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RESUMO

O virus Chikungunya (CHIKV) é um virus de RNA (familia Togaviridae, género Alphavirus),
transmitido aos seres humanos através da picada de mosquitos fémeas de Aedes aegypti e
Aedes albopictus. O inicio das manifestacdes clinicas da infeccdo por CHIKV na maioria das
vezes € caracterizada por febre e dor nas articulacBes, e até agora ndo existe uma terapia
antiviral especifico ou vacina para o tratamento da infeccdo. O diagnostico da infecgdo
CHIKV é baseado em achados clinicos e laboratoriais, com o Gltimo sendo realizada por
isolamento do virus, transcri¢do reversa-polimerase reacdo em cadeia (RT-PCR), sorologia e
testes rapidos. Para produzir um antigeno recombinante através da clonagem e expressao da
proteina do capsideo (C) de CHIKV de modo a detectar anticorpos anti-CHIKV em amostras
de soro humano, por ensaio imunoenzimatico. Um gene sintético (gBlock), especificamente
concebidos para esse estudo, correspondente a proteina C do capsideo (400 pares de bases) do
virus Chikungunya, foi amplificado por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e, em seguida,
clonado em pGEM-T Easy sistema de Escherichia coli. Os clones transformantes foram
sequenciados, e o0s produtos recombinantes foram digeridos com as endonucleases de
restricdo EcoRI e BamHI, e depois subclonado e expresso no vector pET-23a+ e Escherichia
coli BL21 (DE3). A expressdo da proteina C recombinante e o peso molecular foram
determinados por SDS-PAGE e Dot Blot e purificado por cromatografia de afinidade
utilizando uma coluna de niquel. Um ensaio imunoenzimético foi realizada utilizando o
antigeno recombinante para detec¢do de anticorpos IgM e IgG em soros de pacientes com
infeccdo CHIKYV confirmados pelo laboratério nacional de referéncia do Ministério da Saude,
bem como soros de pacientes positivos para o virus Mayaro, virus da dengue e
citomegalovirus infeccdo. O derivado da proteina recombinante mostrou tamanho e
antigenicidade compativel com a proteina C nativa do CHIKV; uma concentracdo de 0,342 ng
/ mL de proteina C recombinante foi obtido utilizando o pET-23a+ de E. coli BL21 (DE3); a
cromatografia de afinidade utilizando uma coluna de niquel foi eficaz para obter a proteina C
soltvel, confirmada pelo método de Bradford; o ensaio imunoenzimético utilizando o
antigeno recombinante mostrou reatividade cruzada com outros agentes patogénicos de
Aphavirus. Os resultados indicam que o sistema de expressdo pET-23a+ de E. coli BL21
(DE3) foi eficaz para produzir a proteina C recombinante de CHIKV, no entanto, o antigeno
ndo foi suficientemente sensivel para detectar apenas a infecgdo CHIKV.

Palavras chave: Virus Chikungunya, a proteina recombinante, ensaio imunoenzimatico.



ABSTRAT

The Chikungunya virus (CHIKV) is an RNA virus (family Togaviridae, genus Alphavirus)
transmitted to humans through the bite of female mosquitoes Aedes aegypti and Aedes
albopictus. The clinical onset in CHIKV infection is most often characterized by fever and
joint pain, and so far there is no specific antiviral therapy or vaccine for the treatment of the
infection. The diagnosis of CHIKV infection is based on clinical and laboratory findings, with
the latter being performed by virus isolation, reverse transcription-polymerase chain reaction
(RT-PCR), serology, and rapid tests: To produce a recombinant antigen through the cloning
and expression of the capsid protein (C) of CHIKV in order to detect anti-CHIKV antibodies
in human serum samples by immunoenzymatic assay. A synthetic gene (gBlock), specifically
designed for this study, corresponding to the protein C (400 base pair) of Chikungunya virus,
was amplified by polymerase chain reaction (PCR) and then cloned into pGEM-T Easy
system-Escherichia coli. The transformant clones were sequenced, and recombinant products
were digested using the restriction endonucleases EcoRI and BamHI, and then subcloned and
expressed in the vector pET-23a+ Escherichia coli BL21 (DE3). The recombinant protein C
expression and the molecular weight were determined by SDS-PAGE and Dot Blot and
purified by affinity chromatography using nickel column. A immunoenzymatic assay was
performed using the recombinant antigen to detect IgM and IgG antibodies in sera from
patients with CHIKV infection confirmed by the National Reference Laboratory of the
Ministry of Health, as well as sera from patients tested positive for Mayaro virus, Dengue
virus and Cytomegalovirus infection. The derived recombinant protein showed size and
antigenicity compatible with the native protein C from the CHIKV; a concentration of 0.342
ng/mL of recombinant protein C was obtained using the pET-23a+ E. coli BL21 (DE3); the
affinity chromatography using nickel column was effective to obtain the soluble protein C,
confirmed by the Bradford method; the immunoenzymatic assay using the recombinant
antigen showed cross-reactivity to others Alphavirus pathogens. The results indicate that the
expression system pET-23a+ E. coli BL21 (DE3) was effective to produce the recombinant
protein C of CHIKV, however the antigen was not sensitive enough to detect only the CHIKV

infection.

Keywords: Chikungunya virus, Recombinant protein, Immunoenzymatic assay.
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1. Introducéo

A febre Chikungunya CHIKF, causada pelo "virus Chikungunya (CHIKV)," é uma
arbovirose transmitida pela picada de mosquitos infectados pertencentes ao género Aedes,
responsaveis por ciclos de transmissdo em ambientes urbanos e Peri urbanos. O primeiro caso
descrito da CHIKF foi em 1950 na Tanzania e ao longo dos anos o CHIKV tem causado
epidemias em varios paises ao redor do mundo. Em 2011 o virus foi relatado pela primeira
vez nas Americas, na ilha de Saint Martin e no Caribe. Sendo que até o final de dezembro de

2015, quase 1 milh&o de casos foram notificados nas Américas, resultando em 71 mortes.

O diagnostico da febre chikungunya pode ser por critérios clinicos e exames
laboratoriais. Dentre os exames laboratoriais existem a cultura viral, as técnicas moleculares
como a reacdo em cadeia da polimerase com transcricdo reversa (RT-PCR) e exames
soroldgicos (ELISA) para deteccdo de anticorpos IgM e 1gG do virus Chikungunya. Os testes
de ELISA para deteccdo de anticorpos especificos anti-CHIKV sdo menos exigentes em
termos de infraestruturas laboratoriais e permitem, detectar IgM e IgG entre 2 e 7 dias ap0s 0
aparecimento da doenca (MOHAN et al., 2010).

Atualmente, ndo existe nenhum tratamento especifico disponivel para a febre
chikungunya, o indicado é tomar medidas de prevencdo e conscientizacdo através de 6rgaos
publicos contra os mosquitos disseminadores do virus. E importante salientar ainda que, como
no caso da dengue, pacientes com febre chikungunya devem evitar medicamentos a base de
acido acetilsalicilico, pois 0 uso deste pode aumentar o risco de sangramentos. Em todo
mundo a taxa de mortalidade por febre chikungunya é muito baixa. Porém, distlrbios
vasculares, cansaco, depressao e varios sintomas reumaticos podem ocorrer por até dois anos

principalmente em pessoas idosas (UJVARI, 2011).

Neste contexto, foi desenvolvido o presente estudo tendo como foco principal a
clonagem e expressdo do gene da proteina do nucleocapsideo C do CHIKV em sistemas de
expressao Escherichia coli e comparar o desempenho da proteina C recombinante como
antigeno em técnicas de sorodiagnostico para deteccdo da infeccdo por CHIKV em amostras
clinicas. Vindo assim, contribuir para um diagndstico rapido e especifico CHIKV ou ainda

para monitoramento dos Alphavirus em estudos epidemiologicos na regiéo.
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1.2. Revisdo Bibliografica

1.2.1 Arbovirus

Arbovirus € uma contracdo do termo derivado da expressdo inglesa arthropod-borne
virus, que € utilizado para classificar virus que tem como caracteristica comum, a necessidade
de dois componentes para se manter na natureza, um artropode hemat6fago que pode ser
mosquito ou carrapato e um animal vertebrado, de diferentes géneros e espécies. Os
Arbovirus constituem o maior grupo conhecido de virus, sendo registrados 537 tipos
diferentes, distribuidos por quase todos os continentes (OLIVEIRA, 2015).

Os arbovirus estdo distribuidos em sete familias, onde seis delas sdo compostas por
agentes que tém como material genético o RNA (Togaviridae, Flaviviridae, Bunyaviridae,
Reoviridae, Rhabdoviridae e Orthomyxoviridae) e apenas uma familia composta por virus de
DNA (Asfarviridae) (HOLLIDGE et al., 2010). A estrutura gendmica dos arbovirus do tipo
RNA pode ser de cadeia simples ou dupla, segmentada ou ndo. Entre os com genoma
segmentado incluem os das familias Togaviridae, Flaviviridae e Rhabdoviridae, enquanto
aqueles com genomas segmentados incluem-se nas familias Bunyaviridae e Reoviridae
(CASSEB, 2013). Os arbovirus de maior importancia para a saide humana sao os que levam
a doencas, estdo classificados nas familias Togaviridae, género Alphavirus; Bunyaviridae
género Orthobunyavirus e Flaviviridae género Flavivirus (GRIMMER DAVIS, 2009).

A familia Bunyaviridae considerada a maior familia dos virus de RNA, com maior
namero de arbovirus conhecidos, com aproximadamente 100 tipos distribuidos em cinco
géneros: Orthobunyavirus, Nairovirus, Phlebovirus, Tospovirus e Hantavirus. Porém, os virus
do género Tospovirus sdo virus de insetos que infectam plantas e os virus do género

Hantavirus séo virus de roedores e ndo séo considerados arbovirus (GIBRAIL, 2015).

A familia Flaviviridae ¢ composta por mais de 53 tipos de virus e compreende 0s
géneros Flavivirus, Hepacivirus, Pestiviris e Pegivirus este tltimo, foi recentemente proposto
(ICTV, 2016). O género Flavivirus possui alguns virus que se destacam, pela grande
importancia médica, como os Yellow fever virus (YFV), Dengue virus (DENV), llheus virus
(ILHV), Rocio virus (ROCV), Saint Louis encephalitis virus (SLEV), West Nile virus (WNV),
Japanese encephalitis virus (JEV), Louping ill virus (LIV) e Wesselsbron virus (WSLV)
(TRAVASSOS DA ROSA, 1997).
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A familia Togaviridae compreende os géneros Alphavirus o qual possui 31 espécies
de Arbovirus e Rubivirus que compreende o virus da Rubéola. O género Alphavirus possui
uma grande importancia para o estudo dos arbovirus. Os Alphavirus infectam uma variedade
de vertebrados, inclusive o homem. J& foram associados mais de 10 tipos Alphavirus com
doenca humana, e pelo menos 08 destes, tem sido responséavel por epidemias como: Eastern
equine encephalitis virus (EEEV), Western equine encephalitis virus (WEEV), Venezuelan
equine encephalitis virus (VEEV), Mayaro virus (MAYV), O nyong-nyong virus (ONNV),
Ross River virus (RRV), Chikungunya virus (CHIKV), objeto deste trabalho e Getah virus
(GEV) (ICTV, 2016; CASSEB, 2013; TRAVASSOS DA ROSA, 1997).

1.2.2 Chikungunya

O CHIKYV pertence a familia Togaviridae, género Alphavirus e foi descrito pela
primeira vez no Leste do Continente Africano entre os anos de 1950 a 1953, no territorio
denominado provincia de Tanganyka, na regido que hoje corresponde a Tanzania
(KUCHARZ & CEBULA-BYRSKA, 2012). Apos as primeiras descri¢des foi identificado os
ciclos silvestres e periurbano na regido da Africa envolvendo vetores do género Aedes ssp, na
Asia circulando principalmente em ciclo urbano (Aedes aegypti) e periurbano (Aedes
albopictus) com trés gendtipos conhecidos: Africa Ocidental (WA), Africa Oriental e Central-
Sul (ECSA), da Asia e da linhagem do Oceano indico (IOL) (DONALISIO & FREITAS,
2015).

O CHIKV causa a febre chikungunya (CHIKF), durante o periodo da doenca os
acometidos por ela apresentam uma curvatura para baixo uma posicdo antalgica, devido a este

fato o nome Chikungunya foi associado “aquele que se curva” na lingua Makonde, falada em

vérias regides da Africa Oriental (HONORIO et al, 2015).

Existem varias espécies de Aedes que transmitem o virus Chikungunya na Africa
(Aedes furcifer, Aedes vittatus, Aedes africanus, Aedes fulgens, Aedes luteocephalus, Aedes
dalzieli, Aedes vigilax, Aedes camptorhynchites). Além desses Culex annulirostris, Mansonia
uniformis e Anopheles sp. tém sido ocasionalmente, descritos (ROBERTA, 2012). Porém,
duas principais espécies de mosquitos Aedes estdo diretamente envolvidas com a transmissdo
humana do virus Chikungunya no mundo o A. aegypti e devido a uma adaptacdo das cepas

emergentes do Oceano Indico o A. albopictus, anteriormente considerado apenas um vetor
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secundario, hoje tem servido como o vetor primério do CHIKV na maioria dos surtos
descritos (Figura 1).

Como dito anteriormente, inicialmente o A. aegypti era 0 mais importante vetor do
CHIKV, mas em 2006 durante um surto ocorrido na ilha de La Réunion (Oceano Indico) o
mosquito A. albopictus (Asian tiger mosquito) foi descrito como o principal vetor. A
transmissdo se tornou mais eficaz atraves do Ae.albopictus devido a apenas uma mutagédo
pontual, a substituicdo do aminoécido alanina (A) por valina (V) no aminoacido 226 (E1-
A226V) da proteina E1 do envelope viral, da linhagem Africa Oriental e Central-Sul (ECSA)
(WEBER et al, 2015). O papel desta mutacdo pode estar diretamente ligado ao aumento da
infectividade e transmissibilidade da febre chikungunya por A. albopictus. Salientando que o
A. albopictus também habita regiGes temperadas e até mesmo frias dos hemisférios oriental e
ocidental, incluindo a Europa e os Estados Unidos da América (FISCHER, 2013).

