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INTRODUÇÃO Os mosquitos Aedes são vetores importantes para doenças emergentes causadas por 

arbovírus, como o Chikungunya. As principais espécies transmissoras desses vírus são Ae. aegypti e 

Ae. albopictus, que estão presentes em áreas climáticas tropicais e temperadas. O vírus Chikungunya 

é um patógeno artritogênico transmitido por mosquito, classificado como um Alfavírus da família 

Togaviridae, que possui um envelope e RNA de cadeia simples como ácidos nucléicos. De acordo com 

o Ministério da Saúde, a saúde pública no Brasil tem relatado um aumento na incidência de doenças 

tropicais “negligenciadas” emergentes e reemergentes causadas por arbovírus, como o vírus 

Chikungunya. Agências responsáveis no Brasil vêm demonstrando grande preocupação com todos os 

dados epidemiológicos recentes associados a esse vírus, uma vez que não há tratamento específico 

disponível ou vacina para seus programas públicos de imunização. Dessa forma, este projeto teve 

como objetivo expressar proteínas do vírus CHIKV em um sistema de expressão de proteínas 

heterólogas, utilizando o baculovírus, com intuito de obter antígenos específicos para testes 

imunológicos. METODOLOGIA: Após a síntese de oligonucleotídeos específicos para a região de 

interesse do vírus Chikungunya, analisamos a expressão dos epítopos específicos de proteínas do 

vírus, que foram fundidos à proteína poliedrina do baculovírus. Esse sistema de expressão de 

proteínas recombinante em células de inseto é um modelo de expressão bem estabelecido na 

literatura. Em seguida, foi construído um baculovírus recombinante contendo os epítopos do vírus 

Chikungunya, a confirmação se deu por sequenciamento e por fim, analisamos a expressão da 

proteína de interesse por western blot, assim como, realizamos testes preliminares para verificar 

possível reação cruzada entre outros arbovírus. RESULTADOS: O vírus recombinante construído foi 

utilizado para infectar células de inseto para a expressão da proteína recombinante. Este vírus 

recombinante possui os genes E2 e NSP3, que foi usado para infectar células de insetos (Tn5B) usando 

a estratégia bac-to-bac. A proteína expressa por este vírus recombinante foi então analisada por SDS-

PAGE e detectada por western blot, que confirmou a sua expressão, apresentando o tamanho 

esperado da proteína recombinante de 37 kDa. Um único ensaio de ELISA apontou que não houve 

reação cruzada com outros arbovírus, sendo necessário mais repetições de ensaios imunoenzimático. 

DISCUSSÃO/CONCLUSÃO: Sabe-se que as regiões do gene E2 e NSP3 do Chikungunya já foram 

expressas em estudos anteriores, no entanto, nenhuma delas utilizou as mesmas regiões antigênicas 

utilizadas como repetições descritas neste trabalho, as quais apresentaram uma significativa 

expressão em células de inseto e demonstrou ser reconhecido por antissoro contra as propriedades 

imunogênicas do vírus Chikungunya. Os resultados apontaram que a estratégia é promissora, 

utilizando regiões imunogênicas específicas do vírus Chikungunya, que poderiam ser utilizadas para 
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produzir um kit de diagnóstico, bem como, para outras aplicações biotecnológicas, como auxiliar na 

produção de uma potencial vacina subunitária. 

 

Palavras-chave: Chikungunya. baculovírus recombinante. expressão de proteínas heterólogas.  
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1 Introdução 

 

O vírus Chikungunya (CHIKV) é um arbovírus pertencente ao gênero Alphavirus dentro 

da família Togaviridae. Chikungunya deriva do verbo kungunyala da língua Makonde, que 

significa “torna-se curvado”, referente as dores severas sentidas pelo portador da doença. O 

primeiro registro da febre Chikungunya foi relatado em 1952–1953 no leste da África na 

região da Tanzânia Destaca-se hoje três linhagens de CHIKV, sendo elas a linhagem África 

Ocidental, Asiática e Leste/Central/ Sul Africano. Cada linhagem tem uma ligação específica 

com o vetor, tendo assim, diferentes graus e consequentemente, causando diferentes 

respostas imunes e o período de incubação do vírus perdura de 4 a 12 dias (SOUZA et al. 2019. 

LUMSDEN, 1955. CARRILLO et al. 2019. SCHWARTZ; ALBERT. 2010. RUDOLPH et al 2014).  

Esse vírus é transmitido por um vetor artrópode cujo gênero é o Aedes, e dentre as 

diversas espécies desse gênero, encontra-se o Aedes aegypti e Aedes albopictus, que por sua 

vez, são responsáveis por transmitir e disseminar arboviroses de suma importância, tais 

como, chikungunya, dengue, zika. A transmissão em si é dada pela picada do mosquito 

infectado em um vertebrado (TJADEN et al. 2017. TANABE et al. 2018). Segundo o boletim 

epidemiológico do Ministério da Saúde (2019), foram relatados cerca de 26.840 casos de 

Chikungunya em 2018 e registrou-se, em 2019, cerca de 15.352 casos, sendo listado 10 óbitos 

em 2018 e 2 óbitos em 2019.  

Diversos fatores contribuíram para o aumento da incidência dessas arboviroses, 

podendo citar trânsito aéreo e oceânico, tendências demográficas, saneamento básico 

precário, além de estar diretamente ligado ao alto desempenho da reprodução do vetor 

Aedes (MARSTON et al. 2014). As explicações dadas para o alto poder de proliferação do 
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mosquito transmissor é a rápida aclimatação deste ao meio que vive, a aceleração da 

urbanização sem planejamento, desmatamento e o aumento da temperatura global. Trata-se 

de mosquito invasor e cosmopolita e está presente em toda extensão do território brasileiro, 

tanto em áreas rurais, quanto em áreas urbanas. (CAMARA, 2016. MORDECAI et al, 2017. 

