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RESUMO

A febre chikungunya é uma doenca causada pelo virus chikungunya (CHIKV). E um
arbovirus pertencente ao género Alphavirus dentro da familia Togaviridae que foi
disseminado por varias regides do globo, inclusive, bem recorrente no Brasil. Segundo o
boletim epidemiolégico do Ministério da Saude (2020), foram relatados cerca de 132.205
casos possiveis e 92 ébitos de Chikungunya até Janeiro de 2020 no Brasil. Esse virus é
transmitido por vetores artropodes Aedes aegypti e Aedes albopictus. Dados epidemioldgicos
descrevem que a incidéncia dessa doenga vem crescendo no Brasil, juntamente a outras
arboviroses. As consequéncias da febre Chikungunya pode perdurar por mais de dois anos na
pessoa infectada, causando doenca crbnica da poliartralgia. O CHIKV é um alfavirus
envelopado, com RNA de fita simples de senso positivo, possuindo cerca de 60-70 nm de
didametro, com proteinas estruturais e ndo estruturais, onde E2 e NSP3 promovem a intera¢do
e replicacdo, logo, sdo proteinas importantes para atuacao do sistema imune. O baculovirus
€ um virus que infecta células de inseto e proporciona niveis considerados de expressao de
proteina heterdlogas, por isso, € muito usado como biotecnologia. Dessa forma, este projeto
teve como objetivo expressar proteinas do virus CHIKV fusionadas a proteina poliedrina do
baculovirus AcCMNPV com intuito de obter antigenos especificos para analises futuras quanto
a ativacdo da resposta imune. Dessa forma, foram criados oligonucleotideos com esses
epitopos virais fusionados a poliedrina do baculovirus AcMNPV para produzir e obter
glicoproteinas recombinantes. A estratégia R1, repeticbes das regiGes antigénicas (E2-E2-
NSP3), foi expressa e purificada para futuras analises imunoldgicas. A estratégia R2 ainda ndo
foi possivel clond-la. As estratégias estabelecidas podem ser um aporte para futuros estudos
envolvendo vacina, ja que ndo ha um tratamento especifico para febre chikungunya, e ainda,
a producdo de um kit diagnéstico rapido.

Palavras-chave: Chikungunya, Baculovirus recombinante, Expressao de proteinas heterdlogas.
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1 Introdugao

O virus Chikungunya (CHIKV) causador da febre Chikungunya pertence ao género
Alphavirus dentro da familia Togaviridae. Os primeiros relatos dessa febre foi em 1952-1953
no leste da Africa na regido da Tanzania, onde se deu o0 nome de Chikungunya, deriva do verbo
kungunyala da lingua Makonde, que significa “torna-se curvado”, referente as dores severas
sentidas pelo portador da doenca. Hoje, destaca-se trés linhagens de CHIKV, sendo elas a
linhagem Africa Ocidental, Asiatica e Leste/Central/ Sul Africano. Cada linhagem tem uma
ligacdo especifica com o vetor, tendo assim, diferentes graus e consequentemente, causando
diferentes respostas imunes e o periodo de incubacdo do virus perdura de 4 a 12 dias (SOUZA
et al. 2019. LUMSDEN, 1955. CARRILLO et al. 2019. SCHWARTZ; ALBERT. 2010. RUDOLPH et al
2014).

CHIKV é transmitido pela picada do mosquito infectado em um animal. Esse vetor
artropode é do género Aedes, e dentre as diversas espécies desse género, encontra-se o
Aedes aegypti e Aedes albopictus, que por sua vez, sao responsaveis por transmitir e
disseminar arboviroses de suma importancia, tais como, chikungunya, dengue, zika, febre
amarela e mayaro (TJADEN et al. 2017. TANABE et al. 2018). Segundo o boletim
epidemiolégico do Ministério da Saude (2020), foram relatados cerca de 132.205 casos
possiveis de Chikungunya até 2020 no Brasil.

Esse vetor é cosmopolita e trata-se de um mosquito invasor presente em toda
extensao do territério brasileiro. Hoje, temos diversos fatores que podem contribuir para a
proliferacdo dessas arboviroses, tais como, transitos aéreos, oceanicos, aumento da
populacdo, falta de saneamento basico, e talvez o mais importante, a rapida reproducao
desses vetores de transmissao. Existem algumas propostas para explicar o alto poder de
replicagdo do Aedes: a rapida aclimatagdo deste ao meio que vive, a aceleragdo da
urbanizacdo sem planejamento, desmatamento e o aumento da temperatura global e a
resisténcias dos seus ovos que podem durar mais de um ano sem eclodir. Isso devido
(CAMARA, 2016. MARSTON et al. 2014. MORDECAI et al, 2017. RIEMERSMA et al. 2019.
TANABE et al. 2018). MOULAY et al. (2011) relatou que os artrépodes do género Aedes estdo
cada vez mais adaptados as regides de clima temperado e tropical, e com isso, a tendéncia de

propagacao do virus Chikungunya e das demais doencas associadas é aumentar.



A febre chikungunya é de grande importancia socioecon6bmico devido a alta
disseminacdo da doenca. Ndo ha tratamento especifico anti-CHIKV e nem uma vacina no
mercado. O que se tem hoje, é o desenvolvimento de uma vacina em potencial que comecou
a ser testada em 2020. A falta de saneamento e a consciéncia da populacdo interfere
diretamente na proliferacdo dos vetores, e consequentemente, no numero de casos. A
conscientizacdo se faz necessdria para tentar amenizar a disseminacdo dessa arbovirose
(DEEBA et al. 2015. CHEN et al. 2020. CAMARA. 2016.).

