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RESUMO

VICENTINO, Natalia. Comparacdo de expressdo de proteinas estruturais do
virus Chikungunya (CHIKV) produzido em células de inseto. 2022 37 p. Trabalho
de Conclusdo de Curso Especializacdo em Biotecnologia para Saude — Centro de
Formacdo de Recursos Humanos para o SUS/SP; Instituto Butantan, S&o Paulo,
2022.

O virus Chikungunya (CHIKV) pertence ao género Alphavirus da familia
Togaviridae e se espalhou pelos trépicos causando surtos em varios paises da
Africa, Asia, Europa e América. A transmissdo para humanos é promovida por
mosquitos do género Aedes, abundantes no Brasil. A febre de Chikungunya
manifesta-se primeiro como um estagio agudo de inflamacao e doenca febril, a qual
pode evoluir para um estagio crbnico de artrite. Com o crescimento urbano
acelerado e a globalizagédo, se vé a necessidade da realizagdo de estudos para o
controle e prevencéao da infeccédo pelo CHIKV, uma vez que ndo existem vacinas ou
antivirais contra este arbovirus. A abordagem deste trabalho compreende a
adaptacao celular de células recombinantes de inseto em meio de cultura livre de
soro fetal bovino com intuito da expressao das proteinas imunogénicas do CHIKV.
Foram avaliados os parametros cinéticos das células S2-CHIKV-Hy em dois
diferentes meios de cultura e a expressdao das proteinas de CHIKV. As células
recombinantes foram cultivadas em 2 diferentes meios de cultura : EX-Cell™ 420 e
SF900Ill. Para isso, as células cultivadas em SF900Ill foram adaptadas em meio EX-
Cell™ 420 , pelo aumento semanal de uma fracdo de 10 % do meio de cultura final,
sendo adicionada ao meio de cultura SF900IlIl, no qual as células estavam
crescendo originalmente. Apés a adaptacio atingir 100% de meio EX-Cell™ 420, as
células foram inoculadas em 20 mL de meio e levadas a indu¢&o por CuSO4 e a
cinética de crescimento celular foi monitorada diariamente pela analise do
crescimento, no qual conclui-se que as células cresceram de maneira similar em
ambos os meios utilizados. A analise de expressao das proteinas de CHIKV devera

ser realizada posteriormente.

Palavras-chave: Células S2. Chikungunya. Meio de cultura. Livre de soro fetal

bovino
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1.INTRODUCAO

Evidéncias apontam que a primeira vacina surgiu na China no século X e era
bem diferente da qual estamos acostumados a utilizar, pois 0s chineses
empregavam a inoculacdo de variola, transformavam cascas de feridas em um po6
contendo o virus ja inativo, e espalhavam nos ferimentos das pessoas ja
contaminadas, esse meétodo ficou conhecido como variolagdo, o procedimento
também era praticado na Africa e na Turquia e depois se espalhou pela Europa e
pelas Américas (BATUHAN, 2021; BUTANTAN, 2021).

Alguns séculos depois, no ano de 1796, com as pesquisas do meédico inglés
Edward Jenner as vacinas passaram a ser semelhantes as atuais. Ao perceber que
moradores de areas rurais que haviam contraido cowpox, uma doenca semelhante a
variola, ndo ficavam doentes com a variola humana, Jenner fez um experimento e
aplicou em um menino chamado James Phipps de oito anos, uma pequena dose de
variola bovina. O garoto ficou doente, mas manifestou uma forma branda da doencga.
Apé6s sua recuperacao, Jenner introduziu na crianca o virus da doenca humana em
sua forma mais fatal, retirado de uma ordenhadeira. O menino, jA imune, néo
desenvolveu a variola. A palavra “vacina” vem de “vacca”, justamente pelo contexto
historico (BUTANTAN, 2021; SARAIVA; DE FARIA, 2019).

A vacinacgdo € a melhor forma de erradicar doencgas e conter a propagacao
de microrganismos nocivos a saude, é o motivo pelo qual diversas doencgas graves e
sem cura estao hoje sob controle ou foram extintas, por isso é necessario sempre o
incentivo as pesquisas para novas vacinas para diferentes doencas (BUTANTAN,
2021). Algumas doencgas, no entanto, sdo negligenciadas devido a estarem situadas
em paises mais pobres e subdesenvolvidos como é o caso da febre do Chikungunya
e isso ocasiona um desinteresse, falta de incentivo e lentiddo em se descobrir e

produzir vacinas e antivirais.
1.1 Chikungunya

O virus Chikungunya (CHIKV) tem um genoma de cadeia simples de RNA,
pertence ao género Alphavirus da familia_Togaviridae, do mesmo género dos


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/chikungunya-virus
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/alphavirus
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/togaviridae

13

arbovirus Mayaro e Ross River. O virus foi detectado pela primeira vez em 1952 na
Africa no Planalto Makonde, onde deram o nome Chikungunya que significa, 'aquele
gue € contorcido’, pois as dores fortes nas articulagbes causadas pela doenca fazem
os infetados se contorcerem (CEROL, 2020; SUHANA et al., 2019; TAUIL, 2014).

