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RESUMO

O Mayaro é um arbovirus do género Alphavirus pertencente a familia Togaviridae e
responsavel pela doenca conhecida como Febre do Mayaro. Sua transmissao ocorre devido a
picada de mosquitos silvestres, especialmente da espécie Haemagogus janthinomys, também
relacionado a transmissao da febre amarela. Os sintomas da Febre do Mayaro iniciam-se de 1
a 3 dias ap6s a infeccdo, caracterizados principalmente por um quadro febril agudo,
encefalite, cefaleia e artralgia, podendo ou ndo ser acompanhada de edema nas articulacdes.

A sintomatologia anédloga a Dengue e Chikungunya, somada ao pequeno namero de
informacdes disponiveis relacionadas a caracterizacdo do virus, dificulta a realizacdo de um
diagndstico preciso e um controle epidemiologico mais eficaz.

Diante dessa problematica, com o auxilio do sistema Bac-to-Bac® HMB TOPO®
Secreted Expression System, da empresa Invitrogen, foi realizado no presente estudo a
expressdo heter6loga dos genes do Alphavirus Mayaro responsaveis pelas proteinas
estruturais E2, E3 e E3E2 associadas, em células de inseto da linhagem Sf-9 (Spodoptera
frugiperda). Com as informacbes aqui obtidas, € esperado que futuramente as proteinas
recombinantes obtidas possam ser utilizadas como ferramentas para diagndéstico especifico do
virus Mayaro e também o potencial imunogénico e protetor possam ser investigados com o

intuito de obtencdo de vacina.

Palavras-chave: Mayaro, proteinas estruturais, expressao heteréloga, baculovirus.
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1. INTRODUCAO

1.1 Os Arbovirus

Os arbovirus sdo representados por um grupo heterogéneo de mais de 500 virus, dos
quais, aproximadamente, 150 infectam seres humanos e animais domésticos, sendo essa
infeccdo realizada através de artropodes hematofagos (vetores). Apesar dos arbovirus estarem
presentes em quase todos 0s continentes, sua maior concentracdo da-se em paises tropicais,
como o Brasil, onde gracas a fatores como a extensa presenga de florestas, a alta densidade de
vetores e o clima favoravel, possibilitam a manutencdo das condigdes necessarias para a
realizacdo dos seus ciclos de transmisséo [1].

Dentre as diversas familias pertencentes aos arbovirus, temos a familia Togaviridae,
cuja divisdo ocorre em dois géneros, 0 Rubivirus e Alphavirus, diferenciando-se apenas
qguanto a presenca (Alphavirus) ou ndo (Rubivirus) de hospedeiros invertebrados nos seus
ciclos. Além da divisdo em géneros, os Alphavirus podem ser categorizados dependendo da
sua localizacdo geografica a qual foram originalmente isolados: Alphavirus do Novo Mundo
(Virus Mayaro - MAYYV, Eastern Equine Encephalitis Virus - EEEV, Venezuelan Equine
Encephalitis Virus - VEEV, Western Equine Encephalitis Virus - WEEV) e Alphavirus do
Velho Mundo (Chikungunya - CHIKV, Virus O’Nyong-Nyong - ONNV, Virus Ross River -
RRV, Semliki Forest Virus - SFV, Virus Sindbis - SINV) [1,2].

1.2 Alphavirus Mayaro

Inicialmente isolado em Trinidad e Tobago na década de 1950 e possuindo relatos em
varios paises da América Central e do Sul (Figura 1), o Alphavirus Mayaro (MAYV) é um
virus do Novo Mundo responsavel pela doenca infecciosa conhecida como Febre do Mayaro,
a qual apresenta os seguintes sintomas: quadro febril agudo, encefalite, cefaleia e artralgia,
podendo ou ndo ser acompanhada de edema nas articulagcOes. Esses sintomas aparecem,
normalmente, no periodo de 1 a 3 dias ap0s a infec¢éo viral [1,3].