O virus Chikungunya apresenta proteinas estruturais e nao estruturais que ajudam na
entrada, replicacao e saida dos virus das células hospedeiras. O material genético é composto
por RNA de cadeia simples e é suscetivel a interferon. CHIKV pode replicar em células
epiteliais e endoteliais em macrdéfagos e fibroblastos. (REMENYI et al. 2018. SOURISSEAU et
al. 2007)

Por ndo haver tratamento especifico ou vacina de comprovacao efetiva, é de suma
importancia estudos que investiguem novos mecanismos de acdo de proteinas virais,
desenvolvimento de novas biotecnologias para diagnostico e potenciais provedores de
vacinas. Com isso, um grande aliado nos dias de hoje, é a producdo de proteinas especificas
e/ou recombinante em sistemas de expressdo em bactérias e em outros organismos, como
por exemplo, o baculovirus. Esse tipo de sistema proporciona niveis considerdveis de
expressao de proteinas, melhorando a eficiéncia do cdodon (SAITO et al. 2019).

O baculovirus é muito citado quando se trata de biotecnologia conhecida, tornando-
se hoje um aliado na producdo de proteinas, de modificacdes pds-traducionais e possivel
vetor de terapia génica. Trata-se de um virus que infecta células de inseto, com 134 kb de
material genético, de DNA de cadeia fechada, de fita dupla e apresenta capacidade de
codificar 154 polipeptidios. Um tipo de baculovirus é o nucleopolyhedrovirus mualtiplo
de Autographa californica (AcCMNPV) que é usado para expressdo de genes de células de
mamiferos (HOFMANN et al.1995. NAIK et al. 2018).

Dessa forma, este projeto teve como objetivo expressar proteinas do virus CHIKV
fusionadas a proteina poliedrina do baculovirus AcMNPV com intuito de obter antigenos

especificos para analises futuras quanto a ativacdo da resposta imune.

2 Fundamentagao teorica



O virus chikungunya comegou a ser visado por conta do aumento de casos em
diferentes lugares do mundo. CHIKV causa uma doenga reemergente, transmitida por
artropodes, sendo eles, Aedes Aegypti e Albopictus. Em 2006, esse virus comegou a tornar
proporc¢des grandiosas, a nivel global, e chegar a lugares ndo endémicos, configurando, assim,
epidemia. Dentre os primeiros relatos e descri¢cdes dessa febre, confundia-se muito a dengue,
isso devido a apresentacdo de semelhancas clinicas. Com o tempo e surgimento de varios
novos casos, foi percebido que os sintomas de dores articulares persistem por um longo
periodo, maior que o da dengue. Por isso, o nome dado a doenca - chikungunya - faz
referéncia as manifestacdes reumatoldgicas e a artralgia. O nome deriva do verbo
“kungunyala”, advinda da lingua Makonde, significa “aquilo que se curva” (MAHENDRADAS;
AVADHANI; SHETTY, 2013. ROBINSON, 1955. MOHAN, 2010).

Alguns relatos em Outubro do ano de 1952 foram feitos sobre essa doengas segundo
ROBINSON (1955) na regido da Tanzania (Africa), mas foi analisados que sintomas
semelhantes ja tinham sidos descritos em meados de 1950. ROBINSON (1955) indica que em
cada vila cerca de 60 a 80 porcento das pessoas estavam infectadas na época, podendo ser
todos de uma unica familia. Casos corriqueiros apareceram depois, mas com estado clinico
melhor em relacdo aos primeiros casos. Esses primeiros relatos deram o olhar mais minucioso
para o local para os estudiosos, percebendo entdo que a maior proliferacdo de casos
acontecia em ambientes com maior disponibilidade de agua. Sabemos hoje que a reproducao
dos vetores de transmissao esta diretamente ligada a lugares que apresentam agua. Sendo,
assim, se faz necessario o controlo do vetor disseminador dessas e das outras arboviroses,
além de insumos para desenvolver kit diagndstico e/ou vacina (MAHENDRADAS; AVADHANI;
SHETTY, 2013).

As arbovirus presentes no Brasil apresentam sintomas muitos semelhantes com a
febre chikungunya. Dentre os sintomas especificos quando a pessoa contrai CHIKV sdo:
manchas avermelhada nos olhos, dor retro-ocular, calafrios, conjuntivite sem secrecdo e
dores forte nas articulagdes, e por esse Ultimo sintoma, pode tornar a pessoa incapacitante,
pois as dores se prolongam por um longo periodo causando doenga crénica chamada de
poliartralgia. Os outros sintomas sdo: febre, cefaléia, mialgia, dores musculares severas,
nausea, fadiga e exantema (VASCONCELOS et al. 2015. MOIZEIS et al. 2018. BRASIL, 2017).

Existem dois periodos quando se trata de febre Chikungunya, sendo eles fase aguda e

cronica. A primeira consiste em alta resposta inflamatéria (niveis elevados de mediadores



imunolégicos), febre alta e migracdo das células imunes para articulacdes e tecidos
adjacentes. As dores articulares, que podem ser direcionadas para pequenas e grandes
articulagoes, podem perdurar por meses. Na fase crénica, ha uma persisténcia no quadro de
lesdes articulares, comete mais pessoas com mais de 45 anos e maior incidéncia no sexo
feminino. As dores articulares podem evoluir e causar limitacdo de movimento, deformidade
e auséncia de eritema (VASCONCELOS et al. 2015. MOIZEIS et al. 2018. BRASIL, 2017).

O virus da chikungunya é um alfavirus envelopado, com RNA de fita simples de senso
positivo, portando cerca de 60—70 nm de diametro. Apresenta 12kb que contém duas ORFs
(sequéncias de leitura abertas) responsaveis por produzir proteinas ndo estruturais e
estruturais. As proteinas ndo estruturais sdo representadas por NSP1, NSP2, NSP3 e NSP4, e
estruturais por C, E1, E2, E3 e 6K. A E3 e 6k sdo proteinas associadas a clivagem. As nao
estruturais formam um complexo proteico para replicagdo e transcrig¢ao viral, sabendo que
gue a NSP3 persiste por mais tempos nas células hospedeiras. Ja as proteinas estruturais, é
sabido que a C é a proteina capsidica e as outras sdo glicoproteinas com cerca de 240
pontos heterodiméricas (SCHWARTZ; ALBERT. 2010. TANABE et al. 2018. REMENY!I et al.
2018. HAWMAN. 2017. Weaver et al. 2014. DEEBA et al. 2015)..