O vetor do Chikungunya sdo mosquitos do género Aedes, sendo A. aegypti e
A. albopictus os principais transmissores que estdo presentes nos tropicos e
subtropicos; o segundo também se encontra em zonas temperadas do globo, com
potencial de causar surtos em zonas atualmente ndo endémicas. Apenas o0s
mosquitos fémea transmite a doencga para humanos e animais, pois € necessario se
alimentarem de sangue para a producédo de ovos, no entanto machos podem fazer
transmisséo transovariana do virus indiretamente e, também, podem transmitir para
as fémeas durante o acasalamento. Suas atividades sdo mais frequentes no turno
diurno, mas podendo estar presente a noite, a reproducdo depende de locais que
contenham &aguas paradas, como vasos de plantas, folhagem e recipiente, assim,
devido a essas condi¢cBes o0 virus esta associado a sanidades e periodos chuvosos
(CEROL, 2020; ROUGERON et al., 2015).

O ciclo de transmisséo para o CHIKV pode ser o ciclo silvestre (figura 1),
documentado nas zonas mais rurais de Africa e da Asia. Este ciclo realiza-se entre
macacos e pequenos mamiferos, e em mosquitos do género Aedes,
ocasionalmente, o virus pode passar para a populacdo humana se houverem
atividades que impliguem a proximidade com o ambiente silvestre. O segundo ciclo é
o urbano, ocorre habitualmente em areas urbanas de grande densidade
populacional, de forma a manter o ciclo mosquito-humano-mosquito, esse ultimo
esta indiretamente ligado a globalizacdo, mudangas climaticas e o aumento de
viagens internacionais por pessoas potencialmente infectadas e a crescente
disponibilidade geografica de vetores competentes. Estes novos cenarios criaram
condicBes para a introducao e disseminacdo de Chikungunya para areas que antes
nao eram endémicas, ou seja, sdo transmissdes autoctones (CEROL, 2020; KHAN
et al., 2014; TAUIL, 2014).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/plateaus
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Figura 1 - Ciclo de transmisséo silvestre e urbana do virus Chikungunya
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Fonte: FERNANDEZ; NAVARRO, 2015

No Brasil a febre do CHIKV foi confirmada no estado do Amapa em
setembro de 2014 e logo em seguida na Bahia. Ainda em um curto periodo foram
notificados casos da doenca em varios estados do Brasil. Entre os anos de 2014 a
2016 teve um elevado numero de casos suspeitos, no entanto embora tenha
acontecido esse aumento de infeccdo, se comparada a outros paises da América

Central os numeros foram bem menores do que o esperado (SILVA et al., 2018).
1.2 Manifestacdes Clinicas

A infeccdo pelo CHIKV assemelha-se com a da dengue, o seu periodo de
incubacado varia de 1 a 12 dias, com inicio abrupto de febre alta, dores agudas e
persistentes nas articulacoes, cefaleia, fotofobia, mialgia e erup¢cdo maculopapular.
Em média 25% das pessoas infectadas sdo assintomaticas, e a poliartralgia
caracteriza casos sintomaticos, os sintomas mais agudos da infeccdo viral se
resolvem em torno de 7 a 15 dias, no entanto em 10 a 12% dos casos as dores nas
articulagcbes podem durar meses ou anos, com ou sem febre, sendo caracterizada
por uma fase crénica (LAERTE; JUNIOR, 2014; TAUIL, 2014).

Os trés sintomas que caracterizam a doenca séo febre alta, erupcdo e dor

nas articulacbes, normalmente, a erupcdo é maculopapular e eritematosa, sendo
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distribuida na face, membros e tronco. A febre Chikungunya é bilateral caracterizada
pelo inchaco nos punhos e tornozelos, podendo atingir as articulagées dos joelhos e
cotovelos como mostrado na figura 2, nos primeiros dias da doenca ocorre a
presengca da artralgia e gradualmente em poucos dias desenvolve artrites
(CAMPOS, 2015; POWERS; LOGUE, 2007).

Figura 2 - Reumatismo associado a Chikungunya.

Fonte: POWERS; LOGUE, 2007
(A) Poliartrite nos punhos e dedos de paciente infectado por CHIKV.(B) Incha¢o no tornozelo.

Em criangas o quadro clinico é diferente e as manifestacdes hematologicas
sdo menos frequentes, no entanto elas fazem parte do grupo de alto risco com
manifestacfes severas e muitas vezes atipicas, possuem uma alta taxa de sintomas
dermatoldgicos, podendo destacar a hiperpigmentacdo, eritema generalizado e
edema maculopapular e, também, complica¢cdes neuroldgicas (THIBERVILLE et al.,
2013). Pacientes com caso suspeito de Chikungunya podem néo apresentar febre e
dor articular, esses casos sdo classificados como manifestacfes atipicas. Esses
sintomas acontecem devido a resposta imunoldgica, efeitos diretos do virus ou pela
toxicidade de medicamentos (BRASIL, 2017).

O grupo de risco das manifestacdes atipicas sdo pacientes com doencas
preexistentes como diabéticos, asmaticos, hipertensos dentre outros, recém
nascidos, gestantes e idosos também se encaixam no quadro de risco para
doenca(CAMPOS, 2015).

Gestantes estdo grupo de risco para o virus Chikungunya pois podem
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ocorrer casos de aborto, além de transmissao vertical, situacdo na qual a mae é
infectada pelo virus durante o periodo gestacional e pode passar para o recém-
nascido via transplacentaria. Os recém-nascidos infectados manifestam febre alta,
falta de apetite, edema distal, manifestagbes cutaneas, convulsdes,
meningoencefalite e anormalidades ecocardiograficas (BRASIL, 2017; CAMPOS,
2015).