Atualmente ndo existem tratamentos especificos para a doenca, pois devido sua
sintomatologia ser analoga a Dengue e Chikungunya, somado ao pequeno numero de
informacdes disponiveis referentes a caracterizagdo do virus, a realizagdo de um diagndstico
preciso e um tratamento mais eficaz esta muito longe de ser praticado. Com isso, recomenda-

se 0 uso de analgésicos e antitérmicos para alivio dos sintomas, devendo-se evitar 0s



11

medicamentos salicitados (aspirinas e AAS), ja que favorecem as manifestacdes hemorragicas
[1,3].

O ciclo de transmissdo do MAYYV apresenta grande plasticidade de hospedeiros
vertebrados (passaros, roedores, primatas, répteis, dentre outros), e foi responsavel por
diversos surtos na regido amazonica, sendo considerado epidémico. Além disso, devido ao seu
negligenciamento por parte da salde publica de varios paises, especialmente 0s que possuem
areas de baixo status socioecondmico e baixos investimentos em pesquisa, a realizacdo de um
diagnostico preciso e um tratamento mais eficaz é dificultada, favorecendo assim a possivel

ocorréncia de novos surtos epidémicos [1,3,4].

—— TRINIDAD AND TOBAGO

GUYANA
ECUADOR
1 NORTH REGION

SURINAME
FRENCH GUIANA

NORTHEAST

Human cases reported

Evidence of virus circulation SOUTHEAST

REGION

LEE

No evidence or no data available

Figura 1 — Distribuicdo do MAYV nas Américas Central e do Sul [4].

Em relacdo ao seu ciclo de transmissdo, o0 MAYV apresenta-se na forma de dois
gendtipos distintos: o L, restrito ao Brasil (estado do Para), e o genétipo D, amplamente
distribuido na Pan-Amazonia. Por tratar-se de um exemplar de Alphavirus, o MAYV possui
estrutura pequena (entre 60 e 70 nm de didmetro), com capsideo icosaedrico, no qual
encontramos associagdes (trimeros) das glicoproteinas E1 e E2 sob a forma de spikes,
conforme representado na Figura 1, componentes importantes para o processo de replicagéo
viral. Além disso, temos a presenca do envelope viral, cuja origem deve-se a membrana

plasmatica dos organismos hospedeiros [1].
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Capsid protein
(cP) Membrane

Figura 2 — Estrutura geral do virion dos Alphavirus [4].

Ja em relagcdo ao genoma desse virus, trata-se de um RNA de fita simples com
orientacdo positiva, com tamanho de aproximadamente 12 kb, dividido em dois segmentos
com fase de leitura aberta (ORF — do inglés “open reading frame”): ORF N-terminal (regido
genbmica), cuja traducdo origina poliproteinas ndo-estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4) e
ORF C-terminal (regido subgendmica), originando proteinas estruturais (Capsideo — C,
Envelope 3 — E3, Envelope 2 — E2, proteina de 6 kDa — 6K e Envelope 1 — E1). Abaixo esta
representado o modelo da organizacdo gendmica do MAYV [1,2].

E3 6K
54 nsPl | nsP2 | nsP3 | nsP4 fC || E2 || E1 —7%

Figura 3 — Organizacéo do genoma do Alphavirus Mayaro [2].