RIEMERSMA et al. 2019. TANABE et al. 2018). Segundo MOULAY et al. (2011), os artrópodes 

do gênero Aedes estão cada vez mais adaptados às regiões de clima temperado e tropicais, e 

com isso, a tendência de propagação do vírus Chikungunya e das demais doenças associadas 

a ele, pode aumentar.  

Hoje, a febre Chikungunya tem um grande valor socioeconômico, pois houve uma 

grande disseminação da doença e não há tratamento antiviral específico e nem vacina. A falta 

de saneamento e a ingenuidade da população interfere diretamente na proliferação dos 

vetores, e consequentemente, no número de casos. A conscientização se faz necessária para 

tentar amenizar a disseminação dessa arbovirose (DEEBA et al. 2015. CAMARA. 2016). 

O vírus Chikungunya é caracterizado por possuir proteínas estruturais e não 

estruturais que ajudam na entrada, replicação e saída dos vírus das células hospedeiras. O 

que se confere ao material genético, apresenta RNA de cadeia simples e é susceptível a 

interferon. O CHIKV pode se replicar em células epiteliais e endoteliais em macrófagos e 

fibroblastos. (REMENYI et al. 2018.  SOURISSEAU et al. 2007) 

Por não haver tratamento específico, se faz necessário estudos que investiguem novos 

mecanismos de ação de proteínas virais, desenvolvimento de novas biotecnologias para 

diagnostico e potenciais provedores de vacinas. Com isso, um grande aliado nos dias de hoje, 

é a produção de proteínas específicas e/ou recombinante em sistemas de expressão em 

bactérias e em outros organismos, como por exemplo, o baculovírus. Esse tipo de sistema nos 

proporciona níveis considerados de expressão de proteína, melhorando a eficiência do códon 

(SAITO et al. 2019).  

O baculovírus é muito citado quando se trata de biotecnologia conhecidas, tornando-

se hoje um aliado na produção de proteínas em larga escala, de modificações pós-

traducionais e possível vetor de terapia gênica. Trata-se de um vírus que infecta células de 

inseto, com 134 kb de material genético, de DNA de cadeia fechado, de fita dupla e apresenta 

capacidade de codificar 154 polipeptídios. Um tipo de baculovírus é o nucleopolyhedrovirus 

múltiplo de Autographa californica (AcMNPV) que é usado para expressão de genes de 

células de mamíferos (HOFMANN et al.1995. NAIK et al. 2018).  
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Dessa forma, este projeto teve como objetivo expressar proteínas do vírus CHIKV 

fusionadas a proteína poliedrina do baculovírus AcMNPV com intuito de obter antígenos 

específicos para análises futuras quanto a ativação da resposta imune. 

 

2 Fundamentação teórica 

O vírus chikungunya tornou-se uma ameaça devido a várias epidemias em diferentes 

lugares do mundo. É uma doença reemergente transmitida por artrópodes, Aedes Aegypti e 

Albopictus, que em 2006 teve casos em áreas não endêmicas, e a partir desse momento, 

tomou proporções a nível global. Em primeiras descrições, confundiam a febre chikungunya 

com a dengue por apresentarem semelhanças clínicas. Mas com o tempo foi percebido que 

os sintomas de dores articulares persistem por muito tempo, e por isso, o nome dado a 

doença - chikungunya - faz referência as manifestações reumatológicas e a artralgia.  O nome 

deriva do verbo “kungunyala”, advinda da língua Makonde, significa “aquilo que se curva” 

(MAHENDRADAS; AVADHANI; SHETTY, 2013. ROBINSON, 1955. MOHAN, 2010).   

Segundo ROBINSON (1955), ocorreram vários relatos em outubro do ano de 1952, 

porém, compilando dados de epidemiologia local, algumas vilas na região da Tanzânia (África) 

do teriam relatados casos a anos atrás, sendo a primeira evidência em 1950. Esse trabalho 

indica, ainda, que em cada vila cerca de 60 a 80 porcento das pessoas estavam infectadas, 

podendo ser todos de uma única família. Casos corriqueiros apareceram depois, mas com 

estado clínico melhor em relação aos primeiros casos. Entre os relatos, foi mencionado que a 

maior proliferação de casos acontecia em ambientes com maior disponibilidade de água. 

Hoje, sabemos que há uma ligação direta com a reprodução do vetor de transmissão, e por 

isso, se faz necessário, não só a elaboração de uma vacina, mas o controle do vetor 

disseminador das arboviroses (MAHENDRADAS; AVADHANI; SHETTY, 2013).  

A febre Chikungunya apresenta diversos sintomas que parecem com os demais 

arbovírus presentes no Brasil. Os sintomas específicos presentes quando a pessoa contrai essa 

doença são manchas avermelhada nos olhos, dor retro-ocular, calafrios, conjuntivite sem 

secreção e dores forte nas articulações, e por sinal, esse último sintoma pode tonar a pessoa 

incapacitante quando as dores se prolongam muito causando doença crônica da poliartralgia. 