1.3 Tratamento

N&o existe um antiviral especifico para Chikungunya e ndo ha registro de
uma vacina no mercado, a terapia utilizada é de suporte sintomatico, hidratacdo e
repouso, sendo o ultimo, um fator protetor para evitar evolugcéo para fase subaguda.
Recomenda-se compressas frias como medida analgésica nas articulagcbes
acometidas de 4 em 4 horas por 20 minutos (THEES, 2017).

O tratamento é sintomatico e tem a utilizacdo de analgésicos, no entanto os
anti-inflamatorios ndo esteroides e a aspirina ndo devem ser utilizados na fase
aguda da doenca, devido ao risco de complicacdes renais e de sangramento. Ja os
usos de corticoide sao indicados nas fases subaguda ou cronica com dores
moderadas a intensa, no entanto seu uso é por pouco tempo e em caso de maior
duracdo deve-se atentar ao efeito rebote que pode gerar com seu uso (CAMPOS,
2015; THEES, 2017).

Existem muitos estudos para o desenvolvimento de uma vacina para
controlar e erradicar o virus CHIKV, porém sua produgdo comercial ainda nao
aconteceu e nao parece ser prioridade pois a taxa de mortalidade do virus ainda é
baixa. Portanto, medidas ambientais e protecédo pessoal sdo passos necessarios no
controle desta doenca. Dentre os estudos publicados destaca-se uma vacina que
usa particulas semelhantes ao virus, também chamadas de VLPs, e esta pode ser a
estratégia que vai estimular a produgdo dos anticorpos que irdo neutralizar o virus e
controlar a sua disseminacdo (CAMPOS, 2015; KUCHARZ; CEBULA-BYRSKA,
2012; SEBASTIAN; LODHA; KABRA, 2009).

1.4 Prevencéo

A prevencdo se deve por acdes de controle dos mosquitos, ndo deixar
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possiveis criadouros com agua parada, como vasos de plantas, pneus dentre outros
objetos e intensificar a fiscalizacdo em parques, escolas e construcfes. Para evitar
infecgbes do virus é necessario um bom sistema sanitario e coletivo, por isso além

de fiscalizar € importante a cobranca de 6rgdos publicos para que ocorra essa

fiscalizagdo, principalmente em épocas de grandes periodos chuvosos.

Para a protecéo individual deve-se usar repelente prevenindo-se de picadas
de mosquito infectado e se possivel o uso de mosquiteiros principalmente para
criangcas pequenas menores de dois anos, pois nelas ndo se pode utilizar repelentes
(KUCHARZ; CEBULA-BYRSKA, 2012).

1.5 Producéo de Vacina

As vacinas sdo substancias biologicas que agem na exposicdo de
organismos aos antigenos. Antigenos, por sua vez, sdo proteinas presentes nos
microrganismos que estimulam a producéo de anticorpos no corpo humano de forma
gue este fica imunizado a uma doenca (SCHMIDELL et al., 2001). Vacinas podem
ser divididas em dois grandes grupos conforme suas caracteristicas de acdo aos
patdgenos, isto €, as vacinas de origem bacteriana e as de origem viral, porém
algumas podem ser aplicadas de uma forma combinada (HERNANDES; DEL
VALHE, 2021)

Em geral as vacinas podem ser desenvolvidas por meio de microrganismos
atenuados ou inativados, a primeira forma ocorre com 0S microrganismos vivos, mas
sem capacidade de produzir a doencga, jA na segunda forma os seres vivos sao

inativados por algum agente fisico ou quimico.

Outras estratégias para producdo de vacina podem envolver muitos
processos e inumeros insumos S8o necessarios. Algumas variaveis de processos
sdo importantes para a eficacia da producédo, como a temperatura de cultivo dos
microrganismos, meio de cultura, volume e o pH, as variaveis mudam de acordo com
a vacina que se tem interesse, bem como as etapas de purificacdo do
antigeno(BOUSADA; PEREIRA, 2017; HERNANDES; DEL VALHE, 2021;
SCHMIDELL et al., 2001; SILVA et al., 2020).

1.6 Vacinas VLP
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As vacinas de VLP consistem em proteinas estruturais virais automontadas
gue mimetizam a conformacdo do virus do tipo selvagem. Ao exibir epitopos
antigénicos que se assemelham ao virus do tipo selvagem em uma exibicdo de alta
densidade, as vacinas de VLP sdo imunogénicas e induzem titulos de anticorpos
altamente neutralizantes(HERNANDES; DEL VALHE, 2021).

Os VLPs fornecem um perfil de seguranca aprimorado, pois sdo construcdes
ndo replicantes e nao infecciosas. Como o0 virus vivo ndo € usado na fabricagéo,
nem a atenuagdo viral nem a inativagao viral sdo necessérias durante a producdo da
vacina, e isso também permite a fabricacdo de baixa contencdo (AKAHATA et al.,
2010; SILVA et al., 2020).

O processo de fabricagcdo das vacinas com VLP é complexo, necessita se
empregar um sistema de expressao para a producdo  da vacina VLP que depende
do tipo de virus que sera trabalhado, assim como dos requisitos de dobramento de
proteinas e modificagdes pos tradugdo. Existem diversos sistemas para a expressao
das seguintes subunidades: bactéria, leveduras, células mamarias, células de
plantas e células de insetos (FUENMAYOR; GODIA; CERVERA, 2017;
HERNANDES; DEL VALHE, 2021; ROLDAO et al., 2014).