Figura 1. A) Aedes aegypti e B) Aedes albopictus principais espécies de vetores do
virus Chikungunya, sendo encontrado em regides de clima tropical e subtropical.
Fonte: http://lampforhaiti.org/chikungunya-outbreak/

1.2.3 Transmissdo urbana do virus Chikungunya

Em regides endémicas na Africa, 0 CHIKV possui como principais reservatorios as
aves, pequenos animais mamiferos silvestres. A transmissdo do CHIKV envolve dois
principais ciclos, o silvatico, que ocorre em Aedes, pequenos mamiferos e primatas nédo-
humanos, em habitats florestais. Este ciclo esta restrito ao continente africano e as espécies de
Aedes envolvidas na transmissdo sdo Aedes furcifer-taylori, Aedes africanu e Aedes aegypti.
Em outras regides a transmissdo ocorre pelos mosquitos entre seres humanos suscetiveis
(PINTO, 2013).
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As fémeas de Aedes se infectam com CHIKYV ao se alimentar em pessoas infectadas
ou reservatorios e mantém o virus na saliva retransmitindo ao homem e animais silvestres
durante repasto sanguineo.

No ciclo silvatico os mosquitos geralmente sdo encontrados em habitats florestais
onde as fémeas usam os buracos de arvores, cascas, folhas caidas e bromélias para depositar
seus ovos e desenvolver suas larvas. J& no ciclo urbano usam reservatorios de agua artificiais,
pratos de vasos de flores, banhos de passaros, pneus descartados e piscinas, dentre outros,
como habitats para seus ovos e larvas.

O A. aegypti pode existir simpatricamente com A. albopictus e muitas vezes também
compartilhar habitats das larvas, mas na maioria das vezes A. aegypti encontra-se em regides
tropicais e subtropicais, enquanto A.albopictus esta distribuido tanto em climas quentes como
temperados. Os seus ovos sdo altamente resistentes e podem manter-se viaveis na estacdo
seca, dando origem a larvas e adultos na época das chuvas seguinte (PINTO, 2013; POWELL
& TABACHNICK, 2013) (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de transmissdo selvatico e urbano do virus Chikungunya.
Fonte:http://pt.slideshare.net/Claupaiva/chikungunya-48632924. Adaptada.

1.3 Epidemiologia

1.3.1 Distribuigdo Geogréfica do virus Chikungunya no mundo

Atualmente trés gendtipos do CHIKV foram identificados e descritos desde sua
descoberta em 1950 na Africa (Africa Ocidental (WA), Africa Oriental e Central-Sul (ECSA),
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da Asia e da linhagem do Oceano indico (IOL)). O gen6tipo ECSA causou grandes epidemias
entre 1950 a 1953. As primeiras evidéncias diretas de fora da Africa de pacientes acometidos
com o CHIKV vieram de Bangkok, Tailandia, onde o CHIKYV foi isolado pela primeira vez
em 1958, durante um surto associado a transmissdo por A. aegypti. Subsequentemente,
CHIKYV também foi descoberto em epidemia na costa leste da india de Calcuta para Sri Lanka
entre 1961 e 1964, em surtos que foram muitas vezes associados com o virus da Dengue, pois
na maioria dos casos o A. aegypti foi descrito como vetor (WEAVER, 2015). Foi essa
epidemia que resultou no reconhecimento das diferencas clinicas pronunciadas entre
sindromes causadas por virus da dengue e virus Chikungunya. Depois de 1964, o virus
Chikungunya aparentemente desapareceu da India, com os Gltimos casos registrados em 1972,
mas continuou a circular no Sudeste Asiatico, ocasionalmente como pequenas e medias
epidemias (RANKALLE et al, 2007).

Em 2004, CHIKYV pertencente a linhagem Africa Oriental e Central-Sul emergiu de
Lamu e Mombaga na costa do Quénia e se espalhou para o arquipélago de Comores na Africa
e mais tarde, para ilhas do Oceano indico, incluindo La Réunion (SCHUFFENECKER et al,
2006). Entre 2005 e 2006, uma epidemia causada pelo virus Chikungunya originada na Africa
oriental foi observada na llha de Reunion, em seguida, nas ilhas Mauricias, Madagéascar,
Mayotte e Seychelles. A epidemia logo se espalhou para o Sudeste Asiatico e india, nessas
regides o vector predominante era 0 Ae. Albopictus transmitindo preferencialmente por uma
variante do CHIKV que apresentava uma mutacdo no aminoacido 226 da proteina E1. Essa
mutacdo contribuiu significativamente para o aumento da transmissdo do virus por Ae.
albopictus na regido (TSETSARKIN et al, 2007).

Em 2006, surtos de febre Chikungunya foram descritos em diferentes areas do estado
de Maharashtra na india e mais de 2000 casos foram relatados da cidade de Malegaon
também na India, entre fevereiro e marco do referido ano (KASHYAP et al, 2010). A variante
IOL causou o primeiro surto do CHIKV na Europa e na Italia, em 2007. Desde 2008, as
estirpes CHIKV IOL também foram importadas para o Sudeste Asiatico: Malasia, Singapura,
Tailandia, China, Camboja e Bhutan (WANGCHUK et al, 2013). Casos autdéctones de
CHIKYV foram relatados em setembro de 2010, no sudeste da Franga, tendo o Ae. albopictus
como o vector, este mesmo vetor encontra-se em varios paises Europeus e juntamente com o
Ae. aegypti e esta bem estabelecido no sul dos Estados Unidos da América (PINTO, 2013).
Em 2011 houve uma propagagéo do virus para Ameéricas e as preocupacdes com a dispersao e

estabelecimento do virus nas Américas e em outros paises cresceram principalmente a partir
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deste ano, quando um surto, com mais de 11.000 casos ocorreu na Republica Democrética do
Congo (AZEVEDO et al., 2015). Com efeito, em outubro de 2013, dois casos de CHIKV
autoctones foram confirmados em laboratorio e detectados no territdrio francés de Saint
Martin Island, no Mar do Caribe. Surpreendentemente, a estirpe CHIKV isolada pertencia ao
gen6tipo asiatico e ndo o I0L, que surgiu em 2004 na Bacia do Oceano indico e na Asia. Essa
estirpe foi filogeneticamente identificada na China em 2012 e Filipinas em 2013 (LEPARC-
GOFFART et al., 2014; LANCIOTTI & VALADERE, 2014). A transmissao local dos casos
importados também resultou em 11 casos autoctones na Flérida durante o verdo de 2014 e, no
mesmo ano no Sul da Franca houve um pequeno surto que teve como vetor o Ae.albopictus
(WEAVER, 2015). Depois de chegar ao Caribe, apds a sua descoberta inicial em St. Martin, a
estirpe asidtica do CHIKV a partir de 09 de janeiro de 2015 s6 aumentou. O Centro de
Controle e Prevencdo para Doencas dos EUA (OPS, 2011) relatou que a doenca havia sido
identificada em 42 paises ou territérios no Caribe, América Central, América do Sul e
América do Norte (HALSTEAD, 2015).

Essas recentes descobertas e a historia do movimento CHIKV sugerem que ele
continue a se espalhar por todas as Américas e em outras regides tropicais e subtropicais do
mundo onde circulam mosquitos vetores. A principal razéo para o aumento da transmisséo do
CHIKV em todo o mundo sdo as viagens internacionais de pessoas virémicas que retornam

aos paises onde os vetores competentes sao autoctones. (Figura 3).

Figura 3. Os pontos coloridos demonstram onde os Alphavirus foram registrados. Os pontos
em azul séo os casos registrados de Chikungunya pelo mundo.
Fonte: Centers for Disease Control and Prevention (CDC).
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1.3.2 No Brasil

Atualmente a febre chikungunya ja ocorre nas Américas, Africa, Europa, Asia e
Oceania (DONALISIO & FREITAS, 2015).

O primeiro caso de febre chikungunya importado no Brasil em setembro de 2010, era
um paciente do sexo masculino detectado em S&o Paulo, advindo da Indonésia (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO, 2016).

Em 13 de setembro de 2014 foram confirmados os primeiros casos autoctones no
Brasil, em Oiapoque, Estado do Amapa. Sete dias depois, casos autoctones também foram
confirmados em Feira de Santana na Bahia e em outros estados da federacédo, fechando o ano
com cerca de 1.364 casos de febre chikungunya notificados ao Ministério da Saude, destes,
somente 71 foram importados (HONORIO et al, 2015). Os demais foram autdctones
distribuidos nos estados do Amazonas, Bahia, Ceara, Goias, Maranhdo, Minas Gerais, Pard,
Parana, Pernambuco, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Mato Grosso do Sul (WHO, 2016;
FVS-AM, 2016; NILDIMAR et al., 2015).

Em 2015, o Ministério da Saude notificou um total de 20.661 casos de CHIKV e
7.823 (38%) suspeitos. Destes, 35% foram confirmados por diagndstico clinico e 3% por
diagnostico laboratorial, sendo notificados em 84 cidades no Brasil. Ainda segundo boletim
epidemiol6gico do MS ocorreu um total de trés nortes no Brasil em 2015, sendo duas na
Bahia e uma em Sergipe (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2016; MARIA RITA et al.,
2015).

Este ano, até janeiro de 2016, haviam sido notificados 15.276 casos suspeitos de
CHIKYV, destes, 374 confirmados clinicamente (WHO, 2016). Em meados de marco, porém,
dados atualizados da Subsecretaria de Vigilancia em Saude do Rio de Janeiro, confirmou um
surto de febre chikungunya na cidade, transmitido pelo mosquito A. aegypti. Segundo balango
estadual de 23 de margo, um total de 235 casos suspeitos foi notificado no Estado com 26
confirmados. Entretanto, a Secretaria Municipal de Saude informou que sdo 52 casos
confirmados, s6 na capital. A Secretaria Municipal reforca que, a divergéncia dos dados deve-
se ao fato de ndo terem ainda sido repassados de forma atualizada a secretarial estadual.
(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2016)
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1.3.3 No Amazonas

O estado do Amazonas, pelo clima equatorial tmido, é normalmente considerado como
area de risco potencial para proliferacdo do mosquito Ae. aegypti e Ae.albopictus (WEAVER,
2015).

Na capital do Amazonas, o primeiro caso de febre chikungunya foi registrado em junho
de 2014, era um paciente oriundo de Porto Principe, Haiti. Posteriormente, ainda em 2014 na
cidade de Manaus foram notificados 31 casos, desses 9 foram confirmados como febre
chikungunya, todos importados (01 do Haiti, 02 da Guiana Inglesa, 04 da Venezuela, 01 da
Colémbia e 01 do Suriname). Nos casos existe a suspeita de que a infeccdo tenha ocorrido nos

paises de origem ou durante deslocamento dos individuos.

Em julho de 2015 de acordo com a Fundagdo de Vigilancia em Salde (FVS) foi
registrado o primeiro caso autoctone na Capital do Estado do Amazonas. Seguido de 165 casos
suspeitos notificados no decorrer do ano, com 12 confirmados, desses, cinco autdctones (adquirido

em Manaus) os demais importados (05 da Venezuela, 01 do México, e 01 do Suriname).

De acordo com a Fundacdo de Vigilancia em Saude (FVS) “os casos importados de
Chikungunya confirmados, até 0 momento, no Amazonas tiveram as seguintes procedéncias:
Haiti (01), Guiana Inglesa (02), Venezuela (03), Colémbia (01), Suriname (01), México (01).
Sendo que h4, ainda, 21 casos suspeitos da doenca que aguardam os resultados laboratoriais.
O IEC, que é a Unica referéncia nacional para analise dos casos suspeitos da doenca, tem
levado, em média, dois meses para liberar os resultados” (Boletim de Vigilancia em salde,
2016).

Até a Semana epidemioldgica 7 de 2016 existem 7 casos sob investigacdo de febre
chikungunya na capital amazonense (WHO, 2016; FVS-AM, 2016).

1.4 Organizagdo Gendmica

O genoma CHIKYV ¢é formado por particulas virais icosaédricas, com cerca de 60 a
70nm de diametro, a proteina precursora de membrana (prM) juntamente com as
glicoproteinas de envelope (E) formam o revestimento externo da particula viral, o invdlucro

lipidico. Estas proteinas se associam a heterodimeros que formam trimeros, que se projetam
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na superficie do virus (THOMAS et al, 2013). O involucro cobre o nucleocapsideo (proteina
C) de 40nm de didmetro e que esta diretamente ligada ao material genético do virus (PINTO,
2013) (Figura 4).

Figura 4. Estrutura esquema@tica da particula viral do Chikungunya e as proteinas estruturais.
Fonte: SCOTT, 2015, adaptada.

O genoma de CHIKYV é composto por uma molécula de RNA de fita simples, linear,
sentido positivo, medindo aproximadamente 11.8 kb. Possui duas grelhas abertas de leitura
(ORFs), um cap na extremidade 5’ e uma poli-A na extremidade 3’ (Figura 5). A regido 5'
ndo traduzida (NTR) é composta de 76 nucleotideos e a NTR 3' tem 526 nucleotideos. Na
regido de jungdo ha 68 nucleotideos ndo traduzidos na duas ORFs. As sequéncias nas
extremidades 5' e 3', bem como na regido intergenica, conservam elementos de sequéncia

repetida que desempenham papéis importantes na regulacdo da sintese de RNA viral.
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Figura 5. Genoma do virus Chikungunya com suas proteinas estruturais e nao estruturais.
Fonte: http://docplayer.com.br/4390910-Rubeola-a-doenca-o-virus.html

As proteinas ndo estruturais sdo codificadas na regido 5° do genoma viral (49s) por

2.474 aminoacidos, comega no cédon de iniciagdo ATG (na posicdo 77 £ 79) e termina em
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26

um cédon de terminacdo TAG (posicdo 7499 + 7501), formando as proteinas ndo estruturais
(nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4). Estas proteinas ndo estruturais sdo necessarias para a transcri¢éo e
a replicacdo do RNA viral. As proteinas estruturais sdo codificadas por 4.327 nucleotideos
situados em um &cido ribonucleico mensageiro subgenomico (RNAm 26S) que € colinear
com o um terco do genoma, que comeca na posicado 7498 e exclui a cauda poli- A, por um
cddon de iniciagdo na posi¢do 7567 + 7569 e terminada por um cddon de paragem na posicao
11.299 + 11.301. Esta ORF codifica uma poliproteina de 1.244 aminoéacidos, a partir do qual
5 proteinas estruturais (capsideo, E3, E2, E1 e 6K) sdo formados ap0s a clivagem proteolitica.
O envelope das glicoproteinas E2 e E1 é transmembranar tipo | e aparecem como
heterodimeros ancoradas as membranas. Estas glicoproteinas correspondem aos picos do
envelope que revestem a superficie do virus. E2 e E1 sdo responsaveis pelo reconhecimento

do receptor e a entrada do virus nas células alvo pela fusdo de membrana (VOSS. et al. 2010).