Os outros sintomas são: febre, cefaléia, mialgia, dores musculares severas, náusea, fadiga e 

exantema. Existem dois períodos quando se trata de febre Chikungunya, sendo eles fase 

aguda e crônica. A primeira consiste em alta resposta inflamatória (níveis elevados de 
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mediadores imunológicos), febre alta e migração das células imunes para articulações e 

tecidos adjacentes. As dores articulares, que podem ser direcionadas para pequenas e 

grandes articulações, podem perdurar por meses.  Na fase crônica, há uma persistência no 

quadro de lesões articulares, comete mais pessoas com mais de 45 anos e maior incidência 

no sexo feminino. As dores articulares podem evoluir e causar limitação de movimento, 

deformidade e ausência de eritema (VASCONCELOS et al. 2015. MOIZEIS et al. 2018. BRASIL, 

2017). 

O CHIKV é um alfavírus envelopado, com RNA de fita simples de senso positivo, 

possuindo cerca de 60–70 nm de diâmetro. Tem 12 kb que contém duas sequências de leitura 

abertas (ORFs) responsáveis por produzir as proteínas não estruturais nsp1, nsp2, NSP3 e 

nsP4, e estruturais C, E1, E2, E3 e 6K. Especificamente, a E3 e 6k são proteínas associadas a 

clivagem, dentre as não estruturas, a NSP3 persiste por mais tempos nas células hospedeiras, 

além de constituir juntamente com nsp1, nsp2 e nsP4 um complexo proteico para replicação 

e transcrição viral, e as proteínas estruturais, sendo C a proteína capsídica e as demais são 

glicoproteínas com cerca de 240 pontos   heterodiméricas. CHIKV entra nas células 

hospedeiras por endocitose através do reconhecimento da proteína E2 com um receptor 

celular, ou seja, tem o papel de ligação e viral e, ainda, é através dela que há um 

reconhecimento antígeno-anticorpo, sendo assim, um proteína com bastante importância 

para elaboração de uma possível vacina. A proteína E1 é um peptídeo que auxilia na liberação 

dos nucleocapsídeos no citoplasma, facilita a entrada do vírus na célula hospedeira. Os vírus 

maduros saem das células infectadas por meio de exocitose por meio de pontos 

heterodiméricos das proteínas E2 e E1 (SCHWARTZ; ALBERT. 2010. TANABE et al. 2018. 

REMENYI et al. 2018. HAWMAN. 2017. Weaver et al. 2014. DEEBA et al. 2015).   

Cerca de dois terços do genoma desse vírus é revertido por guanilato de metila que é 

precursor do conjunto de proteínas não estruturais, referente a primeira ORF A proteína NSP1 

tem como função o tamponamento de enzimas, a NSP2 tem dois domínios para atividade de 

helicase e de protease, a NSP3 responsável pela síntese do material genético viral, e por fim, 

a NSP4 funciona como RNA polimerase. Já a segunda ORF tem um terço do genoma e 

corresponde a proteínas estruturais que são, como já ditas, as glicoproteínas E1 e E2, 

capsídica e E3 e 6K (peptídeos pequenos) (ABERE et al. 2012. DEEBA et al. 2015). 

Os dados referentes aos casos de febre chikungunya são baseados por sintomas, em 

sua maioria, e por diagnóstico laboratorial. Quando se trata de diagnóstico laboratorial, 
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geralmente, se faz o isolamento viral em cultura de células para realização de PCR em tempo 

real e detecção por anticorpos, como em ensaio imunoenzimático e imunoflorescência 

indireta. Sabe-se que, por não haver anticorpos específicos para chikungunya, e devido à 

similaridade com as demais arboviroses (dengue e zika), muitos diagnósticos se ficam 

inacabados, devido a reação cruzada (DEEBA et al. 2015. CAMARA. 2016). Sabe-se os métodos 

laboratoriais para o diagnóstico dessa virose muitas vezes não são usados pelo fato de 

carência financeira da população, devido essas limitações, muitos laudos clínicos são dados 

com inconclusivos. A dinâmica do material genético CHIKV, a reação cruzada e as condições 

financeiras da população, mostram-se como barreiras, fazendo-se necessário a criação um 

diagnóstico rápido específico e acessível, e vacina (CAMARA, 2016. FAUCI; MORENS, 2012. 

PERPETUA et al., 2016). 

Ao decorrer dos anos, o CHIKV sofreu mutações nas proteínas estruturais E1 e E2 que, 

por sua vez, ocasionou em consequências. A glicoproteína E1 teve alteração na porção 226, 

fazendo que o aminoácido alanina fosse trocado por valina, e devido a essa nova conformação 

estrutural, novos casos dessa doença foram aparecendo, em meados de 2006. Outra mutação 

muito significante foi na proteína E2, onde o aminoácido na posição 252 foi convertido de 

lisina (K252) para glutamina (Q252), e a partir dessa condição, a interação anticorpo-antígeno 

foi muito maior, tornando o principal alvo da célula de defesa (PARDO et al. 2016. 

MAHENDRADAS; AVADHANI; SHETTY, 2013. KAM et al, 2012).  

Estratégias biotecnologias são muito utilizadas para pesquisas de cunho científico. O 

baculovírus é um vírus que apresenta interação somente com receptores celulares de insetos. 

Faz parte da família Baculoviridae, tem cerca 80 a 200 mil pares de base, 25 genes ortologos, 

apresenta capsídeo em forma de bastonete. Esse vírus possui dois diferentes fenótipos: 

budded virus (BV) e oclusion-derived virus (ODV). O fenótipo BV é o vírus extracelular que 

causa a infecção de células do mesmo organismo (infecção sistémica). Já o ODV, é 

caracterizado pela oclusão dos vírions, ou seja, apresenta uma camada proteína que protege 

do ambiente externo para proliferação em depois organismos. É uma ferramenta usada para 

expressão de proteínas heterólogas, e estudos apontam como possível vetor de terapia 

gênica. Além de seu manuseio em prol da saúde humana, é também muito usado, no controle 

biológico de pragas (HOFMANN et al.1995. NAIK et al. 2018. ROHRMANN, 2011. JE et al. 