CHIKV entra nas células hospedeiras por endocitose através do reconhecimento da
proteina E2 com um receptor celular, ou seja, essa proteina tem o papel de ligagdo viral. E
através dela que hd um reconhecimento antigeno-anticorpo, posto isso, trata-se de uma
proteina com bastante importancia para elaboracdao de uma possivel vacina. A proteina E1 é
um peptideo que auxilia na libera¢dao dos nucleocapsideos no citoplasma, facilita a entrada
do virus na célula hospedeira. Os virus maduros saem das células infectadas por meio de
exocitose por meio de pontos heterodiméricos das proteinas E2 e E1 (SCHWARTZ; ALBERT.
2010. TANABE et al. 2018. REMENY] et al. 2018. HAWMAN. 2017. Weaver et al. 2014. DEEBA
et al. 2015).

Hoje sabe-se que dois tercos do genoma desse virus é revertido por guanilato de
metila, precursor do conjunto de proteinas ndo estruturais, referente a primeira ORF. A
proteina NSP1 tem como fung¢dao o tamponamento de enzimas, a NSP2 tem dois dominios
para atividade de helicase e de protease, a NSP3 responsavel pela sintese do material
genético viral, e a NSP4 funciona como RNA polimerase. Ja a segunda ORF tem um terco do
genoma e corresponde a proteinas estruturais que sdo, como ja ditas, as glicoproteinas E1 e

E2, capsidica e E3 e 6K (peptideos pequenos) (ABERE et al. 2012. DEEBA et al. 2015).



Os casos de chikungunya sdo notificados e computados baseados em sintomas na
maioria das vezes, mas deveria ser feito por diagndstico laboratorial para que os dados
fossem coletados da melhor forma possivel. Quando se trata de diagndstico laboratorial,
geralmente, se faz o isolamento viral em cultura de células para realizacdo de RT-PCR e
detecgdo por anticorpos, como em ensaio imunoenzimatico e imunofluorescéncia indireta.
Sabe-se que, por ndo haver anticorpos especificos para chikungunya, e devido a similaridade
com as demais arboviroses, como dengue e zika, muitos diagndsticos ficam inconclusivos,
muitas vezes por dar reacdo cruzada (DEEBA et al. 2015. CAMARA. 2016). A dinamica do
material genético do chikungunya, a rea¢ao cruzada e as condigGes financeiras da populagao,
indica barreiras para um diagndstico preciso e tratamento especifico, tornando-se necessario
a criacdo um diagndstico rapido especifico e acessivel, uma vacina e/ou medicamento
eficiente (CAMARA, 2016. FAUCI; MORENS, 2012. PERPETUA et al., 2016).

CHIKV sofreu mutacgdes nas proteinas estruturais E1 e E2 que, por sua vez, ocasionou
consequéncias. A glicoproteina E1 teve altera¢do na por¢ao 226, fazendo que o aminodcido
alanina (A226) fosse trocado por valina (V226), e devido a essa nova conformacao estrutural,
novos casos dessa doenca foram aparecendo em meados de 2006. Outra mutacdo muito
significante foi na proteina E2, onde o aminoacido na posi¢ao 252 foi convertido de lisina
(K252) para glutamina (Q252), e a partir dessa condigdo, a interagcdo anticorpo-antigeno foi
muito maior, tornando o principal alvo da célula de defesa (PARDO et al. 2016.
MAHENDRADAS; AVADHANI; SHETTY, 2013. KAM et al, 2012).

O baculovirus é um virus que infecta somente células de inseto, ou seja, interacao
entre receptor da célula hospedeira e viral sdo especificos para essa classe. Esse virus é da
familia Baculoviridae, apresenta cerca 80 a 200 mil pares de base, 25 genes ortélogos e tem
capsideo em forma de bastonete. O baculovirus possui dois diferentes fendtipos: budded virus
(BV) e occlusion-derived virus (ODV). O fendtipo BV é o virus extracelular que causa a infec¢do
de células do mesmo organismo (infeccdo sistémica). J4 o ODV, é caracterizado pela oclusdo
dos virions, ou seja, apresenta uma camada proteina que protege do ambiente externo para
proliferagdo em depois organismos. Esse virus é muito utilizado como ferramenta
biotecnoldgica para expressao de proteinas heterélogas, e como exemplo, estudos o apontam
como possivel vetor de terapia génica. Além disto, o baculovirus é muito usado, no controle
biolégico de pragas (HOFMANN et al.1995. NAIK et al. 2018. ROHRMANN, 2011. JE et al.
2003).
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3 Materiais e métodos

O estudo foi realizado no laboratdrio de Virologia e Biologia Molecular do Instituto de
Biologia — IB na Universidade de Brasilia (UnB) sob orientacdo do Prof? Titular Dr. Bergmann
Morais Ribeiro, Prof2 Dra Anabele de Azevedo Lima e colaboradores. O projeto foi
financiamento pela Fundacdo de apoio a pesquisa do Distrito Federal (FAPDF), e teve
colaboracdo da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e do Centro Universitario de Brasilia
(UniCEUB).

3.1 Células

Utilizou-se células de inseto IPLB-Sf21AE (VAUGHN et al., 1977), células de Spodoptera
frugiperda, e BTI-Tn-5B1-4 (Granados et. al., 1994), células de Trichoplusia ni, mantidas em
temperatura de 27°C no meio TC-100 (Gibco-BRL) suplementado com 10% de soro bovino
fetal.