A proteina E3 (64 aminodacidos) funciona como uma chaperona, que possivelmente
ajuda a glicoproteina E2 na sua conformacdo para formar os picos da superficie viral
(SNYDERA, 2012). A proteina 6K é pequena, hidrofébica e acilada rica em cisteina, esta
envolvida no processo de envelopamento de proteinas, na montagem do virus e brotacéo,
embora apenas pequenas quantidades de 6K sejam efetivamente incorporadas aos virions
(ANTOINE et al, 2007).

A proteina C (261 aminoacidos), além de formar o nicleo capsideo, desempenha um
papel crucial na montagem e brotamento viral, pois tem capacidade de realizar funcOes
inibidoras ou reguladoras. Possui trés regifes I, 1l e Ill, cada uma com as suas respectivas
funcBes separadas. Como mostrado na Figura 7. A Regido | tem um elevado grau de carga
positiva associada com a ligacdo ndo especifica do RNA viral gendmico, possui um
determinantte estrutural Helix 1, uma sequéncia de aminoécidos ndo carregadas envolvidas
nas interaccdes durante a formacdo do nicleo da proteina do nucleocapside e a sua
estabilizacdo. A regido Il contém a sequéncia minima necessaria para a ligacdo especifica de
RNA, enquanto o dominio da protease do terminal C- (regido Ill) forma os capsdémeros no
nucleo da nucleocapsideo e interage com a glicoproteina E2 (KHAN et al., 2002; GOH et al.,
2015) (Figura 6).
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Figura 6. Componentes estruturais que formam a proteina do Capsideo do virus
Chikungunya.
Fonte: GOH et al, 2015.

1.5 Ciclo de replicagdo do virus dentro do hospedeiro humano

Os mosquitos que transmitem o virus Chikungunya se alimentam varias vezes
durante o seu tempo de vida podendo ingerir variantes geneticamente distintas da mesma
espécie de virus ou até mesmo virus a partir de diferentes familias. Uma vez que um virus
infectou as glandulas salivares do mosquito, este torna-se capaz de transmitir a infecgédo para
0 proximo hospedeiro vertebrado, geralmente pelo resto de sua vida (COFFEY, et al 2014).

O virus Chikungunya penetra nas células alvo por endocitose. Ap6s endocitose, 0
meio acido do endossoma desencadeia mudancas conformacionais no envelope viral expondo
0 péptido E1. Esse processo promove a fusdo da membrana do virus na célula hospedeira,
permitindo a liberacdo do genoma viral no citoplasma da célula hospedeira (CHO, 2008).
Dois precursores de proteinas ndo estruturais (NSP) sdo convertidos a partir do RNAm viral,
guando estes percursores sdo clivados geram as proteinas ndo estruturais NSP1 e NSP4. A
NSP1 estd envolvida na sintese da cadeia negativa do RNA viral, a NSP2 expde a RNA
helicase, RNA trifosfatase e a atividade de proteinase, esta diretamente envolvida no
desligamento da transcri¢do da célula hospedeira, a NSP3 faz parte da unidade de replicase e
a NSP4 representa a RNA polimerase viral. Estas proteinas se juntam para formar o complexo
de replicacdo viral e serve de molde para a sintese de ambos as regides subgenomicas 26S e
49S. O RNA subgenomico dirige a expressao do precursor das proteinas estruturais as C-pE2-
6K-E1, que sdo processadas por uma protease a serina autoproteolica (SOLIGNAT et al.,
2009). A proteina do capsideo (C) é libertada, e as glicoproteinas pE2 e E1 sdo geradas por
processamento adicional. Estas por sua vez sdo exportadas para o Complexo de Golgi e
posteriormente para a membrana plasmatica, a pE2 é clivada em E2 que estd envolvido na
ligacdo ao receptor e a E3 que medeia a dobragem correta de pE2 e sua subsequente

associacdo com a E1. Deste modo, a montagem viral é promovida pela ligacdo do
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nucleocapsideo viral ao RNA viral e o recrutamento das glicoproteinas do envelope associada
a membrana. Nesta fase, a particula viral completa ou virion esta pronta para ser liberada para
o meio extracelular. (SNYDERA & MUKHOPADHYAY, 2012; MAXIME et al., 2009)
(Figura 7).
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Figura 7. Ciclo de replicacdo do virus Chikungunya, os estagios e as proteinas.
Fonte: SOLIGNAT et al., 2009.

1.6 Resposta do sistema imunoldgico ao CHIKV

Estudos mostram que todos os individuos desde que ndo tenham sido previamente
expostos ao CHIKYV estdo sob o mesmo risco de infeccéo e de desenvolver a doenga, uma vez
que sé a infeccdo confere imunidade ao individuo. A resposta imune inata seria, assim,
importante fator na defesa contra a infec¢do pelo CHIKV uma vez que a resposta a infecgdo
viral é determinada por uma série de interagcdes entre o virus e o sistema imunologico defesa
de cada individuo. A infeccdo por CHIKV pode se manifestar de diferentes formas clinicas,
sendo as mais comuns & febre e a dor nas articulagdes (PETITDEMANGE et al., 2015).
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29

No caso da infeccdo por CHIKV o0s mecanismos ndo especificos de defesa tém papel
fundamental. Por outro lado, a infec¢cdo por CHICKV muda a estrutura dos receptores das
células Natural killer (NK) para ativador de CD94/NKG2C. O que leva a crer que o CHIKV
evoluiu para escapar das respostas imunes celulares por antiviral. Um exemplo dessa
estratégia é o que acontece com a proteina CHIKV nsP2, que tem sido demonstrada como
indutora da degradacdo da polimerase Il, subunidade de RNA celular, indispensével para a
transcricao celular. Ou seja, atua diretamente bloqueando a ativacdo de varios genes, inclusive

aqueles envolvidos na resposta antiviral (AKHRYMUK et al., 2012).

Mediante anélise de amostras de plasma durante a epidemia de Gab&o Libreville em
2007 ficou demostrado que os inferferons, as citocinas e quimiocinas tém papel primordial no
sistema de defesa durante infeccdo por CHIKV. Uma vez que todos apresentaram indices
elevados durante os primeiros quatro dias de infec¢do. O Interferon é uma proteina produzida
pelos leucdcitos e fibroblastos para interferir na replicacdo de virus no inicio do processo,
bem como na infeccdo por bactérias e células de tumores estimulando a atividade de defesa de
outras células. Existem trés tipos de Interferon, tipo I, 1l e 11l classificados de acordo com o
receptor celular e resposta que os ativam, outros receptores também, ja as citocinas e as

quimiocinas ativam a resposta especifica (PETITDEMANGE et al., 2015).

Em estudo realizado em modelo animal usando o Interferon do tipo-1 (IFN-o/f), por
exemplo, foi demonstrado que o IFN-I parece desempenhar um papel importante na resposta
imunoldgica inata do hospedeiro durante infeccdo causada pelo CHIKV. Nesse estudo
demonstrou-se que apoés a infeccdo, os fibroblastos do hospedeiro produziram Interferon tipo
alfa e beta (IFN a ¢ ) (WAUQUIER et al., 2011).

Na fase cronica, sugere-se que a persisténcia viral ou a falta de exclusdo total
do antigeno, ou ambos, contribuam para a dor nas articulagdes. A resposta inflamatoria
durante a fase aguda e cronica da doenca resulta, em parte, de interacdes entre o virus e

mondcitos e macréfagos.

Os niveis elevados de citocinas especificas tém sido associados a doenga aguda mais
severa e cronica, bem como a dor nas articulacBes persistente que tem sido associada a niveis
elevados de IL-6 e fator de estimulacdo de coldnias de granuldcitos-macrofagos (GM-CSF).
No entanto, ha pouca evidéncia ligando doenca do virus Chikungunya cronica e o
desenvolvimento de autoimunidade (COUDERC & LECUIT, 2015).
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Embora a imunidade inata desempenhe papel importante na fase inicial da infeccdo
por CHIKV, a imunidade adaptativa vem em seguida para dar respostas de memdria
especificas prolongada ao virus (McCANCE & HUETHER, 2014). Ha poucos estudos sobre
0 papel das células T em doentes acometidos pelo CHIKV, mas as células T CD8+ dominam
as fases iniciais da doenca, juntamente com as células T CD4+ que aparecem mais tarde para
ajudar na producédo da resposta humoral especifica-CHIKV. Também tem sido relatado que
as células T CD4+ foram detectadas na membrana sinovial de um doente sofrendo de
inflamacéo cronica pés-infeccao por CHIKV (FOK-MOON & LISA, 2015).

As Células B e anticorpos especificos de CHIKV foram caracterizados
extensivamente durante os altimos anos. Anti-CHIKV imunoglobulina M (IgM) e
imunoglobulina G (IgG) sdo detectados nos soros de pacientes infectados, durante a fase
aguda da doenca. Estes anticorpos exibem uma elevada atividade neutralizante, importante
para protecédo contra a infec¢do por CHIKV (MOHD ZIM et al, 2013).

1.7 Patologia

Ap6s ser picado por um mosquito infectado com CHIKV e adquirir a febre
chikungunya (CHIKF), a maioria dos individuos apresenta sintomas depois de um periodo de
incubagdo que pode variar do primeiro ao decimo dia. No entanto, nem todos os individuos
infectados desenvolvem sintomas, estudos sorolégicos indicam que cerca de 3% a 28% das
pessoas apresentam anticorpos contra a infeccdo pelo CHIKV sendo estas assintomaticas
(OPS, 2011). O CHIKV pode causar doenca aguda, subaguda e cronica.

A CHIKF aguda geralmente dura entre 3 e 10 dias, caracterizada por inicio subito de
febre alta acima de 39°C, dores severas nas articulacdes, dor de cabeca, dor nas costas,
mialgia, nauseas, vomitos, poliartrite, erupcdo cutdnea e conjuntivite. Individuos com febre
chikungunya aguda, com manifestaces clinicas ou assintomaticos podem contribuir para a
propagacdo da doenga, se vetores que transmitem o virus estirem presentes convivendo na
mesma area (SIMON et al, 2011).

A fase subaguda a CHIKF permanece cerca de um més a trés meses apos a fase
aguda da doenga, durante essa fase o principal sintoma € a artrite, no entanto alguns pacientes

podem apresentar distdrbios dos vasos sanguineos, como fenémeno de Raynaud (condi¢do em
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que ha diminuigdo do fluxo de sangue para as maos e pés em resposta ao frio ou estresse em

Seu corpo).

A fase cronica da doenca acontece pela persisténcia de alguns sintomas
caracteristicos da CHIKF, na maioria dos pacientes, as dores nas articulacdes desaparecem em
algumas semanas, no entanto, a artrite pode persistir em cerca de 33% dos pacientes durante 4
meses, 15% durante 20 meses, e em 12% durante 3 a 5 anos. Os pacientes infectados podem
ainda manifestar poliartrite inflamatoria, grave tenossinovite subaguda ou bursite nas maos,
pulsos, e exacerbacdo da dor ao movimento nas articulacdes previamente lesadas. As pessoas
mais idosas e aqueles com doencas articulares reumaticas e traumaticas subjacentes parecem
ser mais vulneraveis a desenvolver a fase crénica (MOHAN et al, 2010). Certas manifestacGes
atipicas sdo mais comuns em determinados grupos. Por exemplo, meningoencefalite e
dermatose vesicular sdo observadas mais frequentemente em criancas e recém-nascidos,
respectivamente (RAJAPAKSE, 2010).

A idade contribui para o desenvolvimento de outras doengas mais graves nos
individuos que sdo acometidos pela CHIKF, criancas e idosos estdo mais predispostos. Além
da idade, doencas subjacentes, também sdo consideradas fatores de risco para evolucdo da
doencga. Por outro lado, estudos relatam que mulheres gravidas que estdo com a CHIKF, néo
transmite o virus para o feto (TOURET, 2006). No entanto, uma pesquisa feita por
pesquisadores do Instituto Pasteur /Avenir Inserm U604, na Ilha La Réunion em 2008,
descreveu casos de infeccdo da mae para o feto. O estudo também mostrou que, um em cada
dois casos de criancas que contrairam o virus Chikungunya por transmissdo materno-fetal
podem desenvolver uma forma mais grave da doenga, como encefalopatia resultando em
edema cerebral e complicagdes hemorragicas (GERARDIN, 2008; GOH et al., 2013). Os
idosos sdo mais propensos a desenvolver a doenca atipica grave levando estes a Obito.
Individuos com idade acima de 65 anos apresentaram uma taxa de mortalidade 50 vezes
maior do que adultos com menos de 40 anos. Embora néo esteja totalmente claro o motivo
pelo o qual os idosos estdo em maior risco de doenca grave, pode ser que ocorrem mais
frequentemente doengas subjacentes ou concomitante diminuicdo da resposta imunolégica.

Atualmente ndo ha tratamento antiviral especifico para CHIKF (PETITDEMANGE,
2015). O tratamento € direcionado principalmente para aliviar os sintomas, inclui repouso,
liquidos, analgésicos e antipiréticos, mas estes tratamentos sdo incapazes de prevenir a
progressao cronica da doenca. O tratamento com corticosteroides pode ser necessario para 0s

doentes que desenvolvem sintomas da doenga subaguda ou cronica (SCOTT et al., 2015).
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Para ndo contrair a CHIKF o ideal é prevenir, usando repelente contra 0s mosquitos,
principalmente, idosos, criangas e mulheres gestantes, ou ainda o uso de vestimentas mais
fechadas, redes mosqueteiras para proteger da picada de mosquitos infetados. Em nivel
comunitario, o controle do mosquito e seus habitats e aplicacbes adequadas de larvicida e
adulticida, a eliminacdo de lixo e construcdo de tanques de &gua adequados para o
armazenamento de dgua podem reduzir a disseminagdo viral. Porém, estas medidas se tornam
insuficientes para o controle da transmissdo da doenca, mesmo nos paises desenvolvidos
(WHO, 2016).

