

Figura 14: Marcacdo da proteina expressa com os anti-corpos. M referindo-se ao marcador de peso
molecular, A — controle negativo de células Tn5B, infectadas com ACMNPV selvagem, apresentando

29 kDa. B — purificacdo da poliedrina fusionada ao R1, com 24 h p.i. C — R1 mais a poliedrina com 48
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h p.i., apresentando 37 kDa. D — poelidrina com 0 R1 em 72 hpi, também apresentou 37 kDa. Fonte:

elaborado pelo autor (2017).

4.7 Microscopia Eletronica de Varredura

Na analise dos cristais proteicos foi possivel observar que por mais que estas proteinas
possuam a densidade molecular semelhantes entre si, entre o poliedro fusionado ao vetor Pfas
Amino e o poliedro fusionado a proteina de interesse, elas apresentam uma conformacao
morfologica totalmente distintas e tamanhos diferenciados se comparados. Os cristais
recombinantes sdo notavelmente menores, formadores de grumos proteicos, enquanto que a
proteina fusionada ao Pfast Amino forma cristais com conformacdes bem delimitadas e

independente entre eles, ndo apresentando grumos (figura 15).

Figura 15: Analise por microscopia eletrénica de varredura dos cristais produzidos pelo baculovirus

recombinante expressando a proteina de interesse. Em A, estdo contidos os poliedros fusionados ao
vetor comercial Pfast_Amino; na imagem B os poliedros fusionados ao gene sintético R1. (Fonte:

elaborado pelo autor ,2018).

4.8 Ensaio imunoenzimatico indireto

Os corpos de oclusdo fusionados a proteina de interesse foram testados com amostras
de soros de pacientes para verificar o nivel de interacdo e reconhecimentos contra anticorpos
IgM (figura 16) e IgG (figura 17) especificos para Chikungunya. Os imunoensaios foram
preparados na Instituicdo parceira Fiocruz. O teste avaliou amostras de 4 pacientes, 0 primeiro
paciente (2010 JRMS), nunca tinha entrado em contato com o CHIKYV e zika, mas estava com

infeccdo confirmada para dengue, a segundo paciente (M&e Priscila) apresentava
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sintomatologia classica para febre chikungunya, sua infeccdo foi confirmada por testes

moleculares prévios. O terceiro paciente (JUAN) apresentava anticorpos IgG para dengue e 0

ultimo soro da quarta paciente (C98) pertencia a uma mulher gravida infectada somente pelo

virus Zika. Para a realizacao deste experimento, trés concentracGes distintas de proteinas foram

utilizadas (1:25, 1:50 e 1:100), sensibilizadas nas cavidades dos pogos do Elisa indireto.

Utilizamos como controle negativo os corpos de ocluséo fusionados ao vetor Pfast Amino.
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Figura 16:

Teste ELISA indireto para deteccdo de IgM, a partir de soro de pacientes infectados.
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Teste de IgG a-proteimas concentracies de soro 125 1:50 1:100
desontando dado da poliedrina ("Amino”)
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Figura 17: Teste ELISA indireto para deteccédo de 1gG, a partir de soro de pacientes infectados.

5. DISCUSSAO

O virus Chikungunya tem a capacidade de emergir, ressurgir e espalhar rapidamente por
diversas areas devido aos seus vetores serem amplamente distribuidos por todo o globo e por
viajantes infectados serem reservatorios do CHIKV. Néo existem medicamentos especificos
contra 0 CHIKYV, aqueles que apresentam a sintomatologia sdo tratados com farmacos anti-
inflamatdrias ndo-esterdides, fluidos e medicamentos para aliviar sintomas de febre e dor
(TAUBITZ et al., 2007).

Sabemos que a vacinacao se tornou um meio para prevenir infeccdes, porém, nenhuma
vacina até o0 momento foi capaz de impedir a infeccdo por chikungunya. Além disso, as reacdes
cruzadas presentes nos exames imunoldgicos causados pelos Alphavirus, devido aos sitios
antigénicos semelhantes entre este género viral, caracterizam uma limitacdo. Entretanto, a
infeccdo por CHIKV mostra produzir uma reagdo imunologica duradoura e, em relagéo a outros
Alphavirus, o sistema imunoldgico consegue produzir uma resposta imune parcial. Estratégias
biotecnoldgicas precisam ser tomadas para que exista a possibilidade de desenvolver sistemas
diagnosticos mais especificos e sensiveis, como também, insumos vacinais (DESSAIN et al.,
2008, EDELMAN et al., 2000).
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O sistema de expressao em baculovirus é bastante estudado e inquestionavel quando se
trata de sua eficiéncia, com alto potencial para expressar proteinas de diversos tamanhos, das
mais simples as mais complexas, produzindo modificacBes pos-traducionais como a
glicosilacdo, sendo uma das mais importantes, permitindo que as proteinas expressas tenham
grande taxa de semelhanca bioldgica e imunoldgica quando comparada a proteina natural.
Outras alteragdes como dobramento correto, formacéo de pontes dissulfeno e adi¢do de fosfatos
também ocorrem (RIBEIRO et al., 2001, ZHENG et al., 2004).