O sistema baculovirus células de insetos que € dividido em duas fases,
infeccdo e producdo € um método rapido e facil, o que o torna adequado para a
producdo de vacinas contra virus cuja proteina de superficie varia a cada surto
(ROLDAO et al., 2014)

1.7 Vacinas de subunidades

Vacina de subunidade € aquela que usa apenas os fragmentos antigénicos
de um microrganismo que melhor estimulam uma resposta imune(ANDRADE et al.,
2021; FERRAZ, 2021; WHO, 2021).

A producdo de vacinas a base de subunidades proteicas exige tecnologia
sofisticada, pois envolve organismos vivos, como bactérias e leveduras, que
requerem condi¢cdes especiais para o cultivo afim de evitar a contaminagdo com

outros organismos durante o processo de producdo(FERRAZ, 2021).
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As vacinas de subunidades produzidas por técnicas de engenharia genética,
onde outros microrganismos sdo programados para produzir a fragcdo antigénica
desejada, sdo chamadas de vacinas recombinantes. As vacinas de subunidades séo
inerentemente mais seguras porque ndo se podem reproduzir no receptor. Elas
também contém pouco ou nenhum material estranho e por isso tendem a produzir
menos efeitos adversos (ANDRADE et al., 2021)

1.8 Vacinas de acidos nucleicos

As vacinas de acido nucleicos ou vacinas de DNA estdo entre as vacinas
mais modernas e promissoras contra uma variedade de patdgenos para 0s quais 0s
métodos convencionais ndo tém sido eficientes. Vacinas de DNA séo capazes de
induzir resposta imune humoral e celular, sem a necessidade de microrganismos
vivos (ANDRADE et al., 2021)

Ao contrario das abordagens vacinais que usam um microrganismo inteiro
enfraquecido, morto ou partes, uma vacina de acido nucleico usa apenas uma sec¢ao
de material genético que fornece as instrucbes para proteinas especificas(WHO,
2021).

DNA e RNA séo as instrucbes que nossas ceélulas usam para fazer
proteinas. Uma vacina de &cido nucleico fornece um conjunto especifico de
instrucdes as nossas células, seja como DNA ou mRNA, para que elas facam a
proteina especifica que queremos que nosso sistema imunologico reconheca e
responda(MANCEBO et al., 2016; WHO, 2021).

2.0OBJETIVOS

Este trabalho visa a comparacdo de expressdo de proteinas estruturais do
virus Chikungunya produzidas em células de inseto S2 recombinantes (Drosophila
melanogaster Schneider 2), cultivadas em dois meios de culturas livres de soro fetal

bovino e proteina animal
2.1 Objetivos Especificos

° Adaptacio do cultivo das células S2-CHIKV-Hy em meio EX-Cell™ 420
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° Estudo da cinética de crescimento e a expressdo das proteinas de
Chikungunya em células S2-CHIKV-Hy cultivadas em 2 meios livres de Soro fetal

bovino.
3. METODOLOGIA

3.1 Cultura de células S2 (Drosophila melanogaster Schneider 2) e S2-CHIKV-
Hy

As linhagens de células Drosophila melanogaster Schneider 2 selvagem (S2)
e S2 recombinante (S2 CHIKV-Hy) foram obtidas no Laboratério de Biotecnologia

Viral do Instituto Butantan.

As células estavam congeladas em uma concentracdo de 107 cel/mL, em
meio de congelamento (50% de SFB- soro fetal bovino, 40% de SF900™ Il SFM
(Gibco™), 10% de DMSO (Dimetilsulfoxido)).

Apés a retirada dos criotubos contendo as células S2 CHIKV-Hy e S2
selvagem do nitrogénio liquido, esses foram descongelados a temperatura ambiente
e depois transferidos para dois frascos do tipo T 25 cm? contendo 4mL de meio de
cultura SF900™ 111 SFM (Gibco™) cada e, posteriormente, colocados em uma estufa
de cultivo com a temperatura de 28°C. Depois de 24 horas, ocorreu adesao celular
nos frascos de cultivos e ocorreram as trocas de meio para um meio de cultura

fresco e as células voltaram a ser mantidas na temperatura 28°C.
3.2 Adaptacdo ao meio de cultura EX-CellTM 420 — Insect Serum- Free Medium

Para adaptacdo das células do meio de cultura SF900™ 11 SFM (Gibco™)
para EX-Cell™ 420, foi necessério fazer um cultivo gradativo, onde no primeiro
momento apds a contagem das células S2 CHIKV-Hy, transferiu-se 1,50 mL de meio
condicionado em um novo frasco T de mesmo volume que o anterior, adicionou-se
1,75 mL de meio novo e mais 1,75 de meio EX-Cell™ 420, contabilizando assim 50%

de cada meio e iniciando o processo de adaptacéao.

Depois de estar com 50% de cada meio, o processo de adaptacao seguiu de
10 em 10 por cento, até chegar aos 100% de meio EX- Cell™ 420 (figura 3). Os
repiques foram feitos a cada 3 ou 4 dias, mantendo-se uma concentragcdo celular
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inicial de cerca de 8x10° células viaveis/mL.