1.8 Diagnostico

Atualmente pouco se sabe sobre a patogenia e resposta imunoldgica especifica ao
virus, o diagndéstico de CHIKYV ¢ realizado com base em critérios clinicos, epidemioldgicos e
laboratoriais, uma vez que as manifestacbes clinicas sdo muito semelhantes as de outras
doencas, provocadas por diferentes arbovirus principalmente aos da Febre da Dengue. 1sso é
devido principalmente a sobreposicdo geografica dos dois virus e da capacidade que 0s
vetores Ae. aegypti e Ae. albopictus tém de transmitir as duas febres, causando altas taxas de
morbidade e mortalidade em diferentes faixas etarias. Com isso, é possivel que surtos
provocados pelo CHIKV tenham sido erradamente atribuidos ao virus da dengue.

O diagnostico laboratorial de CHIKV pode ser realizado por sorologia, reacdo em
cadeia da polimerase com transcri¢do reversa (RT-PCR) tradicional e PCR em tempo real,
isolamento viral e teste rpido. As amostras utilizadas sdo geralmente sangue ou soro, mas em
casos com caracteristicas neurologicas podem também ser obtidos liquidos cefalorraquidiano
(LCR) (PONGSIR et al., 2012; OPS, 2011).

O isolamento do virus pode ser feito a partir de mosquitos recolhidos em amostras de
campo ou de soro na fase aguda da doenca, por volta de 8 dias. O soro obtido a partir de
sangue total recolhido durante a primeira semana da doenga pode ser inoculado em linhagem
celular susceptivel ou em camundongos. O CHIKYV tipico produz efeitos citopaticos (CPE) no
prazo de trés dias apoOs a inoculacdo em uma variedade de linhagens celulares, incluindo
C6/36. O isolamento do virus pode ser realizado em frascos de cultura e confirmado por
imunofluorescéncia (IF) utilizando anti-soro CHIKV, ou por RT-PCR do sobrenadante de

cultura em suspensdo (cérebro de ratinhos).
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A técnica de RT-PCR para detectar RNA do CHIKYV ¢ realizada a partir da extragdo
do RNA viral, em seguida este material é transcrito em DNA complementar (cDNA) pela
enzima transcriptase reversa. O cDNA pode ser amplificado por PCR tradicional ou por PCR
em tempo real (Sybr Green ou sondas Tagman), gerando milhares de copias dos genes alvo,
de modo a servir tanto para deteccdo quanto também para quantificacdo da carga viral no soro
do hospedeiro (LEE et al., 2015). Os ensaios de PCR em tempo real sdo realizados em
sistema fechado oferecendo maior sensibilidade e menor risco de contaminacdo (PRESTI et
al., 2014).

Os testes sorologicos disponiveis incluem inibicdo da hemaglutinagdo (HI), enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA), diretos e indiretos ou/e teste de neutralizacdo de
reducdo de placas (PRNT). O diagnostico sorolégico pode ser feito pela pesquisa de
anticorpos IgM ou IgG especificos para CHIKV ou por um aumento de quatro vezes no titulo
de PRNT em amostras de fases aguda e convalescente. Anticorpos IgM especificos para
CHIKYV séo confirmados pela utilizacdo de técnicas que detectam o anticorpo imunoglobulina
M (IgM) como o ELISA de captura (MAC-ELISA) seguida do PRNT com varios protocolos
detalhados para ELISA IgM e IgG. O PRNT ¢é utilizado para confirmar os resultados do
MAC-ELISA pelo fato de reatividade cruzada no MAC-ELISA entre alguns membros do
género Alphavirus ter sido observado (GOH et al., 2015; MARDEKIAN & ROBERTS,
2015). O PRNT, utilizado para confirmar o MAC-ELISA ou demonstrar um aumento de
quatro vezes em amostras nas fases aguda e convalescente, é realizado usando normalmente
outros virus do mesmo género a fim de validar a especificidade da reatividade, sendo
vantajoso por detectar no soro imunoglobulinas produzidas em 5 dias da doenca ou até meses
apos infeccdo (OPS, 2011; SAM et al., 2011).

Os testes rapidos distribuidos para o diagnostico do virus Chikungunya sao
realizados em amostras coletadas do primeiro ao oitavo dia de inicio de sintomas. Um teste
rapido, conhecido como imunocromatografia, ou teste de migracdo lateral, possui uma
membrana de nitrocelulose no formato de fita. Impregnada em cada trecho com antigenos
especificos, esta fita reage com o sangue coletado para o exame, indicando ou ndo a existéncia
da doenca. A leitura do resultado, semelhante a dos testes com fita para gravidez, é feita a
olho nu e independe de especialistas (GRUPO FLEURY, 2014).

Atualmente, o laboratorio de referéncia para realizar o diagndstico laboratorial do
Chikungunya € o Instituto Evandro Chagas, do Ministério da Saude, localizado no Para.

Porém, outros laboratorios de satde publica como Instituto Adolfo, Fundagéo Oswaldo Cruz e
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alguns Lacens, estdo em fase de treinamento para realizar o exame de detec¢do do virus
CHIKV.

Além do diagnostico laboratorial campanhas de conscientizacdo através de 6rgdos
publicos tém contribuido para reduzir a dissemina¢do dos mosquitos transmissores do virus,
porém, ndo séo suficientes para erradicar os mosquitos (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). A
falta de uma medicacao especifica e vacinas contra 0 Chikungunya cria uma necessidade de
se produzir técnicas laboratoriais especificas e sensiveis para diagnosticar CHIKV e
diferencia-lo de outras arboviroses e Alphavirus ou arbovirus co-circulntes para aperfeicoar as
estaticas epidemiologicas, e direcionar os cuidados com os individuos acometidos pelo virus

gue tenham desenvolvido quadros mais graves apos a adquirir a CHIKF.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Produzir antigeno recombinante a partir da clonagem e expressdo da proteina do
capsideo (C) do CHIKV visando a deteccdo imunoenzimatica de anticorpos em amostras de

soro humano.

2.2 Objetivo especificos

e Desenhar um gene sintético a partir de sequéncias nucleotidicas do gene que codifica a
proteina do capsideo (C) do virus Chikungunya;

e Clonar e expressar o gene sintético em linhagens de vetor plasmidial pPGEM-T Easy e

pET-23a +- Escherichia coli, respectivamente;

e Testar a proteina C recombinante em soro de pacientes infectados ou ndo por CHIKV e
avaliar o seu desempenho como método imunoenzimatico para deteccdo de anticorpos

IgM e IgG do virus Chikungunya.
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3. Material e Métodos

3.2. Desenho do estudo

Trata-se de um estudo descritivo que visa o desenvolvimento de um teste
imunoenzimatico a partir da clonagem e expressdo da proteina C sintética do virus

Chikungunya.

3.3. Locais de estudo

Este estudo foi conduzido na cidade de Manaus, capital do estado do Amazonas, nas
dependéncias dos laboratdrios do Centro de Apoio Multidisciplinar (CAM) que compreende
0s blocos G e M, setor sul da Universidade Federal do Amazonas e laboratorio de
Biosseguranca Nivel 2 (NB2) da Geréncia de Virologia na Fundacdo de Medicina Tropical
Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD).

3.4. Etapas do estudo

O desenvolvimento deste estudo compreende duas etapas distintas: a primeira que
consistiu no desenvolvimento do teste imunoenzimatico, que resumidamente, envolveu o
desenho de um gene sintético correspondente a proteina C do CHIKYV, a clonagem do gene
sintético, sequenciamento, expressao e purificacdo da proteina C recombinante para ser usada
como antigeno recombinante na captura de anticorpos IgM e IgG para CHIKV; a segunda
etapa consistiu na realizacdo de testes imunoenzimatico frente a amostras clinicas e validacdo
do ensaio sorolégico na detec¢do do CHIKV.

Abaixo segue o fluxograma de desenvolvimento das atividades previstas no projeto.
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Figura 8. Fluxograma de atividades do projeto.

3.5. Estratégia de clonagem do gene que codifica a proteina do capsideo (C) do virus
Chikungunya

Originalmente, a partir de uma sequéncia nucleotidica do virus Chikungunya, obtida
no GenBank, nimero de acesso: AF369024.2 foi desenhado um gene sintético de 800 pares de
bases (pb), correspondente a proteina C do capsideo viral. O fragmento selecionado foi
traduzido e em cada extremidade da sequéncia de aminoacidos foi adicionado sitios de
clivagem para as endonucleases de restricio EcoRl e BamH1 (Figura 9) a fim de
posteriormente prepara-la para o processo de clonagem, respeitando a fase de leitura correta

do gene.

METEFIPTQTFYNRRYQPRPWTPRPTIQVIRPRPRPQRQAGQLAQLISANKL

TMETRAVPQQKPRKNRKNKKQKQKQQAPQNNTNQKKQPPKKKPAQKKKK
PGRRERMETCMETKIENDCIFEVKHEFI....GKVTGYACLVGDKVKPAHVKGTI

DNADLAKLAFKRSSKYDLECAQIPVHMKSDASKFTHEKPEYYNWHHGAVQY
SGGRFTIPTGAGKPGDSGRPIFDNKGRVVAIVLGGNEGARTALSVVTWNKDI

VTKITPEGAEEWS.

Figura 9: Sequéncia completa da proteina C de 800 pb do virus Chikungunya.
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A partir da sequéncia original foi retirada a sequéncia sinal da proteina do capsideo e
adaptado o uso de codons preferenciais para expressdo em E. coli. O produto final foi uma
sequéncia otimizada denominado comercialmente de GBlock ® Gene fragments, sintetizada
pela Integrated DNA Technologies (IDT)

Em virtude das dificuldades para clonagem direta da proteina C completa (800pb),
no presente estudo, porém, foi utilizado um fragmento de 400 pb do mesmo gene que codifica

a proteina C do capsideo (Figura 10).

METEFIPTQTFYNRRYQPRPWTPRSAIQIIRPRP
RPQRQAGQLAQLISAVNKLTMETRAVPQQKPR
RNRKNKKQKQKQQAPQNNTNQKKQPPKKKPA
QKKKKPGRRERMETCMETKIENDCIFEVKHEFI

Figura 10: Sequéncia da proteina C parcial do Chikungunya (400 pb).

A estratégia de clonagem foi alterada, realizando-se primeiramente a amplificacdo
por PCR e depois a clonagem do produto da PCR. Para isso foi desenhado o par de primers
CHIKV1 5-AAAAGGATCCATGGAAACGGAATT-3> (forward) e CHIKV2 5'-
AAAACTCGTGCTTAACTTCAAAGAT-3’ (reverse). Quatro adeninas foram adicionadas
nas extremidades 5’ de cada primer formando uma calda poli(A). Essa estratégia foi usada a
fim de conferir estabilidade e maior capacidade de hibridizacdo a molécula alvo. A sintese dos
primers também foi realizada pela IDT.

3.6. Amplificacao do gene sintético da proteina do capsideo (C) do virus Chikungunya

As reacOes de PCR para a amplificagdo do GBlock de 400pb foram feitas nas
seguintes condicBes: 0,4uM de DNA sintetico, 1X buffer PCR, 0,4uM de dNTP, 1,5 mM de
MgCl2, 0,2 uM de cada um dos primer forward e reverse (CHIKV1 e CHIKV2), 2,0 U de
Platinum Tag DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen) e agua ultrapura para completar o

volume de 50pL.
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A reacéo foi realizada em termociclador Proflex PCR Sistem (Applied Biosystems),
programado para as seguintes condicdes: desnaturagéo inicial a 98°C por 2 min, seguida de 35
ciclos de 98°C por 30s (desnaturacdo), 53°C por 30s (hibridizacdo) e 72°C por 30s (extensao), a
extensdo final foi a 72°C por 5min, sendo mantida a 4°C .

O produto da PCR foi analisado em gel de agarose a 0,8%, corado com brometo de
etidio (0,1pug/mL), usando como marcador de peso molecular o Ladder de 100pb (Invitrogen).
Na eletroforese utilizou-se tampdo 1X TAE (80mM Tris, 40mM acido acético glacial, 2,5mM
EDTA, pH 8,3), submetido a corrente elétrica de 80V por 60 min. As bandas foram
visualizadas em transiluminador de luz UV e a captura de imagens para fotodocumentagdo no

software Major Science.

3.7. Purificacdo do produto amplificado por PCR

Apos amplificagdo do gene sintético e confirmacdo do tamanho esperado, 25ul do
produto da PCR foi aplicado em gel de agarose, conforme descrito anteriormente. Apos
eletroforese as bandas de interesse foram excisadas com laminas de bisturi estéreis e
purificadas utilizando kit comercial Illustra GFX PCR DNA e Gel Band (GE Healthcare), de

acordo com as instrucdes do fabricante.

Para confirmar a eficiéncia da purificacdo, o produto obtido foi analisado em gel de
agarose 0,8% corado com brometo de etidio (0,1pg/mL), acima descrito. Em seguida foi
quantificado usado o sistema NanoDrop 2000c only (Thermo Scientific).

3.8. Clonagem do produto de PCR no vetor de Clonagem pGEM-T Easy — Reacdo de
ligacéo

Para a clonagem foi selecionado o sistema pGEM-T Easy (Promega) que tem como
caracteristica um plasmideo linear com uma deoxitimidina (T) em cada uma das suas
extremidades 3'e que permite a insercdo direta de produtos de PCR adenilado, formando
assim um plasmideo recombinante a ser introduzido posteriormente dentro da bactéria

Escherichia coli visando a propagacédo plasmidial
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A sequéncia codificada do gene de interesse, amplificada foi inserida no vetor
pGEM-T Easy através de uma reacdo de ligacdo. Utilizando: 3,0ul do produto da PCR, 1,0ul
da enzima T4 ligase (6U), 5,0ul do tampdo de ligacdo para a enzima T4 DNA ligase (2X
Rapid Ligation Buffer), 1,0ul da solucdo contendo o vetor pGEM-T Easy (50ng/ul) e agua
Mili-Q para completar o volume total de 10pl. A reacdo foi mantida a 16°C por 20 horas. Em
sequida, as misturas do sistema de ligacdo foram utilizadas na transformacgdo por choque

térmico em células competentes E.coli DH5a.
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Figura 11. Mapa do vetor de clonagem pGEM-T Easy.
Fonte: www.promega.com/products/pcr/pcr-cloning/pgem_t-easy-vector-systems/

3.9. Transformacdo da bactéria Escherichia coli DH5a com os plasmideos
recombinantes

A ceélula competente de Escherichia coli DH5a foi transformada, adicionando-se
2,0ul da reacdo de ligagdo para cada 300ul de célula competente. Esse sistema foi incubado
por 30 minutos no gelo e choque térmico a 37°C por 10 minutos, mantendo no gelo por 5
minutos. Ao conteddo dos tubos foi adicionado 250uL de meio liquido SOC e deixados sob
agitacdo (Shaker) a 37°C, 150 rpm por 60 minutos. Em seguida, a solucdo de cultura foi
plaqueada em placa de petri contendo 25uL de meio Luria-Bertani sélido (LB) (10g triptona,
5,09 extrato de levedura, 10g NaCl, 15g agar/1.000 mL) e ampicilina (100 mg/mL), IPTG
(isopropylthio-B-D-gactoside) e X-GAL (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactoside), usado


http://www.promega.com/products/pcr/pcr-cloning/pgem_t-easy-vector-systems/
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como marcador de colbnias de bactérias transformadas com plasmideo com o gene lacZ

truncado. As placas foram incubadas overnight a 37°C em estufa.