2003).  
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3 Materiais e métodos  

 

 O estudo foi realizado no laboratório de Virologia e Biologia Molecular do Instituo de 

Biologia – IB na Universidade de Brasília (UnB) sob orientação do Profº Titular Dr. Bergmann 

Morais Ribeiro, Profª Dra Anabele de Azevedo Lima e colaboradores. O projeto foi 

financiamento pela Fundação de apoio à pesquisa do Distrito Federal (FAPDF), e teve 

colaboração da Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e do Centro Universitário de Brasília 

(UniCEUB).  

3.1 Células  

 Utilizou-se células de inseto IPLB-Sf21AE (VAUGHN et al., 1977), células de Spodoptera 

frugiperda, e BTI-Tn-5B1-4 (Granados et. al., 1994), células de Trichoplusia ni, mantidas em 

temperatura de 27°C no meio TC-100 (Gibco-BRL) suplementado com 10% de soro bovino 

fetal. 

3.2 Plasmídeos e Bactérias  

 A expressão dos plasmídeos construídos foi feita com bactérias Escherichia coli da 

linhagem DH10Bac (Invitrogen). Os plasmídeos utilizados foram previamente construídos e 

usados para clonar os genes de interesse. 

3.3 Isolamento e identificação do gene de interesse   

 Segundo Yiu-Wing Kam et al. (2012), as proteínas E2 (glicoproteína) e NSP3 (proteína 

não estrutural), duas das que compõem o vírus da Chikungunya, são responsáveis por 

apresentarem uma alta eficiência na produção de anticorpos. À vista disso, foram 

estabelecidas estratégias in silico para que essas regiões imunogênicas fossem sintetizadas. A 

partir da escolha das proteínas E2 e NSP3, foram desenhados oligonucleotídeos específicos 

para amplificar o fragmento de interesse, que por sua vez, foi sintetizado pela empresa IDT 

(integrated DNA technologies®). As extremidades dessa região de epítopo apresentam sítios 

para ação da enzima de restrição de NcoI, utilizada para reação de digestão e purificação do 

fragmento. Os oligonucleotídeos foram produzidos pela empresa Biomatters. 

 Foram sintetizadas três sequencias de oligonucleotídeos (CHIKV-F, CHIKV-R1 e CHIKV-

R2), sendo CHIKV-F e CHIKV-R1 referente a estratégia R1, um multiepítopos baseado na 

repetição de duas proteínas E2 e uma repetição de NSP3 (E2- E2-NSP3), e a segunda é a 

estratégia R2 que configura-se em multiepítopos com as mesmas proteínas da R1, porém com 
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três repetições de E2 e  uma de RUSSEL (E2- E2-NSP3- E2) (figura 01). Ambos apresentam 

cauda de histidina.  

 

 

 
Figura 1 - O esquema refere-se a síntese de dois genes sintéticos que codificam proteínas E2 e NSP3 

do vírus CHIKV. A estratégia R1 é um multiepítopo que contém dois epítopos oriundos do gene E2 e 

um epítopo do gene NSP3. A segunda estratégia (R2) se trata também de um multiepítopo que 

apresenta três epítopos do gene E2 e um epítopo do gene NSP3. As linhas pretas entre os epítopos 

são os linker’s de GGGSGGG. A estratégia R1 e R2 foram desenhados para amplificação dos genes 

sintéticos pela técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR).  

 

 Para amplificação do gene de interesse foi feito a técnica de PCR. A regulagem do 

termociclador foi configurada conforme as instruções dos oligonucleotídeos. Para análise da 

amplificação, as amostras foram submetidas a técnica de eletroforese com gel de agarose a 

1% e tampão TBE 0,5X e a leitura foi feita, a partir da coloração com brometo de etídeo, em 

luz UV. Todas as fases seguintes estabelecidas para ambas estratégias (R1 e R2).  

3.4 Construção do vetor para expressão de proteínas heterólogas (R1 e R2) no corpo de 

oclusão do baculovírus AcMNPV  

 Na primeira fase do estudo, o gene de cada estratégia foi amplificado e analisado em 

gel de agarose 1%, foi eluído pelo kit comercial DNA Gel Band Purification Kit (Illustra GFX PCR 

- GE Healthcare) e clonado no vetor pGEM-T easy (Promega), que apresentam genes de 

resistência a ampicilina. A reação de ligação inserto-vetor, foi feita por meio dos comandos 

conforme as instruções do fabricante (Promega), utilizado a enzima T4 DNA ligase e em uma 

proporção de 3:1 (inserto:vetor). Essa reação perdurou por 12h a 4°C. Após a reação, a ligação 

foi transformada em células DH10ß por eletroporação, permanecam em agitação por 1 horas 
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a 37°C (com meio suplementado e oxigenação para crescimento das bactérias) e plaqueada 

com ampicilina, Xgal, IPTG em LB sólido.   

A partir do crescimento das bactérias recombinantes, as colônias que apresentam 

coloração esbranquiçada, passaram por um processo de purificação de plasmídeo por meio 

do kit comercial Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) conforme 

estabelecido no protocolo do fabricante. Em seguida, o produto dessa purificação foi digerido 

pela enzima NcoI para haver a liberação o fragmento da estratégia R1 (205 pb) e estratégia 

R2 (450 pb). A confirmação veio por meio da realização de PCR utilizando os respectivos 

oligonucleotídeos e análise do gel de agarose a 1%. 