Figura 3 - Frascos do tipo T25 cm2 no processo de adaptacdo de meio celular,
partindo de 50% de cada meio até chegar a 100% de meio EX-CellTM 420.

50% de meio 40% de meio 30% de meio
SF900™ 11 SFM SF900™ 1 SFM SF900™ 1 SFM
(Gibco™) (Gibco™) (Gibco™)
50%EX- CELL™ 60%EX- CELL™ T0%EX- CELL™
420 420 420

20% de meio 10% de meio

SF900™ 1 SFM SF900™ 1 SFM 100%EX- CELL™
(Gibco™) (Gibco™) 420

80%EX- CELL™ 90%EX- CELL™ 420

420

Fonte: Proprio autor, 2022
3.3 Determinacao da concentracéo e viabilidade celular

Os parametros de cultivo de concentracéo e viabilidade foram determinados
a partir da contagem de células em camara de Neubauer, empregando uma diluicdo
adequada da amostra em tampao fosfato salina (PBS), as células viaveis foram
guantificadas em paralelo utilizando o método de exclusdo por corante. Certos
corantes, como o azul de Tripan, ndo sdo capazes de penetrar nas membranas
intactas, e somente naquelas que tem sua permeabilidade aumentada, um efeito
associado com a perda da viabilidade (PUGLIA, 2018).

A concentracdo celular é determinada pela quantidade de células contadas
na camara de Neubauer com o fator de correcdo dos calculos de diluicdo
multiplicado por 10000 e dividido pelo numero de quadrantes contabilizados,
resultando em o numero de células por mililitro de suspensdo (céls/mL). Ja a
viabilidade celular foi determinada pela razéo entre o numero de células viaveis por

namero de células totais (viaveis e nao viaveis) e multiplicada por 100.
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3.4 Determinacdo da curva de crescimento celular nos diferentes meios de

cultura

Apoés a adaptacdo das células S2-CHIKV-Hy ao meio de cultura EX- Cell™
420, estudou-se a cinética de crescimento onde as células foram analisadas em
duplicatas em cada um dos meios, 0 mesmo ocorreu com as células S2 selvagens
com meio SFO00TM Il SFM (GibcoTM). Para isso, as células foram cultivadas em
frascos agitados do tipo Schott de 100 mL com volume trabalho de 20 mL. Foram
inoculadas 1x10° células/mL e submetidas a agitac&o orbital a 120 rpm, a 28 °C em
incubadora. Depois de 24h de crescimento, as células foram induzidas com 1 mM

de CuSO4 e sua contagem celular foi realizada a cada 24 horas, durante 120 horas.

Diariamente se obteve a concentracao celular (X), e a concentracdo maxima
(Xmax) no periodo analisado. Para o célculo da velocidade de crescimento celular, px,
foram obtidas regressoes lineares a partir da plotagem dos dados de LnX x Tempo
(h). Selecionando a linha de tendéncia foi observado comportamento linear, ux é
dado pelo coeficiente angular da reta aproximada. A velocidade de crescimento
calculada refere-se apenas ao periodo em que as células crescem
exponencialmente. O parametro ymx é dado pela média aritmética dos dados

coletados de px.

A taxa especifica de crescimento (1) € determinada pelo balan¢co de massa

de células com a equacéao

dXv

—— =ut
ac

Onde dXv/dt € uma variagdo de células, | a taxa especifica de crescimento
celular e Xv a concentracdo de células. Por meio da integracdo do balango descrito,

temos a equacao:
Inin (Xv) = ut

Plotando os dados do logaritmo neperiano de Xv contra o tempo, temos uma
curva de crescimento celular (In(Xv) = f(t)) que ao se linearizar, representa uma reta
durante a fase exponencial de crescimento. A taxa especifica maxima de crescimento

(umax) foi obtida através da derivagdo dessa reta para a obtengéo do
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coeficiente angular correspondente a pPmax.
3.5 Anédlise de nutrientes

As concentracdes de L-glutamina e de glutamato a partir de amostras de
sobrenadante foram medidas utilizando a reacdo de enzima acoplada e deteccéo
eletroquimica, em um YSI 2700 Select Bioanalyzer (YSI Life Sciences, Yellow
Springs, OH, EUA).

3.6 Expressédo das proteinas estruturais do CHIKV

Para a andlise de expressédo das proteinas de CHIKV, células S2-CHIKV-Hy
foram inoculadas na concentracdo 1x10° células/mL e cultivadas por 6 dias a 28°C
em frasco tipo Schott contendo 20 mL de meio de cultura, sob agitacdo de 100 rpm.
As células foram induzidas ap6s 24 horas por adicdo de 1 mM de CuSO4, e a
analise de expressédo de proteina foi feita apdés 120 horas de indugédo por Western

blotting .

Para analise, foram retiradas amostras de cada cultivo e o sobrenadante

coletado por ultracentrifugacéo e armazenado a -80°C até o momento do ensaio.
3.7 Deteccdao de proteinas em células

A analise de expressdo em amostra de célula se faz necesséario uma etapa
de lise e obtencdo de extratos celular. A liste celular foi realizada com agente
guimico RIPA (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1% NP 40 e pH 7,4), este tampéao foi
definido a partir do trabalho realizado pela Ana Lia Pradella Puglia em 2018, que
havia definido com base em trabalhos cientificos publicados para extracdo protéica

de células de inseto.