3.10. Extracdo, analise de restricdo e PCR dos plasmideos recombinantes pGEM-T
Easy de E.coli DH5a

Ap0s o periodo de incubagdo acima, algumas coldnias brancas resistentes (possiveis

recombinantes ou clones positivos) foram selecionadas para repique.

As colbdnias previamente selecionadas foram repicadas, individualmente em tubos
com. 50mL de meio LB liquido (10g triptona, 5g extrato de levedura, 10g NaCl),
completando-se para 1000mL com &agua destilada) 5,0ul de com ampicilina (100 mg/mL)
(pré-inoculo). Os tubos contendo a cultura de bactérias foram incubados sob agitacdo de 150
rpm, a 37°C, por 16 horas. Apos, foi realizada extracdo do DNA plasmidial utilizando o kit
comercial lllustra PlasmidPrep Mini Spin kit (GE Healthcare), seguindo as recomendacdes do
fabricante. A extragdo com kit comercial proporciona materiais livres de contaminantes como
DNA genémica, RNA, proteinas e macromoléculas, sendo mais indicado para alguns
procedimentos como a subclonagem em plasmideos de expressdo. A quantificacdo do DNA

plasmidial foi feita no spectrofotometro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific).

Apbs quantificacdo, o DNA plasmidial foi analisado por eletroforese em gel de
agarose 1%, corado com brometo de etidio (0,5ug/mL). Como marcador de peso molecular
foi usado o Ladder de 1Kb (Invitrogen) as imagens foram fotodocumentadas usando o
software Major Science.

A reacdo de restricdo foi preparada com 2,5ul de tampéo de enzima 10x, 2,0ul EcoRl,
2,0ul BamHI (BioLabs), 10,0ul de DNA plasmidial, 0,75ul de BSA e agua ultrapura para
completar o volume de 25,0ul incubada por 3 horas a 37°C e 20 min por 65°C para inativar a
enzima. A reacdo de digestdo foi submetida a eletroforese em gel de agarose 0,8%
previamente acrescido brometo de etidio 0,5ug/mL, visualizado sob a luz ultravioleta. A
banda correspondente a 400pb o gene da proteina do capsideo foi excisada do gel de agarose e
purificada usando o kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE).
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3.11. Preparacédo do plasmideo pET-23a+ para Subclonagem

3.11.1. Caracteristicas do vetor

O vetor pET-23a+ possui uma sequéncia que codifica a cauda de histidina na regido N-
terminal da proteina, uma origem de replicacdo (455pb), as regiGes do promotor, a sequéncia
referente ao o operon da lactose, Lacl (1079pb) e o gene que confere resisténcia a Ampicilina
(857pb). Os promotores do T7 RNA polimerase consistem em uma sequéncia altamente
conservada de 16 pb que marca o local do inicio da transcri¢ao (+1) e estende por 3’-17 a 5°+6.
Além disso, apresenta também uma regido com mdltiplos sitios de clonagem, que podem ser

clivados por enzimas de restricdo (Figura 11).
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Figura 12. Mapa do vetor pET-23a+ e sequencias de pontos de referéncias.
Fonte: http://people.mbi.ucla.edu/sumchan/files/mappet23d.pdf
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3.10.2 Procedimentos

3.10.2.1 Digestao por endonucleases e digestédo do pET-23a+
O vetor de expressdéo pET-23a+ foi linearizado por dupla digestdo com as

endonucleases de restricdo EcoRI e BamHI usando 1,5ul de tampdo de enzima 10x, 1,0pl
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EcoRI, 1,0ul BamHI (BioLabs), 10,0ul de DNA (127, 48 ng) plasmidial, 0,15ul de BSA e
agua ultrapura para completar o volume de 15,0ul a 37°C por 3 horas, seguido de inativacéo a
65°C por 20 min. Este procedimento foi realizado para deixar as extremidades coesivas do
vetor iguais as do inserto para posterior subclonagem. O produto da digestdo foi analisado em
gel de agarose a 0,8%. A banda correspondente ao vetor pET-23a+ foi excisada do gel e
purificada usando o kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE).

3.11 Subclonagem do gene no plasmideo de expressdo pET-23a+

Para a ligacdo do fragmento codificante da proteina C ao vetor de expressdo pET-23a+
0s produtos da PCR purificado acima (item 3.10) foram ligados usando o seguinte sistema de
ligagéo: 5,0ul inserto, 2,0ul pET-23a+, 1,0ul Tampao 10X, 1,0ul T4-DNA ligase durante 24
horas a 16°C. As quantidades de vetor e inserto utilizadas foram obtidas de acordo com a

férmula abaixo.

X (ng) =Y (pb inserto) x Z (ng vetor)

Tamanho do vetor (pb) 1:1

A nova ligacdo foi utilizada na transformagdo por choque térmico de células

competentes de E. coli DHSa para a nova propagagao plasmidial.

O Procedimento empregado na transformacdo das células competentes E. coli DH5a

no vetor de expressdo pET-23a+ foi 0 mesmo descrito anteriormente na topico 3.8.

3.12 Extracdo, analise de restricdo e sequenciamento do plasmideo pET-23a+ das
células competentes E.coli DH5a

Apo0s ligacdo, as colbnias foram repicadas individualmente em tubos estéreis com
5,0mL de meio LB liquido contendo 5,0ul de Ampicilina (100 mg/mL). Os tubos foram
incubados a 37°C overnight sob agitacdo de150 rpm. A partir dessa cultura, as células tiveram
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seus DNAs plasmidiais extraidos utilizando o kit comercial Illustra PlasmidPrep Mini Spin
kit (GE Healthcare), seguindo as recomendac6es do fabricante, e quantificados em NanoDrop
2000c only (Thermo Scientific). O DNA também foi analisado em gel de agarose 0,8%,

corado com brometo de etidio a 0,5ug/mL e foto documentado.

Para confirmar a presenca do inserto no vetor de expressdo, foi realizada digestdo

enzimatica e sequenciamento.

A reacgédo de sequenciamento foi feita como uma segunda forma de confirmar se nos
plasmideos extraidos do processo de subclonagem estava presente o gene sintético e para
verificar a correta orientacdo e localizacdo do inserto dentro do vetor. A reacdo de
sequenciamento foi usado 1,0ul de Big Dye terminator Cycle Sequencing v.3.1 (Applied
Biosystems), 2,0ul de tampao de sequenciamento 5X, 0,5ul de “primer” Sense ou anti sense,
5,0ul (20 ng) do produto de PCR purificado e agua ultra pura completar o volume final de
10ul. A reacgdo foi realizada em termociclador Veriti 96-Well (Applied Biosystems), com ciclo
de desnaturacéo inicial a 95°C por 1 minuto, seguida de 25 ciclos de 95°C por 15 segundos,

50°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto e 4°C infinito..

A reacdo foi purificada utilizando 2,0ul de acetato de soédio/EDTA (1,5M NaAc e 259
mM EDTA) e 60ul de etanol absoluto, seguido de centrifugacdo a 4000rpm/4°C por 45 min.
O sobrenadante foi descartado e o tubo invertido sobre papel toalha, foi adicionado 150l
etanol 70% e centrifugado por 15 min a 4000rpm/4°C, descartado o sobrenadante, repetido o
passo acima por duas vezes e deixado secar em temperatura ambiente por 1 hora. O pellet foi
ressuspendido em 10,0ul de formamida, a placa contendo as amostras foi aquecida por 1

minuto e levada ao sequenciador automatico ABI 3130XL (Applied Biosystems).

As sequéncias geradas foram analisadas no programa UniProt — base de
conhecimentos na internet sobre proteinas — com referéncia disponivel em: http:

Ilwww.uniprot.org/blast/ e no programa BioEdit v.7.2.5/2014.

3.13 Transformacdo da bactéria Escherichia coli BL21 (DE3) com o plasmideo
recombinantes

O plasmideo pET-23a+, contendo o inserto com sua fase de leitura correta, foi
selecionado para ser transformado em células competentes de E. coli. Da linhagem
BL21(DE3).
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A bactéria BL21(DE3) é uma linhagem lisogénica muito utilizada no sistema pET de
expressdo. Ela é obtida pela infeccdo da E. coli pelo fago DE3, um derivado do fago A, que
contém clonado o gene da T7 RNA polimerase sob controle do promotor LacUV5, sendo
capaz de produzir T7 RNA polimerase, quando o promotor LacUV5 for induzido com
isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) adicionado ao meio de cultura. A T7 RNA
polimerase produzida transcreve o DNA clonado no vetor pET, produzindo grandes
quantidades de mRNA que ¢ entdo utilizado pela bactéria para produzir grandes quantidades

da proteina recombinante.

Inicialmente, a bactéria E. coli (BL21-DE3) foi transformada com a construcdo
plasmidial pET-23a+ e CHIKV. Adicionando-se 10,0ul desta mistura a 80,0ul de cada cultura
de células competentes em tubos, seguido de incubagdo por 30 minutos no gelo e choque
térmico por 10 minutos 37°C e depois colocada no gelo por 5 minutos, ao contetido dos tubos
foi adicionado 250ul de meio liquido SOC, estes foram levados para agitagdo (shaker) de 150
rpm, por 60 minutos, a 37°C. Posteriormente foram plaqueadas em placa de petri contendo
25ul de meio Luria-Bertani solido (LB) (10g triptona, 5,0g extrato de levedura, 10g NaCl,
15¢g &gar, completando o volume para 1.000mL com &gua destilada) com ampicilina (100
mg/mL) e as placas incubadas a 37°C overnight.

3.14 Inducéo da expressdo em E.coli BL21 (DE3)

Uma col6nia de E. coli BL21(DE3) transformada com plasmideo recombinante foi
transferida para 5,0mL de meio LB liquido contendo 100ug/mL de Ampicilina. Esse meio de
cultura foi incubado a 37°C sob agitacdo por 16 horas. No dia seguinte, 200ul dessa cultura
foram transferidos para 10mL de meio LB liquido contendo antibiético e incubado a 37°C até
atingir a O.D (densidade 6ptica) de 0,6 a 0,8. Ao atingir esta faixa foi adicionado 1mM de
IPTG para fazer a inducdo e a cultura foi incubada por 4 horas a 25°C. Apo6s este periodo,
1mL da cultura foi centrifugado a 13000 rpm por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e adicionado ao sedimento 100pl de agua e 100ul de tampéao de amostra para SDS-
PAGE 2X (Tris-HCI 50mM pH 7,5, NaCl 300 mM, 2mM [-mercaptoetano 15%, azul de
bromofenol 2%, Tritin X-10 0,5% e glicerol 10%). Em seguida, a mostra foi ressuspendido e
fervida por 5 minutos para posterior analise por eletroforese em gel de SDS-PAGE solugéo de

Comassie-blue.
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3.15 Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

Com objetivo de visualizar a proteina recombinante secretada ap6s o processo de
inducdo esta foi analisada por eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-
PAGE) conforme metodologia descrita por Sambrook et al., (1989), modificada. Uma
aliquota 50pl foi ressuspendido em 100ul tampédo de amostra 1X para SDS-PAGE, fervida
por 5,0 minutos e mantida em gelo até aplicacdo no gel.

As amostras foram aplicadas em um sistema de gel concentrador de 5,0% e
separador de 12%. O gel foi polimerizado em placa de vidros em sistema vertical, usando
tampéo de corrida Tris-Glicina (50mM Tris, pH 8,6 1,92M glicina e 1% SDS). O peso
molecular da proteina obtida foi comparado com padrdo de peso molecular de proteinas
Bench Mark TM Protein Ladder (Invitrogen) de 250 KDa.

A eletroforese foi efetuada sob uma tensdo de 120 V, apds 2 horas de separagdo
eletroforética, o gel foi posto em uma solugéo fixadora (38 mL de &gua, 50 mL de metanol
50% e 12 mL de &cido acético) por 60 minutos e em solucdo de corante Comassie Brilliant
Blue 250R (Coomassie blue R250 0,25%, metanol 50%, acido acético 10 %) por 4 horas,
respectivamente. Para visualizacdo das bandas, o gel foi descorado em solucdo de &cido
acético 7% por 2 horas. A visualizacdo do gel foi feita no equipamento (TYPHOON FLA
9000 - GE HEALTHCARE).

3.16 Dot Blot com anti-His (C-Terminal)

Para verificar a expressdo da proteina recombinante obtida foi realizada a técnica de
Dot-Blot utilizando anticorpos especificos para deteccdo da cauda de histidina His-tag C-

terminal.

Nesse experimento, uma membrana de nitrocelulose (Bio-Rad) foi sensibilizada com
conjugado His-tag e em uma placa de petri, foi posta em contato direto com as colonias
selecionadas por um periodo de 24horas em temperatura ambiente. Apds, a membrana com as
col6nias transferidas para ela, foi lavada trés vezes com TBST (TBS + 0,1% volume/volume
de Tween 20) durante 5 minutos. Em sequéncia, a reacdo foi bloqueada com 10mL de tampé&o
de blogueio (PBS-T 0,1% e leite em pd desnatado a 5%) durante 1 hora a temperatura

ambiente. Decorrido o tempo, a solugdo bloqueadora foi descarta e a membrana lavada com
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20mL de agua ultrapura por 5 minutos. Em seguida, foi adicionado a membrana 10mL de
Solucdo do Anticorpo priméario diluido 1:2000, incubada por 1 hora a 37°C em shake de
rotacdo. Passado o tempo a solugdo foi descartada e a membrana foi lavada 3 vezes por 5
minutos com 10 mL de solucdo de lavagem e incubada com 10mL de Solucdo de Anticorpo
secundario por 30 minutos sob agitacdo, respectivamente. Novamente a membrana foi lavada
3 vezes com solucdo de lavagem e adicionado 20mL de agua por duas vezes e adicionado
5mL de substrato de cromogénio durante 1 a 60 minutos até que os spots na membrana
aparecessem. Para bloguear a a¢do do substrato, a membrana foi lavada com 20mL de agua e

finalmente seca em papel filtro ou toalha, fotoducumentado e armazenada.