Por sequência, o produto da etapa anterior foi colocado em reação com a enzima de 

restrição NcoI e ligado ao vetor de transferência pFastBac1® (Invitrogen) e submetido a 

eletroporação em células DH10ß.  Esse vetor de transferência (pFastBac1-AMINO) tem o 

códon de terminação natural da deletado e um sítio de restrição para enzima de NcoI e 

permite que o gene de interesse se ligue a porção amino-terminal da poliedrina do 

Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) (ARAÚJO, 2012). Depois da 

ligação, as bactérias foram plaqueadas em meio LB sólido, com ampicilina e gentamicina. A 

configuração desse plasmídeo apresenta genes de resistência a ampicilina, gentamicina e 

cassetes de expressão Tn7 (marcadores de transposon bacteriano). A confirmação veio por 

meio de PCR usando os oligonucleotídeos específicos e preparados para sequenciado 

(Macrogen, Coreia do Sul).  

3.5 Construção de baculovírus recombinantes contendo regiões do CHIKV 

 Os vetores de transferência com os genes de interesse foram introduzidos em células 

DH10-Bac (invitrogen) que contém o bacmídeo, genoma do baculovírus AcMNPV sem o gene 

da poliedrina. Durante essa reação, por meio de choque elétrico, houve a transposição dos 

genes multiepítopos para a região de Tn7 (lócus da poliedrina). As colônias que apresentam 

coloração esbranquiçada (o gene lacZ foi interrompido) foram coletadas e colocadas em meio 

líquido de LB com canamicina, gentamicina e tetraciclina, e permaneceu em agitação por 12 

horas. A extração do DNA plasmidial foi feita por meio de lise alcalina como dito no manual 

do kit Bac-to-Bac (Invitrogen).. Para confirmação, foi feita PCR com os primes M13R 5’-

AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3’, M13F 5’CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3’ e CHIKV-F, 

sendo estes os oligonucleotídeos aconselhado pela Invitrogen. Os vírus recombinantes foram 

isolados conforme o manual do kit Bac-to-Bac determinou (Invitrogen).  
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3.6. Purificação de proteínas recombinantes e análise da expressão das proteínas do vírus 

da CHIKV por SDS-PAGE e Western-blot. 

O vírus recombinante com o multiepítopo de CHIKV fusionado a genes do AcMNPVf 

foi encapsulado por lipossomos artificiais após lavagens com SDS 0.5% para purificar 

(Cellfectin II, INVITROGEN). Esse produto foi transfectado em cultura de BTI-Tn-5B1-4 e 

mantido a 27°C. (Granados et. al., 1994). Com 72 horas pós infecção, as células foram 

coletadas, centrifugadas por 5 minutos a 7000 rpm e passadas com Triton 0,25% para ter 

como produto a purificação dos poliedros. Foi feito o gel de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE) 

para analisar a marcação proteica, e para tal técnica foi usado solução de 40% de metanol, 

10% de ácido acético e Comassie blue 0,1%, submetidos a 16 horas com leve agitação para 

corar. Foi descorado em solução de 40% de metanol e 10% de ácido acético por 2 horas, sob 

leve agitação. Por seguinte, foi realizado a técnica de Western-blot (Hampton et al. (1990), 

onde as proteínas foram transferidas com o aparato de transferência da Bio-Rad (Trans-Blot® 

SD – Semi Dry Transfer Cell, para transferência semi-seca) para membrana de PVDF (Millipore) 

seguindo o protocolo do fabricante e com tampão de transferência (25mM de Tris; 192 mM 

glicina; 20% metanol, pH 8,2). A membrana foi bloqueada com 3% de albumina e PBS 1X por 

16 h, que por sua vez, foi processada e revelada usando o Kit Western Breeze® Chromogenic 

Imunodetection Protocol (Invitrogen), conforme protocolo fornecido pelo fabricante. Usou-

se anti-histidina no processo da técnica de Western-blot.  A purificação das proteínas foi feita 

pelo gradiente de sacarose usando 5 ml para cada fase, sendo 5 ml da amostra com as 

proteínas, e mais 5 concentrações de sacarose a porcentagens diferentes, com a maior 

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

 

4 Resultados  

4.1 Resultados da estratégia R1  

Como proposto, o inserto R1 foi amplificado através do uso dos oligonucleotídeos 

(CHIKV-R1 e CHIKV-F), submetido a um gel de agarose 1% por meio da técnica de eletroforese, 

e por consequência, apresentou a banda específica de R1 que se aproximava de 205 pares de 

base (pb) (figura 2).   
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 Figura 2 - Confirmação do inserto R1 com o tamanho de 205 pb em gel de agarose 1%, sendo 

o poço M referente ao marcador molecular 1kb DNA ladder (Promega) e o poço A representando a 

amostra amplificada por PCR. Fonte: foto feita por Dyéferson Guimarães (2018) e esquema pela 

autora (2019). 

 

Posteriormente, o produto da amplificação foi ligado ao vetor pGEM-T easy e 

transformado, a partir a cepa de E. coli DH10ß, em clones de interesse. Os clones foram 

comprovados através do gel de agarose 1% que exibiu uma banda referente a 3.220 pb e 

outra banda para comprar com a primeira, no intuito de confirmação. Essa segunda banda 

correspondente ao vetor linearizado por causa a enzima de digestão NcoI e apresentou cerca 

de 3.015 pb (figura 3).  Após a confirmação da clonagem como visualizado no gel (figura 3), 

foi utilizado o a enzima de restrição NcoI para digerir e liberar o fragmento 3015 pb.   