1.3 Os baculovirus e os sistemas de expresséo de proteinas

Pertencentes a um grupo de virus infectantes de artrépodes, 0s baculovirus sdo virus
constituidos por um DNA circular de fita dupla, envolto por um capsideo proteico. Por
apresentarem caracteristicas como altos niveis de expressdo de genes especificos e permitirem
0 processamento pos-traducional de proteinas de células eucaritticas, os baculovirus sdo
amplamente utilizados como sistemas de expressdo de genes heterologos [12]. Nesses
sistemas de expressdo, o fragmento referente ao gene de interesse é introduzido no locus de
um gene ndo essencial para a replicacdo viral sob o controle de um promotor forte. No caso
dos baculovirus, o promotor da poliedrina e o da proteina P10 sdo os mais utilizados para essa
fungéo [11,12].
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Para a realizagdo desse estudo foi utilizado o Bac-to-Bac® HMB TOPO® Secreted
Expression System, da empresa Invitrogen (Figura 4). Nesse sistema, 0s genes de interesse
(E2, E3 e E3E2 associadas) sdo clonados num vetor de transferéncia (pFastBac™) contendo
um promotor de poliedrina e flanqueados por regibes de transposicdo. Esse plasmideo
recombinante é inserido em bactérias E. coli (DH10Bac™) competentes, a qual possui um
plasmideo auxiliar (pHelper), responsavel pela produgdo das transposases, € um bacmideo
[11]. Os bacmideos sdo DNAs circulares grandes que incluem todo o genoma do baculovirus,
além de sequéncias que permitem a replicacdo desse bacmideo na E. coli. Dentre essas
sequéncias temos as regides de transposicdo, 0s genes que conferem resisténcias a antibioticos
e o gene lacZ [9].

O gene lacZ, pertencente ao operon Lac de E. coli, € responsavel pelo metabolismo da
lactose. Na presenca de lactose e do AMP ciclico (CAMP), esse gene transcreve a enzima [3-
galactosidase, quebrando a lactose em glicose e galactose [12]. No sistema de expressédo em
questéo, o gene lacZ age como um sinalizador, fazendo com que num meio cromogénico para
a B-galactosidase, as células tornem-se azuis; caso contrario, permanecerao brancas, devido a
interrupcdo do seu gene lacZ apo6s a transposicdo génica [7,11]. Essa coloracdo facilita a
identificacdo das células que apresentam os bacmideos recombinates contendo os genes de
interesse.

Por fim, é realizada a transfeccdo das células de inseto da linhagem Sf-9 (Spodoptera
frugiperda), fazendo com que em alguns dias ocorra a formacdo dos baculovirus

recombinantes e posteriormente a expressao das proteinas desejadas.
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Figura 4 — Figura esquematica do Bac-to-Bac® HMB TOPO® Secreted Expression System. A - As
bactérias DH10Bac™ sdo transformadas com o plasmideo pFastBac™ contendo os genes de interesse; B —
Transposi¢do do gene de interesse e formacdo do bacmideo recombinante; C- Purificagdo do bacmideo
recombinante para transfec¢do das células de inseto Sf-9; D — Obtencéo dos baculovirus recombinantes e
producdo das proteinas.

2. OBJETIVOS
Realizar a expressdo heteréloga das proteinas estruturais E2, E3 e E3 associada com
E2, do Alphavirus Mayaro em células de inseto da linhagem Sf-9 (Spodoptera frugiperda).
3. MATERIAIS E METODOS
3.1.  Cultura de células de inseto

Para 0 processo de obtencdo dos baculovirus recombinantes e producdo de proteina
viral recombinante foi utilizada a linhagem de célula de inseto Sf-9 derivada de ovério da

mariposa Spodoptera frugiperda, cultivada em meio de cultura ESF921 (Expression
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Systems), livre de soro fetal bovino a 28°C. O crescimento das células de inseto foi realizado
em suspensdo, em erlenmeyers de policarbonato de diferentes volumes, em incubadora
refrigerada com agitacdo de 100 rpm a 28°C. A viabilidade e densidade das células foram
monitoradas pela contagem em hemocitdmetro com a utilizacdo do corante azul de Trypan
0,2%. Para todos os procedimentos experimentais com células de inseto, foi utilizada a
densidade de 1x10° células/mL, com 95% de viabilidade.