3.17 Purificacdo da Proteina do Capsideo em coluna de Niquel

A purificacdo da proteina C foi realizada utilizando a Cromatografia liquida de alta
eficiéncia- HPLC, através de coluna de niquel, o que s6 foi possivel devido a cauda de
histidina inserida no gene sintético. Foi utilizada a coluna de 24 sepharose-niquel HisTrap™
acoplada ao cromatografo. A coluna foi equilibrada com 15mL de tampdo A (Tris-HCI
50mM, pH 7,5, NaCl 300mM, 2 mM B-mercaptoetanol, 10% glicerol e 0,5 Triton X-100) que
imobiliza a cauda de histidina presente na proteina. Em seguida foi adicionado 8,0mL do
sobrenadante. A dissolucdo da proteina imobilizada na membrana da coluna foi feita por trés
lavagens com tampdo B (Tampdo A + 0,5M imidazol) em fragbes de 30mL de cada aliquota
obtida da proteina purificada. A purificacdo foi analisada por eletroforese em SDS-PAGE
12%.

3.18 Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

A fim de validar a eficiéncia da proteina recombinante produzida como antigeno foi
realizado testes imunoenzimatico anti-lgM e anti-lgG com amostras clinicas utilizando o

seguinte protocolo:

1. Sensibilizacdo de placas (Prolab) de titulacdo por adsorcédo fisica de 50,0ul de

antigenos protéicos totais (Proteina C) de trés fracdes de proteinas (14, 15, 16 e
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17) diluidas 1:250 em solucéo de Carbonato pH9.6, seguida de incubacdo a 4°C

em camara Umida por 24 horas.

. A placa foi lavada 3X com tampao PBS+Tween 0,05% e seca. Em seguida foi
adicionado 150 pl de PBS+LPD 10% na placa e incubada a 37°C por 2 horas em

camara Umida, seguida de 4 lavagens e secagem.

Na placa seca foi adicionado 50pl de amostra de soro humano em triplicatas
juntamente com o0s controles negativos em duplicatas. As amostras foram
diluidas em tampdo PBTS+LPD 10%, dilui¢bes de 1:100, 1:250, incubadas a

37°C por 1 hora em camara Umida, lavada 4 vezes e seca sobre a amostra de soro

Posteriormente, em cada poco da placa foi adicionado 50ul do conjugado Anti-
IgM e Anti-1gG humano marcado com peroxidase diluida 1:2000 em PBST+LPD
10%, incubada a 37° por uma hora em camara Umida, lavada 5 vezes e seca.
100ul de substrato ABTS a 50% (solucdo A + solucédo B) foi adicionada na placa,
nesta etapa a incubacdo durou entre 15 a 20 minutos, na estufa a 37°C coberta
com papel aluminio e em camera Umida. A reacdo enzimatica foi interrompida
com 50ul de HCI 1M. A reatividade foi avaliada pela densidade optica (OD) de
cada poco feita por espectrofotdmetro com comprimento de onda de 405 nm
(Multiskan, MMC, Thermo Electron Corporation). Foram consideradas positivas
as amostras que apresentaram uma OD superior a 3,0 vezes a média da OD dos

controles negativos.

Para calcular a média e o desvio padrdo foi usado o Programa ALEA — base de
conhecimentos na internet sobre media e desvio padrdo — com referéncia

disponivel em: http: //www.alea.pt/html.
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4. Resultados

4.1 PCR do gene sintético da proteina do capsideo do Chikungunya

Ao tracar os objetivos deste estudo tomou-se como referéncia a metodologia original
descrita por Khan et al., 2002, adaptada para este estudo, a qual consistiu em desenhar um par
de primers e um gene sintético de 400pb (GBlock ® Gene fragments) referente a proteina C
do CHIKYV (acesso AF369024.2). Na sequéncia de aminoacidos do Gblock foi inserido sitios
de restricdo para as endonucleases EcoRI e BamHI nas extremidades 5’ e 3’ respectivamente,
0 que nos permitiu realizar o processo de clonagem no pET-23a+ com sucesso, pois o0 produto
obtido foi uma sequéncia otimizada com codons preferenciais para expressao em E. coli. Por
outro lado, a adi¢do da cauda poli A nas extremidades dos primers tornou possivel a agao da
Taq polymerase a partir da extremidade 3'OH e consequente inser¢do do DNA da proteina C

no vetor de clonagem pGEM-T Easy.

Dessa forma, as condicGes e os ciclos usados nas reacdes da PCR permitiram a
amplificacdo especifica do fragmento de DNA sintético de 400pb, conforme esperado. A
Figura 13 mostra o perfil eletroforético do produto da PCR visualizando as bandas
equivalentes a 400pb correspondentes ao gene da proteina C, determinado de acordo com o

marcador de peso molecular de 100pb.

Figura 13. Perfil eletroforético dos produtos da PCR obtidos apds amplificacdo do gene
sintético da proteica C do Virus Chikungunya. Al, A2 e A3= genes. M= marcador de peso
molecular 100pb (Promega).
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4.2 Clonagem do gene sintético da proteina do capsideo do Virus Chikungunya

Apbs o processo de clonagem e transformagdo por quimiocompetencia na
hospedeira E. coli com o vetor pGEM-T Easy obteve-se clones transformantes que haviam

crescido no meio de cultura LB com 100ug/ml de Ampicilina e IPTG e que foram
fenotipicas selecionados (Figura 14).

Figura 14. Placas de petri evidenciando as col6nias transformadas usando o pGEM- T Easy.

A partir do resultado da transformacdo acima, selecionou-se aleatoriamente 5 clones
transformantes para a confirmacéo da insercdo do inserto CHIKV no plasmideo. Na Figura
15 esta o resultado obtido da eletroforese em gel de agarose apds extracdo do DNA
plasmidial das colbnias, as bandas demonstram a presenca de DNA plasmidial e que,
portanto, o processo de transformacao foi obtido.

Pb

Cl C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 cCi10

100

3000

1000

250

Figura 15. Perfil eletroforético dos produtos da extracdo plasmidial das coldnias

transformantes. C1-6= DNA plasmidial das colénias; M= Marcador de peso molecular de
1Kb (Promega).
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4.3 PCR de coldnia para o gene sintético da proteina do capsideo do Chikungunya

Apo6s confirmacdo do processo de transformacdo foi necesséario confirmar a
insercdo do inserto do CHIKV no plasmideo. Para isso foi realizada amplificacdo por PCR
de col6nia. Foram selecionadas duas colénias 11 e 12 para amplificagdo com os primers
especificos para sequéncia do inserto sintético da proteina C do CHIKV. Na figura 16 esta a
visualizagdo do resultado da PCR, sendo observadas as bandas de 400pb das duas colonias
(conforme esperado), confirmando assim, o processo de clonagem do gene sintético CHIKV

no vetor pGEM-T Easy.

Pb

100

400

10

Figura 16. Perfil eletroforético do gene sintético Chikv de 400pb, apds clonagem no vetor
pGEM-T Easy, visualizado em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo.
M=marcador molecular Ladder de 100pb; 11 e 12= insertos ChikV amplificados da PCR de
colonias.

4.4 Sequenciamento

As andlises po6s sequenciamento do nucleotideo de 2 clones bacterianos
transformados no vetor pGEM-T Easy e produto de PCR, revelou indice de similaridade =
93,8% das sequencias do estudo com sequéncias depositadas no banco de dados do UniProt,
confirmando, portanto, a amplificacdo e o processo de clonagem genica da proteina C do
CHIKYV (Figura 17).
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Figura 17. Andlise de similaridade entre as sequéncias nucleotidicas obtidas no estudo e
sequéncias do genoma Chikungunya depositadas no UniProt.

O sequenciamento do inserto e do plasmideo foi importante, pois além de confirmar
0 processo clonagem do gBlock no vetor pGEM-T Easy, também permitiu para confirmar a
ligacdo correta do fragmento da sequéncia da proteina C ao vetor e desta forma garantir a

expressao da proteina C.

4.5 Digestéo plasmidial com as endonucleases de restricdo EcoRI e BamHI

Confirmada a insercdo via amplificacdo por PCR de colbnia e sequenciamento,
foram selecionados DNAs plasmidiais de 02 clones recombinantes de E. coli, para a analise
de restricdo por digestdo com as endonucleases EcoRI e BamHI. Isso para reforcar a
confirmacéo da presenca do inserto do gene sintético da proteina C no vetor pPGEM-T Easy.
A escolha dos clones para extracdo de material plasmidial baseou-se na visualizacdo de
maior intensidade de banda no gel de agarose.

Na Figura 18 podemos visualizar a imagem da eletroforese dos fragmentos digeridos
por EcoRI e BamHI.

A andlise por digestdo enzimatica do inserto nos DNAs extraidos dos clones além
de reforca a confirmacdo da presenga do gBlock no vetor de clonagem, ainda é importante
na analise dos dados de sequenciamento para que se saiba a orientagdo em que a sequéncia
é analisada. A partir desses dados confirmatorios seguiu-se entdo para a construcéo do vetor

de expresséo.
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Figura 18. Perfil eletroforético do processo de digestdo enzimatica com EcoRI e BamHl,
visualizado em gel de agarose 0,8%. M= marcador de peso molecular de 1Kb e 100pb,
respectivamente; C1 e C2= plasmideos; ID1 e ID2= insertos digeridos.

4.6 Construcdo do vetor de expressdo pET-23a+

Para a expressdo do CHIKV na bactéria E. coli foi utilizado o vetor de expressao
pET-23a+ (ver Figura no item 10.10.1). Para montar o vetor de expressdo pET-23a+ 0s
DNAs plasmidiais extraidos do pGEM-T Easy foram misturados e digeridos com as enzimas
de restricdo EcoRI e BamHI para liberacdo do fragmento do inserto sintético da proteina C
do capsideo. O vetor pET-23a+ intacto também foi clivado com as mesmas endonucleases
afim de se obter extremidades coesivas semelhantes para direcionar a clonagem do inserto
neste vetor de expresséo.

A clivagem do vetor de clonagem pGEM-T Easy liberou um fragmento com peso
molecular equivalente a 400pb, o qual era esperado para o0 gene sintético da proteina C,
Figura 18 (ID1 e ID2).

Na Figura 19 é observado o perfil eletroforético resultante da digestdo do vetor de
expressao pET-23a+ com as endonucleases EcoRI e BamHI. Na coluna 1 e 2 visualiza-se o
vetor linearizado e na coluna 3 o vetor ndo linearizado, mostrando, portanto, que o vetor esta

apto a receber o fragmento do gene sintético CHIKV.,
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Figura 19. Analises eletroforética mostrando o vetor pET-23a+ linearizado com as enzimas
EcoRI e BamHI. M= marcador de peso molecular de 1Kb; 1 e 2= pET-23a+ digerido; 3=
pET-23a+ ndo digerido.

Na Figura 20 pode ser visualizado o perfil eletroforético obtido ap6s linearizagdo do
vetor pET-23a+ e o fragmento de 400bp liberado do vetor pGEM-T Easy, respectivamente,

ambos foram purificados do gel de agarose para construcdo do vetor de expressao.

hikV

Figura 20. Perfil eletroforético do processo de digestdo enzimatica visualizado em gel de
agarose 0,8%. M= marcador de peso molecular de 1Kb; 1 e 2= pET-23a+ linearizado, 3=
inserto CHIKYV digerido do pGEM-T Easy.

4.7 ldentificacdo do inserto no vetor pET-23a+ por PCR de colonia e confirmacgdo da

correta construgdo por andlise de restricdo com as endonucleases EcoRI e BamHlI

Apos a ligagdo do inserto no vetor de expressdo pET-23a+ por acdo da enzima T4
DNA Ligase, células da bactéria de E. coli foram transformadas por quimiotransformacdo e
entre os clones transformantes foram selecionados aleatoriamente 09 col6nias para analise da

insercdo do gene sintético da proteina C no novo vetor. Para confirmar quais clones
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carregavam o plasmideo recombinante (pET-23a+ com inserto), foi realizada uma PCR de
coldnia destes clones utilizando os iniciadores especificos do gene sintético.

Na Figura 21 podemos visualizar o resultado da PCR de colonias com os clones
transformantes usados como fonte de DNA. Dos 10 clones selecionados, 08 apresentaram o
inserto clonado no vetor de expressao. Pois de acordo com a andlise do produto da PCR em
gel de agarose frente ao marcador de peso molecular de 100pb obteve-se uma banda
correspondente a 400pb, conforme esperada para 0 gene sintético da proteina C,
confirmando assim, a clonagem da proteina C no vetor de expressdo pET-23a+.

100

Figura 21. Perfil eletroforético dos produtos de amplificacdo do gene sintético da proteina C
por PCR de colénia. M= marcador molecular de 100pb, 01 a 10= Clones analisados.

A partir destes resultados, utilizou-se os oitos clones (01, 02, 03, 06, 07, 08, 09, 10)
que continham o plasmideo recombinante para extracdo do DNA plasmidial.

Para verificar a construcdo correta do pET-23a+, 0 DNA plasmidial de 05/8 clones
selecionados foram submetidos a dupla digestdo com EcoRI e BamHI. Na Figura 22 encontra-
se a foto do gel de agarose onde pode ser observado o resultado da clivagem do pET-23a+
com as enzimas EcoRI e BamHI. A clivagem liberou o fragmento de 400pb (colunas 01, 03,
05, 07, 09) correspondente ao gene sintético da proteina C, evidenciando, portanto, 0 sucesso
da clonagem.

O plasmideo recombinante foi introduzido em uma cepa de E.coli (BL21 DE3)
eletrocompetente. A transformacgéo usando a cepa BL21 permite posteriormente a expressao

da proteina recombinante no vetor pET-23a+.
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Figura 22. Perfil eletroforético do produto da dupla digestdo dos plasmideos pET-23a+
com as enzimas EcoRI e BamHI. M= Marcador de peso molecular 100pb; 01, 03, 05, 07, 09
— plasmideos pET-23a+ duplamente digeridos com EcoRI e BamHI; 02, 04, 06, 08, 10 —
pET-23a+ ndo digerido. A seta indica o fragmento do DNA sintético.