 

Figura 3 - Gel de agarose 1% onde M é o marcador molecular 1 kb DNA ladder (Promega), A é o poço 

é referente ao plasmídeo comercial fusionado ao inserto de interesse (R1) correspodendo a 3220, e o 

poço B é o vetor digerido pela enzima de restrição NcoI com cerca de 3015 pb. Fonte: foto feita por 

Dyéferson Guimarães (2018) e esquema pela autora (2019). 
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 O produto do de interesse, o gene sintético do R1, foi retirado do plasmídeo 

recombinante e passado para o vetor de transmissão pFast-Amino, que por sua vez, foi 

clonado com sucesso e apareceu no gel de agarose após a realização da técnica. A visualização 

da banda ficou próximo de 991 pb (figura 4).  

 

Figura 4 - Registro do gel de agarose 1% referente a ligação entre o pFast-AMINO com o inserto R1, 

com o poço M sendo o marcador molecular 1kb DNA ladder (Promega) e o poço A correspondente a 

amostra vinda da amplificação por PCR com a banda de 991 pb. Fonte: foto feita por Dyéferson 

Guimarães (2018) e esquema pela autora (2019). 

 

Uma das primeiras etapas para confirmação dos clones é a coloração esbranquiçada 

das colônias, visto que há uma interrupção do gene lacZ, com o uso dos antibióticos já citados. 

Depois dessa análise, a confirmação mais exata foi feita por meio da reação de PCR, utilizando 

os oligonucleotídeos M13 e CHIKV-F. Esses oligonucleotídeos, após a amplificação, nos mostra 

o sucesso da transposição das regiões alvo da bactéria para o bacmídeo recombinante (figura 

5).  

 

Figura 5 - O gel de agarose 1% nos mostra que as respectivas amostras ( A1, A2, A3, A4 e A5) tiveram 

resultados satisfatórios, visto que, teve a amplificação com os oligonucleotídeos M13 apontou o 
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fragmento na altura de 1900 pb, como proposto no protocolo do fabricante, e a banda de 550 pb 

referente ao oligonucleotídeos CHIKV-F. O DNA que amplificou na região de 300 pb se refere as 

colônias que não aderiram o inserto R1, e o poço M é referente ao marcador molecular 1kb DNA 

ladder (Promega). Fonte: foto feita por Dyéferson Guimarães (2018) e esquema pela autora (2019). 

 

 Os bacmídeos recombinantes foram purificados após a análise da amplificação do 

fragmento pela técnica de PCR, como mostrado na figura 4, por um kit já mencionado 

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

inseto BTI-Tn-5B1-4 para a visualização e o acompanhamento o processo citopatológico por 

72h. Essa perspectiva nos mostra a evolução da infecção das partículas virais com 24 h.p.i., 

48 h.p.i. e 72 h.p.i., sendo que, na última visualização, os poliedros estavam notoriamente 

visíveis e diferenciáveis de formação de massa proteica (figura 6). 

 

Figura 6 - Foto de microscopía eletrônica das células de Trichoplusia ni infectadas com o baculovírus 

recombiante, sendo A referindo-se a 24 h.p.i, o B a 48 h.p.i e C 72 h.p.i. Fonte: Dyéferson Guimarães 

(2018). 

 

Após a obtenção dos poliedros, resultado da infecção dos vírus recombinantes nas 

células de inseto, estes apresentaram o tamanho de 37 kDa como o esperado. Essas proteínas 

recombinantes foram submetidas ao processo de eletroforese em poliacrilamida a 12% (SDS-

PAGE) para analisadas conforme o número de horas após a infecção (figura 7).  
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Figura 7 - Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) apresenta as seguintes marcações: M referente ao 

marcador de peso molecular, A correspondente ao Mock de extrato de células de BTI-Tn-5B1-4 não 

infectadas, B são as células BTI-Tn-5B1-4 infectadas com AcMNPV selvagem, C é referente as células 

BTI-Tn-5B1-4 infectadas com AcMNPV fusionado com o pFast-Amino, D configura-se pela fusão do 

fragmento R1 mais a poliedrina com 24 h.p.i., E configura-se pela fusão do fragmento R1 mais a 

poliedrina com 48 h.p.i., F configura-se pela fusão do fragmento R1 mais a poliedrina com 72 h.p.i. Os 

poços das amostras E e F apresentam o tamanho de 37 kDa. No caso dos poços B e C, não foi possível 

a visualização das proteínas, pois foram perdidas na fase de semi-purificação. Fonte: foto feita por 

Dyéferson Guimarães (2018) e esquema pela autora (2019). 

 

Essas proteínas foram transferidas membrana de nitrocelulose para realização 

Western blot, que acrescentado imuno marcadores de anti-histidina e anti-mouse. Mediante 

a isso, foi confirmada a expressão de proteínas heterólogas em células infectadas (figura 8). 

 

Figura 8 - Técnica de Western blot com os anticorpos (anti-histidina e anti-mouse), sendo M referente 

ao marcador de peso molecular, A é o controle de células BTI-Tn-5B1-4 infectadas com AcMNPV 

selvagem com o tamanho de 29 kDa, B representa a purificação dos poliedros fusionadas ao fragmento 

R1 com 24 h.p.i, C  representa a purificação dos poliedros fusionadas ao fragmento R1 com 48 h.p.i, D 

representa a purificação dos poliedros fusionadas ao fragmento R1 com 72 h.p.i. Tanto o poço C e D 

apresentam o mesmo tamanho em kDa, sendo ele de 37 kDa. Fonte: foto feita por Dyéferson 

Guimarães (2018) e esquema pela autora (2019). 