3.2.  Amplificacdo do fragmento dos genes que codificam as proteinas estruturais E2 e
E3 do MAYV

A partir do clone recombinante contendo a sequéncia das proteinas estruturais da
estirpe do virus Mayaro do genétipo D, isolado de um paciente de Acrelandia (municipio
brasileiro do estado do Acre), disponivel no laboratério de agentes patogénicos da UFABC,
foi realizada a amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) de trés segmentos
génicos: fragmentos do gene que codifica a sequéncia de aminoacidos da proteina E2 (1.209
pb), E3 (198 pb) e E3E2 associadas (1.407 pb). A PCR foi realizada com enzima a prova de
erros Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen) e oligonucleotideos
especificos descritos na Tabela 1. Os oligonucleotideos utilizados foram desenhados com
base na sequéncia da estirpe do MAYV do gendtipo D, que se encontra disponivel no
Genbank (numero de acesso: KM400591.1). A PCR foi realizada com 50ng do clone
recombinante das sequéncias das proteinas estruturais de MAYV, 1X tampéo da reacéo, 200
UM de cada um dos quatro dNTPs, 2 mM MgSO4, 1 uM de cada um dos oligonucleotideos
especificos (sense e antisense), 1U da enzima Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity
em um volume final de 25pL. As condigdes de PCR utilizadas estdo descritas na Tabela 1.
Os tamanhos dos fragmentos de DNA amplificados foram analisados por eletroforese em gel
de agarose a 1%, corado com Gel Red™ (Biotium). O tampdo de corrida utilizado foi o TBE
(tampéo Tris Borato EDTA), na concentracao final de 0,5X, composto por 44,5 mM Tris base
(Tris-hidroximetil-aminometano), 44,5 mM de H3BOs (&cido borico), 1 mM de EDTA (&cido
tetra acético etilenodiamino). O tampé&o de carregamento da amostra (loading buffer) utilizado
foi composto por sacarose (65% wi/v), 10 mM de Tris-HCI pH 7,8, Orange G (0,3% w/v),
1mM de EDTA. Para cada 1 mL do tampéo da amostra 1,5 pL de Gel Red™ (Biotium) foi
adicionado.
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Tabela 1 - Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados para amplificacdo dos genes que codificam proteinas
estruturais recombinantes E2 e E3 do MAYV para clonagem em vetor de expressaio HBM-TOPO®
(Invitrogen).

Nome Sequencia (5°-3°) Condicgdes PCR* Amplicon
MayE3BacFow GCAGCTCCGACAGTGACAG 198pb
MayE3BacRev CCTCTTCGACCTCGAGCTG
MayE2BacFow| CCATACGTAGCCTACTGTGC C 1.209pb
MayE2BacRev | ACAGCATAACACCCCGATAG
MayE3BacFow GCAGCTCCGACAGTGACAG 1.407pb
MayE2BacRev | ACAGCATAACACCCCGATAG

PhdrinFow AAATGATAACCATCTCGC C, 300ph + inserto
SV40Rev GGTATGGCTGATTATGATC
M13Fow CCCAGTCACGACGTTGTAAAA Cs 2.300pb + inserto
M13Rev AGCGGATAACAATTTCACACAGG

* As respectivas condi¢Bes da PCR estdo discrimidas abaixo:

C:1 - 1 ciclo de 3 minutos a 94°C / 35 ciclos de 30 segundos a 94°C / 30 segundos a 60°C / 1 minuto e 30
segundos a 68°C / 1 ciclo de 7 minutos a 68°C.

Cz - 1 ciclo de 3 minutos a 94°C / 40 ciclos de 30 segundos a 94°C / 30 segundos a 50°C / 1 minuto e 30
segundos a 72°C / 1 ciclo de 7 minutos a 68°C.

Cs - 1 ciclo de 3 minutos a 94°C / 35 ciclos de 30 segundos a 94°C / 30 segundos a 60°C / 1 minuto e 30

segundos a 72°C / 1 ciclo de 7 minutos a 68°C.