3.2 Plasmideos e Bactérias

A expressdo dos plasmideos construidos foi feita com bactérias Escherichia coli da
linhagem DH10Bac (Invitrogen). Os plasmideos utilizados foram previamente construidos e
usados para clonar os genes de interesse.

3.3 Isolamento e identificacdao do gene de interesse

Segundo Yiu-Wing Kam et al. (2012), as proteinas E2 (glicoproteina) e NSP3 (proteina
ndo estrutural), duas das que compdem o virus da Chikungunya, sdo responsdveis por
apresentarem uma alta eficiéncia na producdo de anticorpos. A vista disso, foram
estabelecidas estratégias in silico para que essas regioes imunogénicas fossem sintetizadas. A
partir da escolha das proteinas E2 e NSP3, foram desenhados oligonucleotideos especificos
para amplificar o fragmento de interesse, que por sua vez, foi sintetizado pela empresa IDT
(integrated DNA technologies®). As extremidades dessa regido de epitopo apresentam sitios
para acdo da enzima de restricdo de Ncol, utilizada para reacdo de digestao e purificacdo do
fragmento. Os oligonucleotideos foram produzidos pela empresa Biomatters.

Foram sintetizadas trés sequencias de oligonucleotideos (CHIKV-F, CHIKV-R1 e CHIKV-
R2), sendo CHIKV-F e CHIKV-R1 referente a estratégia R1, um multiepitopos baseado na
repeticdo de duas proteinas E2 e uma repeticdo de NSP3 (E2- E2-NSP3), e a segunda é a

estratégia R2 que configura-se em multiepitopos com as mesmas proteinas da R1, porém com
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trés repeticGes de E2 e uma de RUSSEL (E2- E2-NSP3- E2) (figura 01). Ambos apresentam

cauda de histidina.

Estratégia R1:

NSP3 [

Estratégia R2:

NSP3 | E2

Figura 1 - O esquema refere-se a sintese de dois genes sintéticos que codificam proteinas E2 e NSP3
do virus CHIKV. A estratégia R1 é um multiepitopo que contém dois epitopos oriundos do gene E2 e
um epitopo do gene NSP3. A segunda estratégia (R2) se trata também de um multiepitopo que
apresenta trés epitopos do gene E2 e um epitopo do gene NSP3. As linhas pretas entre os epitopos
sdao os linker’s de GGGSGGG. A estratégia R1 e R2 foram desenhados para amplificagdo dos genes
sintéticos pela técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR).

Para amplificacdo do gene de interesse foi feito a técnica de PCR. A regulagem do
termociclador foi configurada conforme as instrucdes dos oligonucleotideos. Para andlise da
amplificacdo, as amostras foram submetidas a técnica de eletroforese com gel de agarose a
1% e tampdo TBE 0,5X e a leitura foi feita, a partir da coloracdo com brometo de etideo, em
luz UV. Todas as fases seguintes estabelecidas para ambas estratégias (R1 e R2).

3.4 Construcao do vetor para expressao de proteinas heterdlogas (R1 e R2) no corpo de
oclusao do baculovirus ACMNPV

Na primeira fase do estudo, o gene de cada estratégia foi amplificado e analisado em
gel de agarose 1%, foi eluido pelo kit comercial DNA Gel Band Purification Kit (Illustra GFX PCR
- GE Healthcare) e clonado no vetor pGEM-T easy (Promega), que apresentam genes de
resisténcia a ampicilina. A reacdo de ligacdo inserto-vetor, foi feita por meio dos comandos
conforme as instrugdes do fabricante (Promega), utilizado a enzima T4 DNA ligase e em uma
proporcao de 3:1 (inserto:vetor). Essa reacdo perdurou por 12h a 4°C. Apds a reagdo, a ligacao

foi transformada em células DH10R por eletroporacdo, permaneceram em agitacdo por 1
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horas a 37°C (com meio suplementado e oxigenacdo para crescimento das bactérias) e
plagueada com ampicilina, X Gal, IPTG em LB sdlido.

A partir do crescimento das bactérias recombinantes, as col6nias que apresentam
coloracdo esbranquicada, passaram por um processo de purificacdo de plasmideo por meio
do kit comercial Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) conforme
estabelecido no protocolo do fabricante. Em seguida, o produto dessa purificacdo foi digerido
pela enzima Ncol para haver a liberacdo o fragmento da estratégia R1 (205 pb) e estratégia
R2 (450 pb). A confirmacdo veio por meio da realizacdo de PCR utilizando os respectivos
oligonucleotideos e analise do gel de agarose a 1%.

Por sequencia, o produto da etapa anterior foi colocado em reacdo com a enzima de
restricdo Ncol e ligado ao vetor de transferéncia pFastBacl® (Invitrogen) e submetido a
eletroporacdao em células DH10R. Esse vetor de transferéncia (pFastBacl-AMINO) tem o
cédon de terminacdo natural da deletado e um sitio de restricdo para enzima de Ncol e
permite que o gene de interesse se ligue a por¢dao amino-terminal da poliedrina do
Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) (ARAUJO, 2012). Depois da
ligacdo, as bactérias foram plaqueadas em meio LB sélido, com ampicilina e gentamicina. A
configuragdo desse plasmideo apresenta genes de resisténcia a ampicilina, gentamicina e
cassetes de expressao Tn7 (marcadores de transposon bacteriano). A confirmacdo veio por
meio de PCR usando os oligonucleotideos especificos e preparados para sequenciado
(Macrogen, Coréia do Sul).