Os pellets contendo 1x10° células foram descongelados e foi adicionado 66
ML do tampéo de lise, homogeneizados por vortex por 10 segundos e incubados no
gelo por 15 minutos depois repetir mais uma vez esse processo de homogeneizacao
e incubacédo. Passado o periodo requerido as amostras foram centrifugadas a 8000

g por 30 minutos a 4 ° C.

3.8 Western blotting
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Foram montados dois géis de poliacrilamida, para a realizacdo do processo
de Western Blotting, com utilizacdo de anticorpo policlonal anti-CHIKV, conforme
tabela I. No processo destinado a analise com anticorpo policlonal foram utilizados
20 pL do pellet lisado juntamente com 5 yL de Loading Buffer 6x com -
mercaptoetanol. ApOs esse procedimento cada amostra foi aplicada em seu

respectivo gel. A corrida do gel foi realizada a 0,6 Amperes por cerca de 1,5 hora.

Apoés a corrida, o gel para Western blotting foi colocado em um aparato
especifico para realizar a transferéncia iUmida para a membrana de nitrocelulose, a
100 Amperes por cerca de 1 hora. Depois a membrana foi transferida para a solucao
de bloqueio (leite em p6 desnatado 5% em PBS 1x), e incubada por 1 hora com
agitacdo. A membrana para Western blotting foi entdo lavada duas vezes por 10
minutos com PBS 1x. Logo apos, foi adicionado o anticorpo primario diluido 1:250
em 20 mL de BSA 1%, sendo incubado overnight a 4°C. Apos esse
periodo, trés novos procedimentos de lavagem com PBS 1x foram realizados, e em
seguida adicionou-se o anticorpo secundario, diluido 1:5000 em 20 mL de BSA 1%,
sendo novamente incubado por 1 hora sob agitagdo. O mesmo procedimento de
lavagem ja descrito foi realizado novamente. A membrana foi revelada com o
reagente ECL Select, no fotodocumentador Uvitec Cambridge, com analise no

aplicativo Alliance.

Tabela 1 - Caracteristicas dos Anticorpos utilizados no ensaio de Western blotting

Anticorpos Breve descri¢céo Diluicéao
(ATCC® VR-1241AF™) 1:250
Anticorpo  Policlonal anti-  Hyperimmune ascitic fluid
CHIKV (Mouse)- N.LLH. Research
Referecence
Reagent- produzido em
camundongo
Anticorpo 1gG anti-  Anti- mouse IgG, conjugado  1:5000
camundongo - HRP HRP-horseradishperoxidase
- Invitrogen

Fonte: Proprio autor, 2022
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3.9 SDS- PAGE

Para separar a proteina de interesse foi feito dois géis de SDS -
poliacrilamida, o pellet foi lisado como descrito anteriormente e foi utilizado 20 pL da
amostra junto com 5 pL de Loading Buffer 6x com e sem 3-mercaptoetanol (primeiro

gel com e segundo gel sem)

Apb6s esse procedimento cada amostra foi aplicada em seu respectivo gel e

a corrida do gel foi realizada a 0,6 Amperes por cerca de 2 horas.

Passadas duas horas, o gel foi lavado com agua pura por 5 minutos e depois
ocorreu uma troca de &gua por mais 5 minutos. Foi preciso uma etapa de fixacao
com solugcéo de etanol a 30% e acido acético a 10% por 15 minutos e em seguida

trocado e repetido o processo por mais 15 minutos.

Em seguida o gel foi lavado com uma solugéo de etanol a 10% por 5 minutos
e repetido a etapa pelo mesmo periodo e posteriormente lavado duas vezes com
agua por 5 minutos. Foi necessario a preparacdo de uma solu¢do contendo 50uL de
Silver Stain Sensitizer ( kit Pierce™ Silver Stain da Termo Scientific) com 25mL de
agua pura para incubar o gel por 1 minuto e logo em seguida lavado duas vezes

com agua por mais um minuto.

Outra solucéo foi preparada contendo 500uL de Silver Stain Enhancer com
25 mL de Silver Stain no qual o gel foi incubado por 30 minutos, apos foi colocado a
solucdo de 500uL de Silver Stain Enhancer com 25 mL de Silver Stain Developer
até o aparecimento das bandas em seguida colocado uma solugéo de acido acético
5% como solucéo de parada e lavado duas vezes com agua por 20 segundos antes

de visualizar no fotodocumentador
4. RESULTADO

4.1 Adaptacado das células S2CHIKV-Hy ao meio de cultura EX- CellTM 420 —

Insect Serum- Free Medium

A adaptacdo das células S2-CHIKV-Hy foi gradual, inicialmente estavam
cultivadas em meio SF900™ [II SFM (Gibco™) e para ndo sofrem com a mudanca

de meio, foi necessério trés repiques antes de cada alteracdo de concentracdo de
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meio, sendo assim a cada uma semana e 4 dias ocorria uma nova etapa da
adaptacdo como mostra a figura 4, na qual cada nivel representa uma semana e 4

dias.