3.3.  Clonagem das sequéncias génicas correspondentes as proteinas estruturais E2, E3
e E3E2 associadas do MAYV em vetor de expressdo Bac-to-Bac® HMB TOPO® da

Invitrogen

Os fragmentos génicos correspondentes as proteinas estruturais de MAYV foram
tratados com a enzima & prova de erros Platinum™ Pfx Taq DNA Polymerase por 30min a
74°C para retirada da adenina adicionada a extremidade 3°OH dos fragmentos de PCR pela
enzima Platinum™ Taq DNA Polymerase High Fidelity. Posteriormente, os fragmentos de
PCR obtidos foram clonados nas extremidades cegas do vetor de expressio HBM-TOPO® da
Invitrogen, o qual possui sinal de exportagdo da proteina recombinante para 0 meio
extracelular, uma cauda de seis histidinas na extremidade C-terminal da construcdo e
resisténcia a ampicilina, seguindo o protocolo fornecido pela empresa. Em seguida, foi
realizada a transformacdo dos produtos da reagdo em células E.coli da estirpe One Shot®
Mach1-T1™, quimicamente competentes. O processo de transformacdo foi realizado por
choque térmico a 42°C por 45 segundos em banho seco seguido por incubacgéo no gelo por 2
minutos. Os clones recombinantes foram selecionados em placas LB contendo 50ug/mL de
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ampicilina, 20pg/mL de X-gal e 1uM de IPTG. As colonias brancas obtidas foram submetidas
a PCR para verificar a presenca do fragmento genémico com os oligonucleotideos referentes a
sequéncia promotora responsavel pelo controle de expressdo do transgene no vetor,
Polyhedrin (sense) e a sequéncia terminadora do virus SV40 (antisense) presente na
extremidade 3’ da construg@o no vetor (Tabela 1). As coldnias que apresentaram o tamanho
esperado para cada clone recombinante foram crescidas em meio de cultura LB contendo
ampicilina e os plasmideos extraidos por método de lise alcalina com o kit GeneJet Plasmid
Miniprep (Cat. N°: K0503 — Thermo Scientific) para extracdo de plasmideos a partir de
bactérias, segundo instru¢cbes do fornecedor. Os plasmideos recombinantes foram
posteriormente submetidos a sequenciamento com o kit BigDye® 3.1. da Applied Biosystems
e resolvidos em sequenciador no Centro de Sequenciamento da DNA do Instituto de Quimica
da USP para verificar a especificidade da sequéncia e a orientacdo do inserto no vetor. As
sequéncias obtidas foram analisadas com o emprego do software Lasergene e as analises
comparativas foram realizadas com a utilizacdo de dados do Genebank através do programa
blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Os clones recombinantes na orientacdo correta e
com a sequéncia certificada foram utilizados para producdo dos bacmideos recombinantes
com utilizacéo de células DH10Bac™ do sistema de expressdo Bac-to-Bac® HMB TOPO®
da Invitrogen.

3.4. Obtencdo de bacmideos recombinantes contendo as sequéncias correspondentes as
proteinas estruturais de MAYV, E2, E3 e E3E2 associadas utilizando o sistema de
expressdo Bac-to-Bac® HMB TOPO® da Invitrogen

Os clones recombinantes com a sequéncia correta e orientacdo certificada foram
utilizados para a producdo dos respectivos bacmideos recombinantes BcE2, BcE3 e BCE3E2.
Os plasmideos HBM-TOPO® recombinantes foram transformados em células E.coli
quimicamente competentes, estirpe MAX Efficiency® DH10Bac™ (Invitrogen), pelo
procedimento de choque térmico (banho seco a 42°C por 45 segundos seguido por incubacéo
de 2 minutos no gelo). A bactéria DH10Bac™ ¢é constituida por um plasmideo auxiliar
(pHelper), o qual contém a sequéncia de transposon que codifica a enzima recombinase, que
difere das outras enzimas transposases/recombinases, por realizar a transposi¢éo orientada por
sitios especificos, € ndo “ao acaso” como ocorre em outras enzimas desta classe. Esta
sequéncia da recombinase, presente no plasmideo auxiliar, participa do processo de