3.5 Construgdo de baculovirus recombinantes contendo regides do CHIKV

Os vetores de transferéncia com os genes de interesse foram introduzidos em células
DH10Bac (invitrogen) que contém o bacmideo, genoma do baculovirus AcMNPV sem o gene
da poliedrina. Durante essa rea¢ao, por meio de choque elétrico, houve a transposi¢ao dos
genes multiepitopos para a regido de Tn7 (l6cus da poliedrina). As col6nias que apresentam
coloragdo esbranquicada (o gene lacZ foi interrompido) foram coletadas e colocadas em meio
liguido de LB com canamicina, gentamicina e tetraciclina, e permaneceu em agita¢do por 12
horas. A extracdo do DNA plasmidial foi feita por meio de lise alcalina como dito no manual
do kit Bac-to-Bac (Invitrogen).. Para confirmacdo, foi feita PCR com os primers M13R 5’-
AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3’, M13F 5'CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3’ e CHIKV-F,
sendo estes os oligonucleotideos aconselhado pela Invitrogen. Os virus recombinantes foram

isolados conforme o manual do kit Bac-to-Bac determinou (Invitrogen).
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3.6. Purificagdo de proteinas recombinantes e andlise da expressao das proteinas do virus
da CHIKV por SDS-PAGE e Western-blot.

O virus recombinante com o multiepitopo de CHIKV fusionado a genes do AcMNPV foi
encapsulado por lipossomos artificiais apds lavagens com SDS 0.5% para purificar (Cellfectin
I, INVITROGEN). Esse produto foi transfectado em cultura de BTI-Tn-5B1-4 e mantido a 27°C.
(Granados et. al., 1994). Com 72 horas p6s infeccao, as células foram coletadas, centrifugadas
por 5 minutos a 7000 rpm e passadas com Triton 0,25% para ter como produto a purificacdo
dos poliedros. Foi feito o gel de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE) para analisar a marcagao
proteica, e para tal técnica foi usado solucdo de 40% de metanol, 10% de acido acético e
Coomassie blue 0,1%, submetidos a 16 horas com leve agitacdo para corar. Foi descorado em
solugdao de 40% de metanol e 10% de acido acético por 2 horas, sob leve agitagao. Por
seguinte, foi realizado a técnica de Western-blot (Hampton et al. (1990), onde as proteinas
foram transferidas com o aparato de transferéncia da Bio-Rad (Trans-Blot® SD — Semi Dry
Transfer Cell, para transferéncia semi-seca) para membrana de PVDF (Millipore) seguindo o
protocolo do fabricante e com tampao de transferéncia (25mM de Tris; 192 mM glicina; 20%
metanol, pH 8,2). A membrana foi bloqueada com 3% de albumina e PBS 1X por 16 h, que por
sua vez, foi processada e revelada usando o Kit Western Breeze® Chromogenic
Immunodetection Protocol (Invitrogen), conforme protocolo fornecido pelo fabricante. Usou-
se anti-histidina no processo da técnica de Western-blot. A purificacdo das proteinas foi feita
pelo gradiente de sacarose usando 5 ml para cada fase, sendo 5 ml da amostra com as
proteinas, e mais 5 concentragdes de sacarose a porcentagens diferentes, com a maior

concentracdo de 19,5g de sacarose e a menor de 17,55g de sacarose (JE et al. 2003).

4 Resultados
4.1 Resultados da estratégia R1

Como proposto, o inserto R1 foi amplificado através do uso dos oligonucleotideos
(CHIKV-R1 e CHIKV-F), submetido a um gel de agarose 1% por meio da técnica de eletroforese,
e por consequéncia, apresentou a banda especifica de R1 que se aproximava de 205 pares de

base (pb) (figura 2).
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1000 pb
750 pb

500 pb

205 pb

Figura 2 - Confirmagdo do inserto R1 com o tamanho de 205 pb em gel de agarose 1%, sendo
o poc¢o M referente ao marcador molecular 1kb DNA ladder (Promega) e o pogo A representando a
amostra amplificada por PCR.

Posteriormente, o produto da amplificacdo foi ligado ao vetor pGEM-T easy e
transformado, a partir a cepa de E. coli DH10R, em clones de interesse. Os clones foram
comprovados através do gel de agarose 1% que exibiu uma banda referente a 3.220 pb e
outra banda para comprar com a primeira, no intuito de confirmacdo. Essa segunda banda
correspondente ao vetor linearizado por causa a enzima de digestdo Ncol e apresentou cerca
de 3.015 pb (figura 3). Apds a confirmacao da clonagem como visualizado no gel (figura 3),

foi utilizado a enzima de restricdo Ncol para digerir e liberar o fragmento 3015 pb.

3000 pb
2000 pb

3015 pb

Figura 3 - Gel de agarose 1% onde M é o marcador molecular 1 kb DNA ladder (Promega), A é o po¢o
é referente ao plasmideo comercial fusionado ao inserto de interesse (R1) correspondendo a 3220, e

0 pogo B é o vetor digerido pela enzima de restrigao Ncol com cerca de 3015 pb.

O produto do de interesse, o gene sintético do R1, foi retirado do plasmideo
recombinante e passado para o vetor de transmissdo pFast-Amino, que por sua vez, foi
clonado com sucesso e apareceu no gel de agarose apos a realizagdo da técnica. A visualizagao

da banda ficou préximo de 991 pb (figura 4).
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1000 pb
P 991 pb

750 pb

500 pb

Figura 4 - Registro do gel de agarose 1% referente a ligagcdo entre o pFast-AMINO com o inserto R1,
com o pogo M sendo o marcador molecular 1kb DNA ladder (Promega) e o pogo A correspondente a
amostra vinda da amplificacdo por PCR com a banda de 991 pb.

Uma das primeiras etapas para confirmacdo dos clones é a coloracdo esbranquicada
das colbnias, visto que hd uma interrupgao do gene lacZ, com o uso dos antibidticos ja citados.
Depois dessa analise, a confirmacao mais exata foi feita por meio da rea¢do de PCR, utilizando
os oligonucleotideos M13 e CHIKV-F. Esses oligonucleotideos, apds a amplificacdo, nos mostra
o sucesso da transposicdo das regides alvo da bactéria para o bacmideo recombinante (figura

5).