4.8 Expressdo do gene sintético da proteina do capsideo do virus Chikungunya na
hospedeira E. coli BL21 DE3

A producdo da proteina recombinante foi realizada inicialmente por inducdo da
expressdo sem IPTG a 37°C em fracos sob agitagdo. Nestas condi¢des ndo houve producao
de proteina recombinante. Porém, utilizando o sistema de expressao da protease no sistema
pET (Novagen), adaptado. Isto é, com adicdo IPTG (1mM) e temperatura de expressdo a
25°C por um periodo de 4 horas obteve-se a expressdo da proteina recombinante, confirmada
pela analise de solubilidade em SDS-PAGE (Figura 23) e Dot blot (Figura 24).
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Figura 23. Gel de SDS-PAGE 12%, mostrando a expressao da proteina recombinante a
25°C por 4 horas. M- marcador de peso molecular de 250 Kda, 1- BL21DE3 com IPTG sem
vetor de expresséo, 2 ao 9 BL21DE3 com vetor de expressdo contendo o gene de interesse.

4.9 Analise da expressdo da proteina C pela técnica de Dot Blot

Ap6s a inducdo da expressdo proteica, a proteina recombinante CHIKV pbde ser
detectada utilizando um anticorpo anti-histidina resultante da técnica de Dot Blot, como
visualizado na Figura 24. As marcagdes na membrana de nitrocelulose sdo resultantes da
reacdo especifica entre CHKV e anticorpo anti-histidina e reveladas a partir dos conjugados
imunoenzimaticos constituidos pela peroxidase. Foram visualizadas marcacfes com
intensidades variadas para os clones selecionados indicando niveis diferentes de expressao da

proteina de interesse.
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Figura 24. Dot blot de coldnias. As amostras 1 e 17, sdo os controles negativos (BL21DEJ);
2 e 18 controles positivos (BL21DE3/tGH-HisTag); de 3 a 16 séo celulas da hospedeira
BL21DE3/pET23a+CHIKV.

4.10 Purificacao da Proteina do Capsideo do virus Chikungunya por coluna de niquel

Na Figura 25 visualiza-se em gel de poliacrilamida a proteina C recombinante
purificada pela coluna de niquel, onde a banda corresponde a proteina de 15 KDa aparece, de
acordo com o esperando

As fragOes soluveis das culturas derivadas da lise celular foram submetidas a
cromatografia de afinidade por coluna de niquel (com niquel imobilizado), a resina foi lavada
com imidazol para contribuir na retirada de possiveis contaminantes que estariam presentes
junto a proteina. As fragdes eluidas durante o processo de purificacdo cromatografica foram
analisadas por SDS-PAGE, a 12%.
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Figura 25. Gel de poliacrilamida 12%, com amostras da proteina pufificada\M- Marcador
de peso mlecular, 1 a 10- solugdo com tampdo de lavagem e agua sem proteidNg, 11 a 18-
amostras da proteina recombinante purificada, 29- 4gua.

411 Teste imunoenzimatico (ELISA) para validar a proteina do capsideo do
Chikungunya como antigeno recombinante

De modo a testar a eficiéncia da proteina C recombinante produzida na detec¢do do
virus Chikungunya, foi realizado uma série de ensaios imunoenzimaticos usando amostras de
soro de pacientes com diagnostico confirmado de infeccdo especifica por ChikV, bem como a
especificidade para o virus Mayaro também pertencente ao género Alphavirus.

Utilizou-se nestes testes as amostras 14, 15, 16 e 17 apresentadas na Figura 25, que
sdo proteinas purificadas e confirmadas por SDS-PAGE. A quantificagdo das proteinas
recombinantes produzida foi realizada pelo método de Bradford. As concentraces obtidas
no final do processo para cada fracdo foram 14= 1,3mg, 15=1,1mg, 16=1,0mg e 17=800mg
de proteina.

O método de Bradford é simples, preciso e rapido e por isso mais indicado para
deteccdo e quantificacdo de proteinas solubilizadas em meios sem detergentes. Pois requer
poucas etapas de misturas, ndo necessita de aquecimento e possui uma grande estabilidade
colorimétrica. A absorbancia pode ser medida em um espectrofotdmetro em comprimento de
onda de 595nm.

As fracGes da proteina C acima foram diluidas 1:250 em tampao de diluicdo e usadas
no teste imunoenzimatico (ELISA) para deteccdo de anticorpos IgM e IgG, em amostras de
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soro humano. Trés ensaios foram realizados, sendo uma fracdo 1gG usando amostras
sororeativas para CHIKV e Citomegalovirus testadas em duplicatas nas diluicdes de 1:200 e
dois para fracdo IgM, sendo um com amostras sororeativas para CHIKV e virus Oropouche
(Figura 26) e outro com amostras sororeativas para CHIKV e virus Mayaro (Figura 27). As
amostras sororeativas para o virus Mayaro, Oropouche e Citomegalovirus foram usadas como
controles negativos. Nos dois ultimos testes as amostras de CHIKV foram testadas em
triplicatas e Mayaro e Oropouche em duplicatas, todos na diluicdo 1:250.

Foram testadas quatro amostras para a fracdo IgG foram soronegativas (dados nao
mostrados), para o0 antigeno recombinante. Posteriormente, verificou-se que as amostras de
CHIKYV utilizadas foram coletadas na fase aguda da infec¢do (2-7 dias), as amostras de
Citomegalovirus.

No teste para fracdo IgM foram usadas quatro amostras sororeativas para CHIKV e
quatro para Oropouche. De acordo com leitura Optica somente as amostras soropositivas para
Chikungunya apresentaram reatividade para o antigeno recombinante.

Apds analise do calculo do Desvio Padrdo da placa obteve o seguinte resultado S=
0,141 e Cut off = 0,424 a partir desse resultado foram selecionadas duas amostras que
apresentaram Cut off =>0,424 (AM1=0,545, 0,578 e AM2=0,838) para 0s ensaios posteriores
(Figura 27).
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Figura 27. Esquema da placa de ELISA com 96 pocos. As linhas A, B e C, contem as
triplicatas das amostras soropositivas para Chikungunya e Oropouche, sensibilizadas com as
fracOes 14 e 15 dos antigenos recombinantes. Nas linhas D e E, sdo pocos contendo o0s
antigenos sem amostras virais. Nas linhas F, G e H o0s pogos contem as triplicatas das
amostras soropositivas para Chikungunya e Ouripouche, sensibilizadas com as fragdes 16 e
17, dos antigenos recombinantes.
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No teste usando a fracdo IgM para amostras de CHIKV e Mayaro (diluicdo 1:100)
lavado 3 vezes, confirmou a reatividade do CHIKV.

Porém, o antigeno recombinante reagiu também com anticorpos do virus Mayaro
(Figura 29). De acordo com o Desvio Padréo= 0,2443 e o Cut off = 2,831, os resultados para
Mayaro estdo muito elevados para serem usados como pardmetro de comparagdo para as

amostras de CHIKV, o processo de dilui¢do 1:100 pode ter interferido para estes valores.

Resultado da Placa IgM
14 14 15 15 C-14 C-14 C-15 C-15
1.121 0.561 1.055 0.518 2.641 2.570 2.702 2.711
1.080 0.588 1.078 0.551 2.570 2.507 2.538 2.567
0.987 0.497 0.778 0.403 0.085 0.095 0.092 0.093
0.075 0.087 0.087 0.083 0.078 0.096 0.095 0.082
0.095 0.117 0.107 0.102 0.114 0.095 0.101 0.092
1.079 0.538 0.860 0.417 0.082 0.074 0.077 0.083
0.877 0.521 0.957 0.428 2.540 2.572 2.534 2.399
0.952 0.611 0.945 0.445 2.660 2.676 2.648 2.556
16 16 17 17 C-16 C-16 c-17 Cc-17

I @ MM DooOmE >

Figura 29. Placa de ELISA com 96 pogos. As linhas A, B e C, contem as triplicatas das
amostras soropositivas para CHIK, A e B contem duplicatas para Mayaro, sensibilizadas com
as fragBes 14 e 15 dos antigenos recombinantes. Nas linhas D e E, sdo pogos contendo 0s
antigenos sem amostras virais. Nas linhas F, G e H 0s pogos contem as triplicatas das
amostras soropositivas para CHIK, G e H contem duplicatas das amostras soropositivas para
Mayaro, sensibilizadas com as fracbes 16 e 17, dos antigenos recombinantes.
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5. Discussao

O virus Chikungunya tem sido arrolado como responsavel por grandes surtos em
areas onde o virus esta circulando. Como os que ocorreram na Africa, Asia, Europa e ilhas do
oceano Indico e Pacifico (WEAVER et al., 2015).

No Brasil, desde 2010, quando surgiu o primeiro caso importado de CHIKV na
cidade de Sao Paulo, este se espalhou por varias regides do pais, inclusive regido norte. Nesta
regido, devido principalmente as condigdes climéaticas, como abundéncia de chuvas, alta
umidade e temperatura favorecem a densidade dos mosquitos Ae. aegypti e Ae. albopictus,
principais vetores do virus Chikungunya.

Assim, desde 2014 quando foi registrado o primeiro caso importado de
Chikungunya no Amazonas que o numero de casos s tende aumentar. Sendo que naquele
mesmo ano foi notificado mais 31 casos suspeitos com 9 confirmacdes. Todos importados de
paises como Haiti, Guiana Inglesa, Venezuela, Colémbia e Suriname.

De acordo com o boletim epidemiologico da Fundacdo de Vigilancia em Saude
(FVS) do Amazonas, em julho de 2015 foram registrados os primeiros casos autdctones de
Chikungunya na Capital do Estado, porém, no decorrer do ano, foram notificados mais 165
casos, 12 desses confirmados. O numero de casos autdctones subiu para 05.

No presente ano até o més de fevereiro ja sdo 94 casos registrados sob investigacdo
no Sistema de Informacgao/SINAN.NET (FVS, 2016).

A partir desses dados agravados pela epidemia do virus Zika no pais, o governo do
Estado do Amazonas publicou o Decreto n° 36.520, de 03 de dezembro de 2015 que declara
“Situacdo de Emergéncia no Estado, em virtude da probabilidade do desenvolvimento de
situacdo epidémica determinadas pelos virus da Dengue, Chikungunya e Zika”.

E importante salientar que em relagdo ao diagnostico laboratorial da febre
chikungunya, até entdo, o Unico laboratério de referéncia do MS era do Instituto Evandro
Chagas. Neste sentido, com o intuito de contribuir para acessibilidade ao diagnostico
soroldgico do virus Chikungunya na regido, o presente trabalho teve como objetivo central a
expressdo de uma proteina sintética do capsideo C do virus Chikungunya em E. coli para
producédo de antigeno recombinante e validacdo como imunodiagnostico.

Deste modo, para a producdo do antigeno recombinante utilizou-se a estratégia de
desenhar um gene sintético referente a proteina do capsideo C do virus Chikungunya, bem
como primers para amplificar essa sequéncia de forma especifica. Esse gene sintético é

denominado comercialmente de gBlock (gBlocks Gene Fragments) que sdo fragmentos
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dupla fita de DNA quimicamente sintetizados. Essa metodologia é usada nos mais variados
tipos de experimento e aplicages, incluindo a producdo de antigenos para imunodiagnostico.
Uma das grandes vantagens desse método é que ndo precisamos ter amostras bioldgicas para
realizar a pesquisa, além disso, sdo relativamente simples de serem sintetizados e 0s custos
sdo consideravelmente menores em relagdo aos procedimentos para producdo de uma
proteina inteira, geralmente os peptideos sintéticos apresentam maior especificidade no
imunoensaio quando comparados aos antigenos bioldgicos e o risco de contaminacdo dos
profissionais durante a manipulacdo do gene sintético ndo existe. Deste modo, a producéo
desses peptideos fornece ferramentas confiaveis, reprodutiveis e econdmicas na obtencéo de
antigenos para imunoensaios (FARIA & ANDRADE, 2012). No presente trabalho esses
fatores foram essenciais para a escolha da metodologia, principalmente no inicio do processo
devido a necessidade de amostras bioldgicas para os procedimentos de producdo do
antigeno. Todos esses fatores contribuiram para justificar o uso do gene sintético,
principalmente por ndo usar soro humano positivo para o virus Chikungunya como matéria
prima para isolar o &cido nucleico viral, isto é, material bioldgico altamente infeccioso para

os profissionais.

Conforme mostrado em nossos resultados, a primeira tentativa de clonar o gene
sintético de 800 pb diretamente no sistema pGEM-T Easy ndo foi bem sucedida. A partir do
resultado obtido, fez se algumas modificacbes na metodologia a fim de permitir o sucesso do
estudo usando a mesma sequéncia de gBlock. Dentre essas, reduzir o tamanho do amplicon da
proteina sintética de 800 para 400pb. Desenhou se entdo um par de primer com adi¢do da
cauda poli A nas extremidades dos mesmos. Essa estratégia permitiria a acdo da enzima Taq
DNA polymerase a partir da extremidade 3'OH e consequente amplificacdo do fragmento de
400pb do gene sintético. Outra estratégia importante foi respeitar a insercdo do sitio de
restricdo para as endonucleases EcoRI e BamHI nas extremidades 5 e 3° da sequéncia de
aminoacidos do gBlock original. Obtendo assim, uma sequéncia otimizada com codons
preferenciais para expressdao em E.coli. Esse novo sistema permitiu realizar com sucesso o
processo de clonagem e supbclonagem nos vetores pGEM-T Easy e pET-23a+,

respectivamente.

Apo6s amplificacdo do gBlock e clonagem, para dar continuidade ao estudo, usamos
diferentes ferramentas para confirmar se o processo de clonagem do gene sintético tinha sido

realizado. Essas metodologias foram PCR usando os primers especificos para amplificacdo do
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gene sintético, digestdo com endonucleases EcoRI e BamHI, cujos sitios estavam presentes na
sequéncia e por Gltimo o sequenciamento nucleotidico tanto do vetor quanto do inserto. Os
resultados obtidos de todos esses procedimentos confirmaram a presenca do gene sintético no
vetor. Salientando que o sequenciamento além de confirmar a presenca do gene sintético no
vetor pGEM-T Easy também revelou alto indice (>93%) de similaridade das sequéncias do
estudo com sequéncias do virus Chikungunya depositadas no banco de dados do UniProt.