transposicdo do inserto presente no vetor de expresséo HBM-TOPO®, pelo reconhecimento
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dos dois sitios da recombinase (Tn7R e Tn7L). Além disso, este plasmideo auxiliar apresenta
gene de resisténcia ao antibidtico tetraciclina. A bactéria DH10Bac™ também ¢ constituida
por genoma modificado do baculovirus, sendo denominado de bacmideo no interior da
bactéria. Este bacmideo possui marcador de resisténcia a canamicina.

Apobs a transformagdo dos plasmideos recombinantes HBM-TOPO® nas células
competentes DH10Bac™, seguindo as orientagdes do fornecedor, as bactérias transformadas
foram semeadas em meio LB solido contendo 50ug/mL de gentamicina / tetraciclina /
canamicina (CTG), 20pg/mL de X-gal e 1uM de IPTG, e incubadas em estufa bacterioldgica
a 37°C por 48 horas. As colbnias brancas foram escolhidas e repicadas em meio LB sélido
para isolamento das colonias recombinantes e transpostas. A partir destas colonias brancas
isoladas, foi feita a selecdo de 10 coldnias e repique individual em placa quadriculada com
meio LB sdlido, as quais foram selecionadas para conferéncia dos bacmideos recombinantes
positivos pela PCR, utilizando os oligonucleotideos M13 sense e M13 antisense, cuja
sequéncia esta presente apenas no bacmideo e ndo no vetor HBM-TOPO®. As condicdes para

essa PCR estdo descritas na Tabela 1.

3.5. Obtencao dos baculovirus recombinantes para as proteinas estruturais de MAYV
E2, E3 e E3E2 associadas por transfec¢do dos bacmideos em células de inseto Sf-9

Posteriormente a checagem das colbnias positivas pela PCR, para a propagacdo dos
bacmideos recombinantes, uma col6nia recombinante de cada construcdo foi semeada em
100mL de meio LB liquido contendo canamicina, gentamicina e tetraciclina, mantidas em
incubadora com agitacdo a 180 rpm a 37°C overnight. Os bacmideos recombinantes foram
purificados com o kit PureLink® HiPure Plasmid Midiprep (Invitrogen), segundo instrucgdes
do fornecedor. Para o procedimento de transfeccdo, foi utilizado 1pg de bacmideo
recombinante associado ao Cellfectin® Il (Invitrogen). A célula utilizada para a transfec¢édo
foi a Sf-9 (Invitrogen), na densidade de 1x10° células/mL e 95% de viabilidade, mantidas em
suspensdo nos erlenmeyers de policarbonato, em incubadora refrigerada com agitacdo de 100
rpm a 28°C, segundo instrucdes do fornecedor. Apds o procedimento de transfeccdo, a
densidade, viabilidade e o efeito citopatico das células foram monitorados dia a dia, pela
contagem e analise em hemocitémetro, utilizando corante celular azul de Trypan 0,2%, por
até cinco dias de cultura. Diariamente, aliquotas das culturas transfectadas com os bacmideos
contendo as construcdes E2, E3 e E3E2 associadas de MAYYV foram coletadas para extragdo
de DNA.
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Para extracdo de DNA as aliquotas de células transfectadas foram lisadas em solugéo
composta por 100mM de NaCl (Cloreto de Sddio), 10mM de Tris-HCI pH8,0, 25mM de
EDTA pH 8,0, 0,5% de SDS, e 20 pg/mL de Proteinase K. Posteriormente foi realizada a
purificacdo do DNA com utilizacdo do kit GeneJet Gel Extraction (Cat. N°: K0692) da
Thermo Scientific, segundo instrugdes do fornecedor. O DNA extraido das células
transfectadas foi empregado para a checagem da presenca do bacmideo recombinante, através
da PCR, utilizando os oligonucleotideos: Phdrin sense e SV40 antisense, com as condicdes
descritas na Tabela 1. Ao final do sétimo dia de cultura, quando o nimero de células inviaveis
era de aproximadamente 50%, e os efeitos citopaticos estavam presentes, o estoque de
baculovirus produzido na cultura de célula era armazenado a 4°C ao abrigo da luz, ap6s
clareamento por centrifugacdo a 5.000xg por 10 minutos. Foram realizadas trés passagens
para a amplificacdo do estoque viral de baculovirus, denominadas de P1 (transfeccdo), P2 e
P3. Em cada passagem, 100mL de células Sf-9 a 1x10° células/mL crescidas em suspensio
foram infectadas com 10mL do estoque viral por 96 horas. Em todas as passagens eram
monitorados os efeitos citopaticos e viabilidade celular diariamente, além da checagem por
PCR da presenca dos baculovirus recombinantes. A coleta e armazenamento destas passagens
foram conduzidos como anteriormente descrito. Em todos os experimentos foi realizado um