2000 pb

1990 pb
1000 pb
1=0po 550 pb
500 pb
300 pb

Figura 5 - O gel de agarose 1% nos mostra que as respectivas amostras ( Al, A2, A3, A4 e A5) tiveram
resultados satisfatérios, visto que, teve a amplificagdo com os oligonucleotideos M13 apontou o
fragmento na altura de 1900 pb, como proposto no protocolo do fabricante, e a banda de 550 pb
referente ao oligonucleotideos CHIKV-F. O DNA que amplificou na regido de 300 pb se refere as
colonias que ndo aderiram o inserto R1, e o poco M é referente ao marcador molecular 1kb DNA
ladder (Promega).

Os bacmideos recombinantes foram purificados apds a analise da amplificacdo do
fragmento pela técnica de PCR, como mostrado na figura 4, por um kit ja mencionado

anteriormente. Mediante a isso, o produto da purificagdo foi transfectado em células de



16

inseto BTI-Tn-5B1-4 para a visualizacdo e o acompanhamento o processo citopatolégico por
72h. Essa perspectiva nos mostra a evolugdo da infec¢do das particulas virais com 24 h.p.i.,
48 h.p.i. e 72 h.p.i., sendo que, na ultima visualizagdo, os poliedros estavam notoriamente

visiveis e diferenciaveis de formacdo de massa proteica (figura 6).

Figura 6 - Foto de microscopia eletronica das células de Trichoplusia ni infectadas com o baculovirus
recombinante, sendo A referindo-se a 24 h.p.i, o Ba 48 h.p.ie C 72 h.p.i.

Apds a obtencdo dos poliedros, resultado da infec¢do dos virus recombinantes nas
células de inseto, estes apresentaram o tamanho de 37 kDa como o esperado. Essas proteinas
recombinantes foram submetidas ao processo de eletroforese em poliacrilamida a 12% (SDS-

PAGE) para analisadas conforme o nimero de horas apés a infeccao (figura 7).

37 kDa

Figura 7 - Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) apresenta as seguintes marcacGes: M referente ao
marcador de peso molecular, A correspondente ao Mock de extrato de células de BTI-Tn-5B1-4 ndo
infectadas, B sdo as células BTI-Tn-5B1-4 infectadas com AcMNPV selvagem, C é referente as células
BTI-Tn-5B1-4 infectadas com AcMNPV fusionado com o pFast-Amino, D configura-se pela fusdo do
fragmento R1 mais a poliedrina com 24 h.p.i., E configura-se pela fusdo do fragmento R1 mais a
poliedrina com 48 h.p.i., F configura-se pela fusdo do fragmento R1 mais a poliedrina com 72 h.p.i. Os
pocos das amostras E e F apresentam o tamanho de 37 kDa. No caso dos pocos B e C, ndo foi possivel
a visualiza¢do das proteinas, pois foram perdidas na fase de semi-purificagao.
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Essas proteinas foram transferidas membrana de nitrocelulose para realizacao
Western blot, que acrescentado imuno marcadores de anti-histidina e anti-mouse. Mediante

a isso, foi confirmada a expressao de proteinas heterélogas em células infectadas (figura 8).

Figura 8 - Técnica de Western blot com os anticorpos (anti-histidina e anti-mouse), sendo M referente
ao marcador de peso molecular, A é o controle de células BTI-Tn-5B1-4 infectadas com AcMNPV
selvagem com o tamanho de 29 kDa, B representa a purificagdo dos poliedros fusionadas ao fragmento
R1 com 24 h.p.i, C representa a purificacdo dos poliedros fusionadas ao fragmento R1 com 48 h.p.i, D
representa a purificagdo dos poliedros fusionadas ao fragmento R1 com 72 h.p.i. Tanto o poco Ce D
apresentam o mesmo tamanho em kDa, sendo ele de 37 kDa.

Por meio da microscopia eletrénica de varredura, e referente a andlise comparativa
entre poliedros fusionados a proteina interesse e os poliedros fusionados ao vetor pFat-
Amino, podemos afirmar que os cristais protéicos apresentam uma diferenca morfoldgica
mesmo que o tamanho molecular seja semelhante. Dentre as diferengas, nota-se que os
cristais recombinantes sao menores e formam grumos proteicos, ao mesmo tempo que, os
cristais fusionados com o pFast-Amino formam uma configuracdo bem definidas e nao
apresentam grumos (figura 9).

Figura 9 - Foto dos cristais de proteina de baculovirus recombinante, sendo A cristais de

poliedros fusionados ao vetor comercial pFast-Amino e B referente aos os poliedros fusionados ao

gene sintético R1. As fotos feitas por microscopia eletrénica de varredura.
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4.2 Resultados da estratégia R2

O inserto R2 foi amplificado através do uso dos oligonucleotideos (CHIKV-R2 e CHIKV-
F), submetido a um gel de agarose 1% por meio da técnica de eletroforese, e por
consequéncia, apresentou a banda especifica de R1 que estava préximo de 450 pares de base

(figura 10).

12000 pb

1650 pb

650 pb
500 pb
400 pb

200 pb

Figura 10 - Gel de agarose 1% confirmando o inserto R2 com o tamanho de 450 pb, sendo o poco M
referente ao marcador molecular 1kb Plus DNA Ladder (Promega) e o pogo A representando a amostra
amplificada por PCR.

Em seguida, o resultado da amplificacdo foi ligado ao vetor pGEM-T easy e
transformado, a partir a cepa de E. coli DH10R por meio de eletroporagdo. Essa primeira etapa
de clonagem ainda nao foi feita com sucesso. Depois de algumas tentativas, foi sabido que o
lote do pGEM-T easy utilizado estava alterado, e devido a isso, houve um atraso nos
experimentos. Logo depois dessa dificuldade, veio a pandemia e todo o processo dessa fase

da pesquisa teve que ser suspendido até o retorno normal das atividades.