 

 Por meio da microscopia eletrônica de varredura, e referente a análise comparativa 

entre poliedros fusionados a proteína interesse e os poliedros fusionados ao vetor pFast-

Amino, podemos afirmar que os cristais proteicos apresentam uma diferença morfológica 

mesmo que o tamanho molecular seja semelhante. Dentre as diferenças, nota-se que os 

cristais recombinantes são menores e formam grumos proteicos, ao mesmo tempo que, os 

cristais fusionados com o pFast-Amino formam uma configuração bem definidas e não 

apresentam grumos (figura 9). 
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Figura 9 - Foto dos cristais de proteína de baculivírus recombinate, sendo A cristais de poliedros 

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

R1. As fotos feitas por microscopia eletrônica de varredura. Fonte Dyéferson Guimarães (2018). 

 

3.2 Resultados da estratégia R2  

O inserto R2 foi amplificado através do uso dos oligonucleotídeos (CHIKV-R2 e CHIKV-

F), submetido a um gel de agarose 1% por meio da técnica de eletroforese, e por 

consequência, apresentou a banda específica de R1 que estava próximo de 450 pares de base 

(figura 10). 

 

Figura 10 - Gel de agarose 1% confirmando o inserto R2 com o tamanho de 450 pb, sendo o poço M 

referente ao marcador molecular 1kb Plus DNA Ladder (Promega) e o poço A representando a amostra 

amplificada por PCR. Fonte: elaborado pela autora (2019). 

 

 Em seguida, o resulto da amplificação foi ligado ao vetor pGEM-T easy e transformado, 

a partir a cepa de E. coli DH10ß por meio de eletroporação. Porém, e depois de algumas 

tentativas, ainda não conseguimos a primeira etapa de clonagem, e por isso, mandamos 

sequenciar para saber se há algum erro com o fragmento R2.  
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5 Discussão  

 

A febre Chikungunya ganhou um enorme enfoque no Brasil depois do surto em 2016. 

Vários casos de alphavírus foram diagnosticados, sem mencionar os enfermos não descritos 

ou sinalizados com a doenças, além dos testes usados darem reação cruzada, interferindo no 

diagnóstico preciso. Com isso, é de suma importância que seja desenvolvido de métodos de 

diagnóstico rápido e eficiente para identificação e benefício da população brasileira e dos 

países que sofrem com essa arbovirose. Os diagnósticos que apresentam precisão nos 

fornecem margem para tomar medidas assertivas e traçar um plano para diminuição da 

doença. Sendo assim, e a partir dessa perspectiva, o presente trabalho visou a expressão de 

glicoproteínas de vírus de Chikungunya a partir de células de inseto - baculovírus - para que 

essas possam servir de insumo para futuros estudos envolvendo vacina e/ ou diagnóstico 

rápido (FAUCI; MORENS, 2012. HONÓRIO, 2015. Strauss; Strauss, 1994. WEAVER, 2014). 

            A estratégia do trabalho foi levado em conta os resultados abordados no estudo de 

Kam (2012), Weber (2017) e Bhatnagar (2015), sobre o papel da proteína E2 e NSP3 na 

infecção viral do CHIKV, onde uma é responsável pela entrada do vírus na células e outra que 

persiste por mais tempo no meio citoplasmático, sendo peça chave na transcrição viral. Dessa 

forma, duas estratégias foram traçadas afim de obter, como produto final, proteínas quimeras 

que são responsáveis pela acentuação da resposta imune. Assim, os oligonucleotídeos 

sintetizados foram usados para amplificação dos genes de interesse que produziram a 

proteína algo.  

            O cromossomo artificial de bactérias (BAC) é hoje uma das técnicas mais usadas para 

clonagem de proteínas recombinantes, um eficiente vetor para estudos de biologia 

molecular. Esses estudos começaram nos anos 70 usando a enzima ligase para fazer a ligação 

do inserto alvo no DNA bacteriano (MUYRERS, 1999). No presente estudo, foram usados o 

pGEM e o pFastBac1 para clonagem dos genes de interesse. A estratégia R1 obteve sucesso 

em todas as etapas de clonagem, porém, na estratégia R2 foi amplificada, mas ainda não foi 

possível cloná-la. No que diz respeito a estratégia R2, mesmo que o gene tenha sido 

amplificado, durante o processo, pode ter havido uma mutação determinante e incompatível 

com a replicação bacteriana, e assim, impedindo o crescimento das colônias. 

Quanto a estratégia R1, após a clonagem no pGEM e confirmação, foi usado o 

plasmídeo pFastBac1 que apresenta um gene que codifica a produção da enzima β-
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galactosidase. Esse gene é chamado de lacZ e tem um importante papel de regulação da 

expressão gênica (JUERS; MATHEWS; HUBER, 2012. RUSSEL; SAMBROOK, 2001). Visto isso, a 

fácil detecção de colônias que aderiram ou não o inserto (seleção prévia com confirmação a 

partir da PCR), já que a E. coli DH10Bac possui um gene do lacZ e geralmente só é clivado 

quando o inserto se adere ao plasmídeo. 

O pFAST-amino é um vetor comercial que apresenta promotor da poliedrina do 

AcMNPV e com isso consegue expressar proteínas heterólogas. A bactéria E. coli DH10BAC 

tem o genoma completo do baculovírus AcMNPV, logo, possui o sítio de transposição Tn7. 

Sabendo disso, há uma transposição do pFAST-amino contendo a estratégia R1 para esse sítio 

de transposição, e a partir desse processo, pode ser construído o bacmídeo recombinante 

(RIBEIRO et al., 2015).   