controle negativo com células transfectadas apenas com Cellfectin® 11, sem bacmideo.

3.6. Analise da expressdo das proteinas recombinantes E2, E3 e E3E2 associadas de

MAYYV por imunocitoquimica

As células Sf-9 infectadas com baculovirus recombinantes correspondentes a cada
uma das proteinas estruturais de MAYV por 96 horas foram utilizadas em ensaios de
imunocitoquimica para verificar a presenca das proteinas recombinantes. Para tanto, uma
aliquota de 10 pL de células Sf-9 infectadas foi espalhada em lamina para florescéncia e
fixada com metanol por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente as células foram
lavadas 5 vezes de 2 minutos com tampdo fosfato salina, pH 7,4 (PBS: 137 mM de NaCl;
2,7mM de KCI; 10 mM de Na:HPOg4; e 1,8mM de KH2PO4) e incubadas por 20 minutos com
solugéo de bloqueio contendo 5% de leite desnatado em PBS. A solugdo de bloqueio foi
descartada e as células foram incubadas com anticorpo anti-histidina conjugado com
fluoresceina isotiocianato (FITC) obtido da Novex Life Technologies (Thermo
Fischer/Invitrogen) na diluicdo de 1:500, por 1 hora, protegido da luz. Apos lavagem com 5

vezes de 2 minutos com PBS, as células foram observadas e fotografadas em microscépio de
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fluorescéncia da Leica com filtro para FITC. Como controle negativo foram utilizadas células

Sf-9 ndo transfectadas.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo proposto teve por objetivo a producdo das proteinas estruturais do arbovirus
MAYYV E2, E3 e E3E2 associadas, em células de insetos, apds construgdo de baculovirus
recombinantes. Assim, inicialmente, as sequéncias codificadoras das proteinas de MAYV E2,
E3 e E3E2 associadas foram amplificadas por PCR a partir de um clone de cDNA
correspondente as sequéncias do genoma subgendmico de MAYV do gendtipo D (Figura 5).
Foram obtidos fragmentos de DNA do tamanho esperado com utilizacdo dos
oligonucleotideos especificos e as condi¢cdes de reacdo conforme descricdo em material e

métodos e na Tabela 1.

E3 E2 E3/E2

e 1407pb

1209pb .

198pb — .-

Figura 5 - Gel de agarose 1% com 3 pL de fragmento de PCR obtido com Platinum® Taq DNA
Polymerase High Fidelity a partir do clone recombinante estrutural de MAYYV, limpo e tratado com a

enzima Platinum™ Pfx Taq DNA Polymerase da Invitrogen para clonagem em vetor HMB TOPO®.