5 Discussao

Varios casos foram descritos depois do surto em 2016 causado pelainfeccdo do CHIKV.
A partir dai, o Brasil e outros lugares afetados deram um grande foco a essa e as arboviroses
reemergente. Dentre esses casos descritos, muitos deles tiveram laudos inconclusivos ou
eram apenas marcados por sintomas clinicos, e poucos com testes moleculares especificos
para diagndstico eficaz. Sem contar, com os enfermos que ndo procuraram atendimento. Os
testes que presentes hoje tem uma alta reacdes cruzadas com as demais arboviroses. Devido
a isso, é de grande importancia desenvolvido de métodos de diagndstico rapido e eficiente

para identificacdo e beneficio da populacdo brasileira e dos paises que sofrem com esse
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alphavirus. O diagndstico de precisdo nos possibilita agir de forma assertiva, além de oferecer
para o governo dados para tracar planos para diminui¢ao da doenga (FAUCI; MORENS, 2012.
HONORIO, 2015. Strauss; Strauss, 1994. WEAVER, 2014).

A partir dessa perspectiva, este trabalho prop0s a elaborac¢do de insumos que podem
viabilizar a construcao de ferramentas para dar aporte contra essa doencga. Assim, foi feita a
expressao de glicoproteinas do virus chikungunya a partir de células de insetos por meio da
transfeccdo e sequéncias de infeccdo com baculovirus recombinante, este que é muito
utilizados como ferramenta biotecnolégica, visando a em trabalhos futuros envolvendo
vacina e/ ou diagndstico rapido.

A formagdo das estratégias deste trabalho foi realizada levando em conta os
resultados apresentados no estudo de Kam (2012), Weber (2017) e Bhatnagar (2015), sobre
o papel das proteinas E2 e NSP3 na infeccdo por meio do CHIKV. O estudo aponta,
respectivamente, que uma proteina é responsavel pela entrada do virus na células e outra
persiste por mais tempo no meio citoplasmatico, tornando-se um peca fundamental na
guando se trata da transcricdo viral. Tais dados suscitou na elaboracdo da estratégia R1 e R2
a fim de obter, como produto final, proteinas quiméricas que sdo responsdveis pela
acentuagao da resposta imune. Assim, os oligonucleotideos sintetizados foram usados para
amplificacdo dos genes de interesse que produziram a proteina algo.

Hoje é muito utilizado cromossomo artificial de bactérias (BAC) para técnicas de
clonagem de proteinas recombinantes, sendo ele um eficiente sistema de vetor para estudos
de biologia molecular. Esses estudos comegaram nos anos 70 usando a enzima ligase para
fazer aligacdo do inserto alvo no DNA bacteriano (MYERS, 1999). No presente trabalho, foram
usados o pGEM e o pFastBacl para clonagem dos genes de interesse. A estratégia R1 obteve
sucesso em todas as etapas de clonagem, porém, na estratégia R2 foi amplificada, mas ainda
ndo foi possivel clona-la.

A estratégia R1, apds a clonagem no pGEM e confirmacdo, foi usado o plasmideo
pFastBacl que apresenta um gene que codifica a producdo da enzima B-galactosidase. Esse
gene é chamado de lacZ e tem um importante papel de regulagao da expressao génica (JUERS;
MATHEWS; HUBER, 2012. RUSSEL; SAMBROOK, 2001). Visto isso, a facil deteccdo de colbnias
gue aderiram ou ndo o inserto (sele¢do prévia com confirmacao a partir da PCR), ja que a E.
coli DH10Bac possui um gene do lacZ e geralmente sé é clivado quando o inserto se adere ao

plasmideo, ou seja, quando a coloracdo da col6nia estd da cor azul, estas sdo descartadas.
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O pFAST-amino é um vetor comercial que apresenta promotor da poliedrina do
AcCMNPV e, por conta desse promotor, consegue expressar proteinas heterdlogas. A bactéria
E. coli DH10BAC tem o genoma completo do baculovirus AcMNPV, logo, possui o sitio de
transposicdo Tn7. Sabendo disso, hd uma transferéncia do pFAST-amino contendo a
estratégia R1 para esse sitio de transposicao Tn7, e a partir desse processo, foi construido o
bacmideo recombinante com o inserto R1 (RIBEIRO et al., 2015).

As proteinas usadas vém do fracionamento por meio de eletroforese em gel de SDS-
poliacrilamida (SDS-PAGE). A técnica de Western blot é uma técnica especifica e elaborada,
pois utiliza detecta anticorpo contra antigenos alvo, ou seja, € um procedimento para
confirmacdo e quantificacdo da proteina alvo, de processo longo e caro. (BRUNETTE, 1981).
Apds a infecgdo das células de inseto com os baculovirus recombinantes associado ao inserto
R1, os possiveis corpos de oclusdo foram purificados e analisados por microscopia eletroénica,
SDS-PAGE e Western blot. Os epitopos detectados por anticorpos especificos na técnica de
Western blot mostrou a expressdo da proteina e a fusdo da poliedrina na banda de 37 kDa o
gue confirma a formacao da proteina quimera de interesse.

Segundo HAWKMAN (2017), uma mutacao no E2 (K200R) e a delecdo de 3'-UTR
contribuiram causar uma nova forma de viruléncia, causando um patologia mais aguda e
cronicas. Alguns estudos mostraram que a proteina E2 é de grande relevancia imunoldgica,
mostram ela como um atuante unitaria, mas no estudo propomos um multiepitopo com
repeticGes de E2 e NSP3 tentando potencializar a resposta imunitaria.