Neste trabalho, a expressdo foi controlada por um forte promotor, conhecido como
promotor do gene polh, garantindo a expressdo ndao somente da poliedrina, como também a
proteina heteréloga de 8 kDa. A poliedrina € a principal proteina presente no corpo de ocluséao
do baculovirus, permitindo que a regido responsavel pela sua expressdo seja uma Otima
estratégia para a inserir um gene responsavel por sintetizar uma proteina heter6loga. Apés obter
os poliedros fusionados com a proteina de interesse, a mesma podera ser facilmente separada
do corpo de oclusédo utilizando centrifugacdo e gradiente de sacarose, outra vantagem desse
sistema de expressdo é o baixo custo e a pureza do material coletado (ARDISSON-ARAUJO
etal., 2013; DATAL et al., 2005).

Os baculovirus estdo dentro do maior grupo de virus que infectam invertebrados,
pertencem a familia Baculoviridae, apresentam DNA de fita dupla, sao altamente especificos
para com seus hospedeiros, sendo em sua maioria insetos da ordem Lepidoptera. Devido a sua
especificidade com as células de inseto, 0 seu manuseio no processo de clonagem traz consigo
riscos minimos. Seu uso na medicina como agentes terapéuticos profilaticos e diagndsticos se
da pelo fato do mesmo apresentar genes de hiperexpressao, garantindo que durante a infeccéo
genes heter6logos sejam expressados em grande escala (RIBEIRO et al., 2001; BARROS,
2007).

A proteina recombinante R1 foi expressa com sucesso em células de inseto Tn5B
utilizando a estratégia BAC-TO-BAC. Esta mesma proteina foi visualizada pelo SDS-PAGE e
detectada pelo western blot. O baculovirus recombinante estava sob o comando do promotor
viral forte, o polh. E sabido que os genes E2 e NSP3 do virus Chikungunya ja foram expressos
corretamente em trabalhos anteriores, entretanto, nenhum deles utilizou repeti¢des das regides
antigénicas como as que foram descritas neste trabalho, a qual apresentou uma producao alta

de proteinas com propriedades imunogénicas.

A proteina R1 foi fusionada a poliedrina na por¢do amino-terminal, do baculovirus

AcCMNPV, utilizando o vetor comercial pFAST-amino, que contém o gene do promotor da
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poliedrina do AcCMNPV. Os sitios de transposicdo Tn7 presentes na bactéria E. coli DH10BAC
que contém o genoma completo do AcCMNPV e no vetor comercial, auxiliam diretamente na
producdo do bacmideo recombinante, através da transposic¢éo que ocorre entre o pFAST-amino
e a bactéria DH10BAC (RIBEIRO et al., 2015).

O bacmideo é constituido também pela regido replicon mini-F, o gene de resisténcia a
gentamicina, canamicina, tetraciclina e um fragmento de DNA que possibilita a codificacdo do
peptideo LaZ. E importantissimo ressaltar que ao pegar uma col6nia que contenha o bacmideo
recombinante, ela nao esteja contaminada por bactérias que ndo houveram a transposicao do
gene de interesse, desta forma, sera possivel garantir uma maxima expressao das proteinas
heterélogas (INVITROGEN, 2015).

O oligonucleotideo M13F e M13R garantem a devida confirmacéo e identificacdo de
bactérias ndo recombinantes, utilizando a técnica PCR, havendo um resultado altamente

sensivel, como mostrado na figura 8.

A fusdo deste gene fusionada a poliedrina, produziu um fenétipo ndo muito estavel,
quando se utiliza detergentes i6nicos. Logo nas primeiras 24 ap6s a infec¢do celular, foi
observado uma pequena producdo de corpos de ocluséo da poliedrina, em poucos casos, 0
mesmo estava contido em uma massa proteica disforme, enquanto que, o interior do nucleo de
outras células era habitado por poliedros bem formados, indicando que a expressado e producéo
correta dos poliedros ndo foi afetada, como mostra a figura 10. Contudo, os epitopos antigénicos
foram demarcados por anticorpos especificos no western blot, de acordo com a figura 11,
indicando a correta expressdo da proteina heteréloga de interesse e fusdo da regido de interesse

ao gene polh do AcMNPV na regido amino-terminal.