Os fragmentos de PCR obtidos foram clonados no vetor HMB TOPO® obtido da
Invitrogen. Foram obtidos 14 clones correspondentes ao gene que codifica a proteina E2,
quatro clones correspondentes a proteina E3 e 7 clones correspondentes as proteinas E3 e E2
associadas (Figura 6). Os plasmideos recombinantes foram analisados por sequenciamento e
4, 3 e 2, respectivamente, correspondentes as proteinas E2, E3 e E3E2 associadas,
apresentaram a orientacdo correta e tiveram a sequéncia confirmada. Um clone de cada uma
das construcbes com orientacdo correta e sequéncia confirmada foi utilizado para obtencgéo

dos bacmideos recombinantes (resultados ndo apresentados).
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Figura 6 - Gel de agarose 1% com 10 pL de fragmento de PCR obtido com os oligos PhdrinFow e
SV40Rev a partir das colbnias brancas de E. coli MatchT1 transformadas com os plamideos HMB
TOPO® ligados aos fragmentos de PCR correspondentes as proteinas E2 (1-27); E3 (28-35) e E3E2

associadas (36-44). M-marcador de peso molecular “ladder” de 1 kb (Sinapse Biotecnologia).

Os bacmideos recombinantes para cada uma das construcGes correspondentes as
proteinas estruturais de MAYYV foram utilizados para transfec¢do e obtencdo de baculovirus
recombinantes. A presenca de baculovirus foi observada por microscopia optica, verificando
morte celular e efeito citopéatico, 72-96 horas ap6s transfeccdo (Figura 7). A confirmagdo da
presenca dos baculovirus recombinantes foi realizada por PCR com os oligonucleotideos
M13Fow e M13Rev, o qual amplifica um fragmento de 2300 pb mais o tamanho dos
fragmentos gendmicos que codificam as proteinas estruturais E2 (1.209 pb); E3 (198 pb) e
E3/E2 (1.407 pb) de MAYYV (Figura 8).
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Figura 7 - Andlise das células de Sf-9 72 horas pés-transfeccdo com baculovirus recombinantes

correspondentes as proteinas estruturais E2, E3 e E3E2 associadas de MAYYV, por microscopia éptica em
microscopio invertido no aumento de 20x.
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Figura 8 - Gel de agarose 1% com 10 pL de fragmento de PCR obtido com os oligos M13Fow e M13Rev a
partir das células Sf-9 ap6s 96 horas de infecgdo com os baculovirus recombinantes amplificados (P3). M-

marcador de peso molecular "ladder' de 100 pb (Sinapse biotecnologia) e C- corresponde a células Sf-9
com 96 horas de crescimento e ndo infectadas.

As trés construgbes foram também avaliadas quanto & expressdo das proteinas

recombinantes por imunocitoquimica utilizando um anticorpo conjugado a FITC em células
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Sf-9, 96 horas apds infeccdo com baculovirus recombinantes amplificados trés vezes (P3). Os
resultados demonstraram que as trés construces resultaram em expressdo de proteinas

recombinantes (Figura 9).

Figura 9 - Andlise das células Sf-9 96 horas pds-infecgdo com baculovirus recombinates correspondentes
as proteinas estruturais E2, E3 e E3E2 associadas de MAYV, por imunocitoquimica com anticorpo anti-
histidina conjugado com FITC e visualizadas por microscopia de fluorescéncia em microscépio Leica no

aumento de 20x.

Sendo possivel a purificacdo, experimentos de caracterizacdo poderdo ser realizados.
Em posse desses dados subsequentes, estes podem ser utilizados como subsidios para
elaboracédo de aplicacBes biotecnoldgicas, tanto de diagnostico molecular, quanto a obtencdo
de vacinas, ja que ha poucas informacdes do Alphavirus Mayaro na literatura, principalmente

por se tratar de uma doenca tropical negligenciada [6].
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5. CONCLUSAO

As proteinas recombinantes E2, E3 e E3E2 associadas do MAYYV foram produzidas
nas células de insetos SF-9 apos infeccdo por baculovirus construidos com utilizagdo do

sistema de expressdo HBM-TOPO® para producéo de proteinas em células de insetos.
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