Conforme descrito na metodologia, subitem 3.11, no processo subclonagem usou-se
0 vetor de expressdo pET-23a+, um plasmideo muito utilizado na expressdo heteréloga de
proteinas. Dentre as principais caracteristicas deste vetor ressalta-se, os multiplos sitios de
clonagem que podem ser clivados por diferentes enzimas de restricdo e um gene que confere
resisténcia a Ampicilina, usado como marcador de selecdo das col6nias transformadas. Outra
caracteristica deste vetor é que permite producdo de proteinas fusionadas com uma regido de
poli-histidina (His-tag) que possibilita a purificacdo da proteina pelo processo de
cromatografia de afinidade (FILHO, 2010). No presente estudo essas caracteristicas foram
importantes para selecdo deste vetor, pois obteve-se a digestdo do mesmo e liberacdo do
fragmento de 400 pb, conforme esperado e a cauda His- tag contribuiu para o processo de
purificacdo da proteina C recombinante pela Cromatografia de afinidade.

A proteina C do CHIKV é uma nucleoproteina com 264 residuos de aminoécidos e
massa molecular de aproximadamente 30 kDa (KHAN et al., 2002). Considerando estas
caracteristicas, na tentativa de produzir e purificar a proteina de 400 pb com massa molecular
de 15 kDa na forma soluvel, optamos pelo sistema de expressado utilizando a linhagem BL21
(DE3) de E. coli, uma célula procariota que permite expressao de proteinas hierdlogas e a
técnica de SDS-PAGE para visualizacdo dos resultados. O gel de SDS-PAGE possibilita
uma melhor visualizagdo de proteinas expressas com até 30 kDa (SCHAGGER & JAGOW,
1987). De acordo com os resultados obtidos (Figura 25) a técnica se mostra eficiente para
visualizacdo da proteina.

A expressdo da proteina do capsideo foi detectada também pela técnica de Dot blot,
que utilizou anticorpo especifico para detectar a presenca da cauda de histidina His-Tag C-
terminal. O Dot blot foi realizado com o intuito de verificar se a proteina foi realmente
expressa na forma soltvel ou como corpos de inclusdo, que sdo proteinas inativas. A escolha
deste teste € que 0 mesmo dispensa 0 uso de equipamentos sofisticados para visualizagdo dos
resultados. No presente estudo o teste mostrou-se eficaz, pois pode-se confirmar a presenca da
proteina C nas colbnias impregnadas na membrana de nitrocelulose pela presenca ou auséncia

de cor nas mesmas. Esse processo ocorre pela reacdo do anticorpo especifico para cauda de
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histidina His-tag C-terminal com a proteina C (His).

Para purificar e isolar a proteina C recombinante o processo utilizado foi o sistema
de expressdo de proteinas por afinidade com a cauda de Histidina em coluna de niquel, sem
adicdo de proteases. De acordo com a literatura a cauda de Histidina em suas extremidades N-
terminal e C-terminal facilita o processo de purificacdo de proteinas de interesse, pois
determinados residuos de aminoacidos interagem com ions metalicos imobilizados em
suportes solidos (PORATH, 1992; IWASHITA, 2012). Os resultados obtidos usando essa
metodologia mostraram que as fracGes da proteina do capsideo do Chikungunya obtida foram
purificadas ficando livre dos residuos de outras proteinas insolUveis, o que poderia interferir
na producéo do antigeno recombinante.

Em relacdo a febre chikungunya o diagnéstico pode ser dado por diversos métodos
laboratoriais tais como sorologia, reacdo em cadeia da polimerase com transcri¢ao reversa
(RT-PCR) tradicional e PCR em tempo real, isolamento viral e teste rapido. Conforme
mencionado anteriormente, até 2015, no Brasil, todas essas técnicas estavam disponiveis no
Instituto Evandro Chagas, Unico laboratério de referéncia da rede publica, do Ministério da
Saude. Atualmente, considerando o cenéario epidemioldgico causado pelo Zika virus, o
Governo Federal por meio da Anvisa (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria) em 2016,
autorizou a importacdo de um Kit de diagndstico sorolégico para Zika, Dengue e
Chikungunya (ANVISA, 2016) e ampliou para mais 7 Lacens (trés na regido Sudeste, dois
na regido Nordeste, um na regido Sul e outro na DF) estdo sendo capacitados para realizar o
exame para Chikungunya. Na regido norte, o laboratério de referéncia continua sendo o
Instituto Evandro Chagas, no Para, que em média, demora dois meses para emitir um laudo
(ANVISA, 2016).

Em relacdo aos métodos soroldgicos, se mostram como ferramentas poderosas para
0 auxilio no diagnoéstico de doencas e na pesquisa. Podendo ser usado tanto na rotina de
diagndstico laboratorial, como em estudos soroepidemiol6gicos, pois possibilitam trabalhar
com um grande nimero de amostras ao mesmo tempo. Outros parametros favoraveis sao nao
necessitar de laboratérios com infraestrutura sofisticada o que implica na reducéo de custos,
facilidade de processamento, rapidez, simplicidade, possibilidade de automacéo,
disponibilidade de reagentes no mercado e aceitacdo (URDEA et al.,2006; GOH et al.,
2015). Uma das grandes limitagdes do imunodiagnostico € que podem apresentar reagoes
cruzadas. Isto é, podem estar positivos para mais de um tipo de doenca, apesar de na grande
maioria dos casos somente uma estar acontecendo. Uma reagdo cruzada é resultado da

similaridade tridimensional entre duas moléculas de antigenos diferentes. Um anticorpo
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gerado contra uma das moléculas pode reagir com a outra, ainda que sua afinidade seja mais
baixa (URDEA et al.,2006).

No presente estudo o antigeno recombinante foi testado para detectar anticorpos
IgG e IgM. No primeiro ensaio usamos quatro amostras de soros com diagnostico
confirmado de infeccdo por Chikungunya e amostras positivas para Citomegalovirus
(controle negativo). O resultado deste teste mostrou que ndo houve reatividade ou foi muito
baixa entre o antigeno recombinante e anticorpo anti-CHIKV nos pocos contendo o0s
controles negativos também ndo houve evidencia de reacdo enzimatica.

Analisando posteriormente as condi¢des de coleta das amostras, verificou-se que
tinham sido coletadas durante a fase aguda, isto é, nos primeiros 8 dias apos inicio dos
sintomas. Infelizmente por ndo dispor de amostras coletadas na fase de convalescéncia néo foi
possivel repetir este ensaio.

Ao testar o antigeno recombinante contra a fracdo IgM usando as mesmas amostras
de soro positivas para CHIKV e Citomegalovirus acima. Verificou-se uma répida reacao
enzimatica na placa, demonstrando que os antigenos recombinantes estavam reagindo com
anticorpos anti-CHIKV presentes na amostra. Salientando que nos pogos contendo amostras
de Citomegalovirus ndo foi observado reacdo enzimatica, conforme pode ser observado na
Figura 26. Diante dos resultados obtidos nos dois ensaios (IgG e IgM) ndo podemos dizer
que a captura de anticorpos da classe IgG foi ineficiente, visto que o antigeno ndo foi
confrontado com amostras da fase de convalescéncia, isto é, preferencialmente coletadas de
15 a 45 dias ap06s o inicio dos sintomas, ou 10-14 dias ap0s a coleta da amostra na fase
aguda. Portanto, é necessario continuar realizando esses testes incluindo amostras de soro da
fase de convalescéncia.

Diante das dificuldades acima mencionadas, deu-se continuidade ao estudo
pesquisando somente a fracdo IgM de anticorpos.

Sabe-se que um dos maiores desafios dos testes imunoenzimaticos € o problema de
analise com reagBes cruzadas. Situacdo muito comum em testes com amostra para
Chikungunya, documentada inclusive pelo instituto Evandro Chagas, conforme debatido no
Seminario Vigilancia em Saude das Doengas Virais Chikungunya, Zika e Dengue: desafios
para o controle e a atencdo a satude em 2015. Diante dessa possibilidade acrescentamos nos
ensaios soros positivos para os virus Oropouche (Bunyaviridae), Mayaro (Togaviridae-
Alphavirus) e Citomegalovirus (Herpesvirus). De acordo com os resultados obtidos, no
ensaio contendo amostras positivas de CHIKV e Oropouche, o antigeno recombinante reagiu

somente com amostras de CHIKV, confirmando a presenca de anticorpos Anti-CHIKV nas
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mesmas e auséncia de Oropouche e Citomegalovirus, excluindo assim, a possibilidade de
reacdo cruzada com anticorpos dos outros dois virus.

Porém, quando incluimos amostras de soros positivas para o virus Mayaro,
evidenciou-se a presenca de reacdo cruzada entre eles, conforme pode ser visualizado na
Figura 28.

Os virus Chikungunya e Mayaro sdo Alphavirus que apresentam um elevado nivel
de homologia em suas estruturas proteicas (FIGUEIREDO, 2014) o que dificulta a
especificidade dos testes imoenzimaticos.

E importante ressaltar que assim como este ensaio, existem técnicas laboratoriais que
s80 pouco sensiveis ou ndo sdo especificos para uso em diagnostico, entretanto, podem ser
utilizadas no caso de falta ou da dificuldade de realizacéo de testes mais sensiveis embora nao
possam ser conclusivos no diagnéstico. Ressalta-se também que as metodologias indiretas
podem apresentar resultados falso-positivos devido as denominadas reacfes cruzados com
outros virus da mesma familia, em particular os Flavivirus, como é o caso do virus da Dengue
e da Febre Amarela. O kit soroldgico liberado pela ANVISA, por exemplo, apresenta
sensibilidade e especificidade em torno de 96,8% - 100% e 96,6% - 100%, respectivamente.
O que levou o Ministério da Saude a estabelecer o algoritmo de testes para deteccdo de
arbovirus, que em casos de suspeita de Zika, Chikungunya ou Dengue, devem ser
confirmados por teste molecular (PCR em Tempo Real- g°PCR) (ANVISA, 2016).

Assim, apesar deste teste somente auxiliar no diagnostico do grupo Alphavirus, é
outra ferramenta que pode ser usado para diferenciar os Alphavirus de outros arbovirus.
Além disso, os testes moleculares que detectam a presenca do virus no sangue ou na urina do
paciente por meio de amplificacdo do seu material genético, 0 RNA podem ser utilizados
para confirmar o diagnéstico de infeccdo por Chikungunya triado pelo teste em questéo,
diminuindo consideravelmente a quantidade de amostras e consequentemente 0s custos dos
testes moleculares.

Diante do exposto concluimos que a expressdo da proteina C recombinante do
virus Chikungunya mostrou-se promissora, como pode ser evidenciado pelos resultados
obtidos referentes a ligagdo do gene sintético da proteina C no vetor de expressao pET-23a+
e transformacdo em bactérias modificadas E. coli cepas BL21(DE3). Pois a quantidade de
proteina produzida foi satisfatoria, conforme marcagédo obtida no teste de Dot Blot, gel de
SDS-PAGE e Cromatografia de Afinidade. Entretanto, nos testes imunoenzimaticos,
observou-se efeito de reagdo cruzada com anticorpos do virus Mayaro. Abrindo

possibilidades para testes com diferentes condi¢cdes de inducéo da proteina C recombinante
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completa, visando aumentar a especificidade e sua utilizagdo em ensaios de diagnostico
imunoenzimaticos do virus Chikungunya.

Em suma, acreditamos que a proposta de clonagem e expressédo da proteina C do
virus Chikungunya a partir de um gene sintético para uso no diagnostico imunoenzimatico

cumpriu seu proposito.
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6. Conclusdes

Mediante os objetivos propostos e resultados obtidos neste estudo concluimos que:

1. O fragmento de DNA sintético (gBlock) de 400pb que codifica a proteina do
capsideo C do virus Chikungunya, desenhado para o estudo, foi ideal para o
processo de amplificacdo, clonagem e subclonagem nos vetores pGEM-T Easy e
pET-23a+- Escherichia coli;

2. A proteina C recombinante expressa em cultura de célula de E. coli BL21 (DE3)
apresentou quantidade satisfatoria do antigeno recombinante para os testes
imunoenzimaticos;

3. O ensaio de purificacdo da proteina recombinante por Cromatografia de Afinidade
possibilitou obter proteinas livre de impurezas ideais para o0s testes
imunoenzimatico;

4. Nos ensaios imunoenzimaticos com o antigeno recombinante contra a fragdo 1gG
de amostras positivas para Chikungunya, Citomegalovirus e Oropouche, nao
houve reatividade para nenhuma das amostras testadas;

5. Nos ensaios contra a fracdo IgM com as mesmas amostras acima, houve
reatividade somente para Chikungunya;

6. No teste usando amostras de soro positivas para Chikungunya, Mayaro,
Oropouche e Citomegalovirus observou-se reacdo cruzada entre as amostras de
Chikungunya e Mayaro;

7. A proteina C recombinante obtida podera ser utilizada na constru¢do de um painel
soroldgico para validacdo do imunodiagnéstico da Febre Chikungunya.

8. A baixa especificidade observada sugere a utilizacdo de uma combinacdo de
técnicas moleculares para confirmacdo do Chikungunya em soro de pacientes.

9. O antigeno utilizado neste trabalho € a primeira proteina recombinante produzida
de forma sintética no Amazonas. E apresentou um grande potencial para aplicacao

no diagnostico da Chikungunya.
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7.  Perspectivas e recomendacoes:

Os testes imunoenzimaticos realizados com proteinas recombinantes, particularmente
genes sintéticos (gBlock), ainda sdo razoavelmente recentes. Existem basicamente duas
grandes vantagens de se trabalhar com essa metodologia, a primeira é que ndo necessita de
amostras bioldgicas para se obter o DNA molde, o que anula o risco de infeccdo dos
profissionais durante os experimentos; a segunda € a rapidez (4 a 7 dias) para se obter o
produto de clonagem. Porém, na construcdo de gBlock é necesséario lancar mao de algumas
estratégias para facilitar a clonagem e expressdo em células hospedeiras.

Os resultados dos ensaios imunoenzimatico mostrou que o antigeno recombinante
produzido é capaz de detectar anticorpos CHIKV, mas apresenta reacdo cruzada com outros
virus do género Alphavirus também.

Portanto, como perspectivas, pretende-se dar continuidades ao trabalho
aperfeicoando as metodologias de amplificacdo, clonagem, expressdao e purificacdo da
proteina do capsideo inteira. Neste momento, novos primers ja foram adquiridos e a
amplificacdo ja foi realizada. Pois conforme observamos no presente trabalho e na literatura
existe a dificuldade em se obter antigenos que ndo reaja com outros virus do mesmo género
principalmente quando se trata de proteinas pequenas. A partir disso, pretendemos dedicar
maior esforco para se obter uma proteina que funcione como antigeno especifico na detec¢édo

do Chikungunya em soro humano.
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