Apesar de a proteina recombinante se apresentar em grumos quando observados no
MEV mostrados na figura 16, este feito ndo alterou seu objetivo final de ser utilizado como
antigeno no método de Elisa indireto. Quando a amostra foi utilizada para sensibilizar as placas
de 96 pocos de poliestireno do Elisa, foi possivel observar no soro da paciente conhecida como
Mée da Priscila o devido reconhecimento de anticorpos do tipo 1gG encontrados somente na
paciente, ja que a mesma se encontra infectada pelo CHIKV, ndo apresentando reacao cruzada,
ja que mesmo o0s outros pacientes infectados por arboviros, ndo houve reconhecimento
antigeno-anticorpo nas suas amostras, enquanto que, quanto testados contra anticorpos do tipo
IgM, os mesmos ndo foram reconhecimento, fato que também ocorreu na paciente infectada
por CHIKYV, ja que seu estado de infecgcdo ndo se encontrava no estado agudo, a paciente ndo
apresentava mais anticorpos IgM. Gragas a isso, a imunodeccao realizada neste trabalho foi
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feita com sucesso, possibilitando que esta estratégia viabilize a producdo de Kit para diagnostico

por um menor custo e utilizacdo em grande escala.

No trabalho de Metz (2013), ele foi capaz de produzir um baculovirus recombinante
para expressar particulas semelhantes ao virus (VLP) utilizando a poliproteina estrutural do
CHIKV. A sequéncia que codifica esta poliproteina foi fusionada ao gene responsavel por
expressar a poliedrina do ACMNPV, o sistema de expressdo BAC-TO-BAC foi escolhido pelo
autor da pesquisa devido a seguranca e viabilidade que a mesma traz. Os resultados obtidos
foram satisfatorios, sendo que as proteinas VLP foram expressadas corretamente e forneceram
protecdo completa contra a viremia e a doenca artritica de CHIKV em um modelo de rato apos
uma Unica aplicacdo do VLP. Expondo resultados que colaboram com o fato da proteina E2
produzir uma resposta imunolodgica satisfatoria, possibilitando assim a producdo de um insumo

vacinal.

Cho B (2008), relata o uso das glicoproteinas estruturais do CHIKV expressos em um
sistema de Baculovirus recombinante, produzindo uma proteina recombinante derivada do seu
capsideo, pode ser amplamente utilizado para o desenvolvimento de um kit diagnostico que néo
apresente reacdo cruzada com a Dengue, apresentando uma sensibilidade maior que 87%.

Estudos como o do Kuo (2011), provam que o sistema Baculovirus de expressam podem
ser utilizados para o estudo e observacdo de caracteristicas especificas de cada proteina
estrutural presente no virus Chikungunya, para descobrir quais substancias exatas sao
necessarias para que haja a fusdo da membrana causada pela glicoproteina E1, a qual foi

classificada como uma fusdo de membrana classe 2.

Os resultados demonstram o quanto é eficiente utilizar o sistema BAC-TO-BAC ¢ a
eficiéncia do processamento e expressdo de proteinas heterélogas utilizando baculovirus e

células de inseto.

Este método de deteccdo de anticorpos proposto apresenta vantagens em relacdo aos
métodos ja tradicionais, acredita-se que esta estratégia apresente grande sensibilidade e
especificidade, j& que ndo apresentou reagdo cruzada com outros virus e reconheceu os devidos
anticorpos contra CHIKV. Porém, ainda é necessario realizar mais experimentos imunoldgicos
com uma quantidade maior de soros de pacientes infectados, no entanto, tem grandes chances
de se tornar uma estratégia inovadora que possibilitard a deteccao da infecgdo, minimizando as
reagOes cruzadas e falsos negativos, possibilitando um melhor tratamento para todos aqueles

acometidos pela febre chikungunya, podendo favorecer a salde publica do Brasil e do mundo.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Tendo a devida consciéncia da importancia e problemas que a infeccdo por CHIKV esta
trazendo a populacdo mundial é de suma necessidade o desenvolvimento de estratégias que
possibilitam a criacdo de um diagndstico preciso e o desenvolvimento de um insumo vacinal.
Portanto, a busca por novas estratégias, expressando proteinas antigénicas recombinantes
fusionadas a poliedrina, nesse sistema eucarioto de expressao em Baculovirus, pode possibilitar
futuramente o desenvolvimento de um kit diagndstico especifico, eficiente e com baixo custo,
sendo também, uma alternativa viavel em futuros estudos na producdo de vacinas, ja que o
presente trabalho apresenta uma estratégia que ndo desencadeia riscos aos humanos ao mesmo

tempo que utiliza regiBes antigénicas especificas do virus.
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