Varios estudos apontam que o uso de baculovirus é uma ferramenta biotecnoldgica e
importantissima, que ndo infectam células humanas e sdo utilizadas como sistema de
expressao de proteinas heterdlogas, assim como, possiveis vetores para terapia génica, e para
expressar tais genes neles (ROHRMANN, 2011. QUEIROZ, 2017). Mediante ao exposto, os
genes de interesse foram expressos pelo promotor polh do AcMNPV, tendo em vista que em
outros estudos essa técnica mostrou eficiente na expressao dos genes heterdlogos e, além de
facilitar a purificacdo da glicoproteina recombinante em corpos de oclusdo do baculovirus.

O baculovirus é muito utilizado como vetor de expressdao em vdrios estudos, isso
porgue apresentam uma gama de vantagens e é configurado como um modelo simples. Essas
vantagens sdo: os receptores de interacao célula hospedeira e baculovirus sdo altamente
especificos, tornando-o seguro; apresenta um grande potencial na hora de expressar

proteinas heterdlogas; consegue clonar fragmentos longos, além de expressar mais de dois
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genes; consegue expressao de proteinas complexas de eucarioto; tém promotores que
permanecem ativos mesmo na fase tarde, e assim, ndo interrompe o ciclo viral; mecanismos
simples de manipulacdo. A utilizacdo desse vetor permite a troca entre o gene da poliedrina
do baculovirus e o gene heterdlogo de interesse que sera expressa por meio do promotor da
poliedrina, mas sem a formacao de poliedrina. Essa troca resultara na formacgao dos corpos
de oclusao, logo, acarretara na producao do virus recombinante com epitopos especificos de
CHIKV em baculovirus ACMNPV.

A expressao dessas proteinas alvo nas células de inseto - expressdao em eucarioto -
proporcionam um ambiente similar as células de mamifero por apresentarem vias de
glicosilacdo de proteinas, condi¢cdes para que ocorra o dobramento adequado a estrutura
proteica, oligomerizacdo e modificagcdes pds-transducionais. Dessa forma, as proteinas se
tornam mais aptas e menos susceptiveis a mutagdo ou a falha na fungao proteina (MARTINS;
FILHO. 2010. BLAKE et al. 2003).

Algumas técnicas de diagndstico sdo utilizadas para deteccdo do virus Chikungunya,
sendo elas RT-PCR (Reverse-Transcription Polymerase Chain Reaction) e o qRT-PCR (Real Time
RT-PCR), ELISA. No caso do do ELISA, acontece de ndo ter a sensibilidade necessaria para
diferenciacdo entre as arboviroses recorrentes, isso porque essas viroses apresentam
estruturas de reconhecimento anticorpo-antigeno similares. Se faz necessario a utilizagdo de
epitopos especificos para diminuir ao maximo ou anular essa similaridade, deixando
especifico o teste usado (RUSSELL et al. 2016. MOIZEIS et al. 2018). Desse modo, o presente
estudo expressou um multiepitopo de CHIKV com intuito de aumentar a especificidade da
glicoproteina para que, em estudos futuros, kits de diagndstico sejam produzidos, a fim de
resposta rapida e especifica.

As vacinas tém um grande papel na constancia da espécie humana e em outras, e a
partir delas diversas doencas foram erradicadas. Esses ultimos anos, novas descobertas por
meio da pesquisa trouxeram alguns métodos na producdo delas, sendo vacina inativada,
vacina virus vivo atenuado, vacina de subunidade, vacina de virus recombinante, vacina
qguimérica, vacina com particula viral (VLP) e vacina de acido nucleico (GAO; SONG; ZHANG,
2019.).

Hoje, hd uma vacina em processo de testagem na fase dois para CHIKV com indices
significativos de resposta imune. Essa vacina é de virus recombinante por meio de vetor

associada ao virus do sarampo. Nesse, estudo foram feitos trés virus recombinantes excluindo
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a proteina E1 ou E3 para desempenhar a expressao de diversos antigenos combinando um
deles com E2 e 6K. Como ja dito, o NSP3 foi testado e apresentou uma titulagdo elevada de
anticorpos por persistir por mais tempo nas células hospedeiras, além de fazer parte na
composicdao do complexo proteico que responsdvel pela replicacdo e transcrigdo viral. AE2 é
estrutural e de grande importancia, porque estd associada a ligacdo antigeno-anticorpo.
Entdo a viabilidade das estratégias desenvolvidas nesse trabalho sdo coerentes com estudos
gue estdo sendo testados e desenvolvidos na atualidade (GAO; SONG; ZHANG, 2019. Kay et
al. 2019).

Uma vacina é considerada bem-sucedida quando estd ligado com a capacidade
aumentada de resposta do sistema imune e que a memdria celular perdura a longo prazo,
além de ter efeitos colaterais minimos. Estudos apontam que as vacinais que obtiveram maior
sucesso foram com fragmento glicoconjugados (Kay et al. 2019). A vacina de virus
recombinante dispde de algumas vantagens: a producdo em larga escala que oferece um
custo menor, a eficiéncia é maior, ndo de um ambiente resfriado, induz producao de resposta
celular, ndo sdo afetados por anticorpos maternos e por ser co-administrada para
multiepitopos de um patégeno (KANO et al. 2007. COX, 2012). A conjugacdo dos epitopos
especificos E2 e NSP3 do CHIKV pode trazer uma resposta imune maior que a maioria, por

aumentar essa comunicagao antigeno-anticorpo.

6 Conclusao

Nesse estudo, foi criado um nova estratégia, chamada de R1, onde os epitopos
especificos de chikungunya foram fusionados a poliedrina e expressos em AcMNPV formando
o virus recombinante. Essa expressdo originou a proteinas recombinantes especificas que
podem possibilitar, em estudos futuros, a producao de um kit diagnéstico rapido e um
produto para producdo de vacina. Ja a estratégia R2, devido aos imprevistos, serdo feitos
experimentos para elaboragdo de baculovirus recombinante com inserto R2 pretendendo
obter resposta imune para comparar com a estratégia R1 e, a partir dai, trilhar novos

caminhos tendo em vista o melhor desempenho para um kit diagnéstico e/ou vacina.
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