Figura 4 - Diagrama representativo da adaptacdo ao novo meio de cultura EX-
CellTM 420

100% SF900™ 11 SFM (Gibco™)
0% EX-CELL™ 420 - Insect Serum- Free Medium

50% SF900™ III SFM (Gibco™)
50% EX-CELL™ 420 - Insect Serum- Free Medium

40% SF900T™III SFM (Gibco™)
60% EX-CELL™ 420 - Insect Serum- Free Medium

30% SF900™III SFM (Gibco™)
70% EX-CELL™ 420 - Insect Serum- Free Medium

20% SF900™ I SFM (Gibco™)
80% EX-CELL™ 420 - Insect Serum- Free Medium

10% SF900™ III SFM (Gibco™)
90% EX-CELL™ 420 - Insect Serum- Free Medium

0% SF9O00™II SFM (Gibco™)
0% EX-CELL™ 420 - Insect Serum- Free Medium

:
:
-
:
-

Fonte: Proprio autor, 2022

O processo adaptativo ocorreu bem e foi possivel atingir o cultivo em 100%
de meio de cultura EX- Cell™ 420 — Insect Serum- Free Medium. Durante o processo
e nos cultivos subsequentes ndo foi notada nenhuma mudanca anormal na
aparéncia da célula ou na sua aderéncia, a sua concentracdo também nao sofreu
grandes impactos durante o processo. A tabela Il mostra as concentragdes celulares
das S2-CHIKV-Hy durante 15 semanas em processo de adaptacao, no qual para
cada adaptacdo foi realizado trés repiques antes de passar para proxima

concentracao de meio.
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Tabela 2- Concentracfes de células em diferentes repiques

100% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
SF900 EX- EX- EX- EX- EX- EX-
1l CELL CELL CELL CELL CELL CELL

10 69,75 x 685 x 7975 x 5475 x 60 x10° 585 x 50,75 x
B 5 5 B 5 B
Repigue 10 10 10 10 cel/mL 10 10
piq cel/mL cel/mL cel/mL cel/mL cel/mL cel/mL
20 6725 x 845 x 775 x 67,75 x 79 x10° 615 x @68 x 10°
; 10° 10° 10° 10° cel/mL 10° cel/mL
Repique cel/mL cel/mL cel/mL cel/mL cel/mL
30 6225 x 645 x 545 x 6125 x 56,25 x 465 x 49 x 10°
; 10° 10° 10° 10° 10° 10° cel/mL
SERIGUE cel/mL cel/mL cel/mL cel/mL cel/mL cel/mL

Fonte: Préprio autor, 2022

Depois do processo de adaptacao celular ter atingido 100% de meio novo,

parte da cultura celular foi congelada para a constituicdo de um banco de trabalho.
4.2 Cinética preliminar de crescimento celular

As células foram inoculadas na concentracdo de 1x10° céls/mL e colocadas
em frascos do tipo Schott de 100mL (S2 selvagem e S2 CHIKV-Hy). As células
recombinantes foram cultivadas em meio SF900IIl e EX Cell™ 420posteriormente
induzidas em 24 horas de cultivo com 1 mM CuSOa.

Ao analisar os gréficos (figura 5) de crescimento notamos que houve um
crescimento celular até 48h apo6s a inducdo e depois desse periodo houve um
decréscimo. A curva de crescimento para as trés amostras ficou bem semelhante
e a viabilidade celular esteve acima de 90% para todas as células e depois desse
periodo ocorreu uma diminui¢cdo na viabilidade (tabela 3).
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Tabela 3- Porcentagem de viabilidade celular nos periodos de 24 a 120h em

diferentes meios de cultivo.

Periodo Células

pés inducado S2 selvagens em

meio SF900 IlI
24h 97,47%
48h 94,60%
72h 90,82%
96h 78,27%
120h 65,69%

Fonte: Proprio autor, 2022

Figura 5 - Cinética de crescimento celular

Células
S2CHIKV-Hy em
meio SF900 I
98,35%
96,82%
93,66%
85,45%
77,58%

Células
S2CHIKV-Hy em
meio EX-Cell
97,97%
95,99%
90,69%
85,75%
75,96%

Crescimento das células 82

A
sclvag{:ns em meio SF900 111
DE-08 e — 100
5 E-06 T
= TE+06 &0
B 4E-06
3 SE-06 @
!';'. 4.E 08 40
:-:' JE~0G
# 1E-04 0
LE-06
D=0 0
0 4 48 7 #1200 144
Tempwo (horas)
—— Xv = Sehagen = # = Vizbilidade
C Crescimento das células
S2CHIKV-Hy em meio EX-
CELL
0,E~0d 100
§.E-04 ©
= 1E+06
W 6E-06
T 5 Ee0d &
B 4E-08
S 1 E-06 40
* 1 E+06 R
1.E=0é
{1, E-=H) ‘ . 0
0 24 45 [P D 120 144

Tempo (horas)

——Xrv- EX-CELL - # -Viabilidade

Fonte: Proprio autor, 2022

Viabilidade (%)

Viabilidade (&)

B Crescimento das células
S2CHIKV-Hy em meio SF900
11
9 E+06 ——— 100
LE-06 T "
5 TE<06 = -
B 6E=~0d =
T L E+DE & 5
2 B8 =
= 1E-06 —~ 3z
] :_E*Dﬁ 30 -
1 E+04
0,E =00 o

0 :'.4- 45 LF: B 13 (L2
Tempo (horas)

= & =Vahbilidide

—— N - SFA00



29

Gréfico representativo da cinética de células S2 e S2 CHIKV-Hy incubadas a 28 °C a 120 rpm.
Concentracdo celular Xv; Viabilidade celular (tracos); Inducdo da expressdo em 24 horas de cultivo
pela adicdo de 1 mM de CuSOs4; (A) células S2 selvagens em meio SF900IIl; (B) S2CHIKV-Hy em
meio SF900IIl e (C) S2-CHIKV-Hy em meio EX-CELL.