As proteínas usadas vêm do fracionamento por meio de eletroforese em gel de SDS-

poliacrilamida (SDS-PAGE).  A técnica de Western blot é uma técnica específica e elaborada, 

pois utiliza detecta anticorpo contra antígenos alvo, ou seja, é um procedimento para 

confirmação e quantificação da proteína alvo, de processo longo e caro. (BRUNETTE, 1981). 

Após a infecção das células de inseto com os baculovírus recombinantes, os possíveis corpos 

de oclusão foram purificados e analisados por microscopia eletrônica, SDS-PAGE e Western 

blot. Os epítopos detectados por anticorpos específicos na técnica de Western blot que, por 

sua vez, mostrou a expressão a proteína e a fusão da poliedrina na banda de 37 kDa. 

Segundo HAWMAN (2017), uma mutação no E2 (K200R) e a deleção de 3′-UTR 

contribuíram causar uma nova forma de virulência, causando um patologia mais aguda e 

crônicas. Alguns estudos mostraram que a proteína E2 é de grande relevância imunológica, 

mostram ela como um atuante unitária, mas no estudo propomos um multiepítopo com 

repetições de E2 e NSP3 tentando potencializar a resposta imunitária.  

Vários estudos apontam que o uso de baculovírus é uma ferramenta biotecnológica e 

importantíssima, que não infectam células humanas e são utilizadas como sistema de 

expressão de proteínas heterólogas, assim como, possíveis vetores para terapia gênica, e para 

expressar tais genes neles (ROHRMANN, 2011. QUEIROZ, 2017). Mediante ao exposto, os 

genes de interesse foram expressos pelo promotor polh do AcMNPV, tendo em vista que em 

outros estudos essa técnica mostrou eficiente na expressão dos genes heterólogos e, além de 

facilitar a purificação da glicoproteína recombinante em corpos de oclusão do baculovírus. 
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O baculovírus é muito utilizado como vetor de expressão em vários estudos, isso 

porque apresentam uma gama de vantagens e é configurado como um modelo simples. Essas 

vantagens são: os receptores de interação célula hospedeira e baculovírus são altamente 

específicos, tornando-o seguro; apresenta um grande potencial na hora de expressar 

proteínas heterólogas; consegue clonar fragmentos longos, além de coexpressar mais de dois 

genes; consegue expressão de proteínas complexas de eucarioto; têm promotores que 

permanecem ativos mesmo na fase tarde, e assim, não interrompe o ciclo viral; mecanismos 

simples de manipulação. A utilização desse vetor permite a troca entre o gene da poliedrina 

do baculovírus e o gene heterólogo de interesse que será expressa por meio do promotor da 

poliedrina, mas sem a formação de poliedrina. Essa troca resultará na formação dos corpos 

de oclusão, logo, acarretará na produção do vírus recombinante com epítopos específicos de 

CHIKV em baculovírus AcMNPV.  

A expressão dessas proteínas alvo nas células de inseto - expressão em eucarioto - 

proporcionam um ambiente similar às células de mamífero por apresentarem vias de 

glicosilação de proteínas, condições para que ocorra o dobramento adequado a estrutura 

proteica, oligomerização e modificações pós-transducionais. Dessa forma, as proteínas se 

tornam mais aptas e menos susceptíveis a mutação ou a falha na função proteína (MARTINS; 

FILHO. 2010. BLAKE et al. 2003). 

Algumas técnicas de diagnóstico são utilizadas para detecção do vírus Chikungunya, 

sendo elas RT-PCR (Reverse-Transcription Polymerase Chain Reaction) e o qRT-PCR (Real Time 

RT-PCR), ELISA. No caso do do ELISA, acontece de não ter a sensibilidade necessária para 

diferenciação entre as arboviroses recorrentes, isso porque essas viroses apresentam 

estruturas de reconhecimento anticorpo-antígeno similares. Se faz necessário a utilização de 

epítopos específicos para diminuir ao máximo ou anular essa similaridade, deixando 

específico o teste usado (RUSSELL et al. 2016. MOIZEIS et al. 2018). Desse modo, o presente 

estudo expressou um multiepítopo de CHIKV com intuito de aumentar a especificidade da 

glicoproteína para que, em estudos futuros, kits de diagnóstico sejam produzidos, a fim de 

resposta rápida e específica. 

Uma vacina é considerada bem-sucedida quando está ligado com a capacidade 

aumentada de resposta do sistema imune e que a memória celular perdura a longo prazo, 

além de ter efeitos colaterais mínimos. Estudos apontam que as vacinais que obtiveram maior 

sucesso foram com fragmento glicoconjugados (Kay et al. 2019). A vacina de DNA 
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recombinante dispõe de algumas vantagens:  a produção em larga escala que oferece um 

custo menor, a eficiência é maior, não de um ambiente resfriado, induz produção de resposta 

celular, não são afetados por anticorpos maternos e por ser coadministrada para 

multiepítopos de um patógeno (KANO et al. 2007.  COX, 2012). A partir da metodologia 

proposta no estudo, foram obtidos glicoproteínas de Chikungunya recombinante que em 

estudos futuros possam servir de insumo para produção de vacina. Pode ser citado ainda, a 

possibilidade de construção de um teste rápido. 

 

6 Conclusão 

 Foi estabelecido para R1 uma nova estratégia onde os epítopos específicos de 

Chikungunya fusionado a poliedrina foram expressos em AcMNPV. Essas proteínas 

recombinantes podem possibilitar, em estudos futuros, a produção de um kit de diagnostico 

rápido e um produto para produção de vacina, já que, não temos vacinas para erradicação da 

febre Chikungunya.  
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