As células coletadas no periodo 120 horas pds inéculo, foram submetidas ao
processo de concentracdo por ultracentrifugacdo e posteriormente usadas em
Western Blotting. Tivemos dificuldades técnicas que ndo permitiram detectar a

expressao das proteinas de CHIKV.

Ainda assim, essas amostras foram lisadas com RIPA e foi feito dois géis de
poliacrilamida (SDS) afim de identificar se seria possivel detectar proteinas

estruturais do CHIKV em SDS-PAGE, porém nao obtivemos sucesso.

O consumo de glutamina pelas células foi medido nos sobrenadantes,
utilizando a reacdo de enzima acoplada e deteccéo eletroquimica, em um YSI 2700
Select Bioanalyzer. A Figura 6 representa os valores obtidos de glutamina em

amostras (triplicatas), onde os outliers foram desconsiderados.
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Figura 6 - Consumo de glutamina em células cultivadas em diferentes meios
livres de SFB
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Fonte: Proprio autor, 2022

Gréfico representativo do consumo de glutamina em células S2 e S2-CHIKV-Hy incubadas a 28 °C a
120 rpm. Inducao da expressao em 24 horas de cultivo pela adicdo de 1 mM de CuSOg; (A) células
S2 selvagens em meio SF900III; (B) S2CHIKV-Hy em meio SF900IIl e (C) S2CHIKV-Hy em meio EX-
CELL

Além de ser ter um grande papel como fonte de energia, a glutamina esta
associada ao metabolismo celular(PAMBOUKIAN, 2013). Seu consumo foi
considerado elevado nos cultivos segundo os dados, principalmente em meio EX-
Cell. Estudos com meio SF900 Il indicam que a falta de glutamina limita o
crescimento caracterizando a diminuicAo da fase exponencial de crescimento
(BARRAL, 2010), esse fator pode se observar nas semelhancas entre os graficos
das células selvagens que estao cultivadas em meios SF900 Il e as S2-CHIKV-Hy

também cultivadas no mesmo meio, a partir do momento onde ocorre maior morte e
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baixo crescimento celular, nota-se que a taxa de glutamina tende a permanecer
estavel. A diferenca entre os consumos entre os dois meios pode ser devido a
composi¢cdo dos mesmos, supondo que em meio EX-cell se torne necessario o

maior consumo para o metabolismo celular da S2-CHIKV-Hy.
5.DiscussAo

As células de Drosophila melanogaster S2 geralmente crescem em
monocamada solta com uma leve tendéncia a se empilhar. Ao contrario das células
de mamiferos, células S2 sdo vantajosamente cultivadas a temperatura ambiente
usando meio simples e ndo requerem suplementagdo de CO2. Uma caracteristica
especifica das células S2 sobre outras linhagens celulares é sua capacidade de
crescer para altas densidades celulares, atingindo rotineiramente 3 x 10 células/mL.
Elas podem ser uma alternativa valiosa a linhagens celulares de mamiferos ou
outros sistemas de células de inseto infectadas por virus. O sistema baseado na
expressao recombinante a partir da transfeccdo de um plasmideo, constitui uma
ferramenta celular com grande potencial para a produgéo de proteinas de membrana
em varias aplicacdes. Dessas aplicacdes incluimos perfis farmacolégicos, kits
diagnésticos, andlises estruturais e geracdo de vacinas (BRILLET; PEREIRA,;

WAGNER, 2010).

Quando se trata de seguranca e contaminacdo, deve-se atentar aos meios
de cultura, os que contém soro animal acabam prejudicando a padronizagdo dos
cultivos celulares pois apresenta uma grande variabilidade de um lote para o outro,
j& que nado possui composicdo quimicamente definida, pode de ser fonte de
possiveis contaminac¢des por virus ou prions, e além disso possui um elevado custo.
Isso torna 0 uso de meios livres de soro e meios quimicamente definidos uma
alternativa a esse tipo de suplementacdo para cultivo de células. As células
utilizadas ja estavam em meio livre de soro e proteina animal, portanto a adaptacao

celular do meio SF900 ™Il para EX-Cell™ 420 foi realizada sem dificuldades.

Com relacdo ao crescimento celular, as células S2 CHIKV-Hy utilizam o
promotor indutivel da metalotioneina, existe a necessidade da adigcdo de um metal
pesado a cultura celular, para que as células realizem a producdo da proteina

heteréloga. Nas culturas induzidas com 1 mM de CuSO4, padrédo ja estabelecido
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pelo laboratério em células S2 CHIKV-Hy (PUGLIA, 2018), as células atingiram uma
concentracdo celular maxima apenas até as 48h, provavelmente esteja associado a
toxicidade do indutor o baixo crescimento e o decréscimo da variabilidade apos esse

periodo.

A glutamina também pode interferir no crescimento e na curva exponencial
celular e pelos gréficos (figura 6) foi notorio o que em meio EX-Cell ocorreu um
maior consumo em relacdo ao SF900 Ill, podendo criar a hipétese que esse meio
deva ter menor fonte de glicose e a partir do momento que esse ficou insuficiente

ocorreu 0 consumo de glutamina.

Com relacdo ao Western blotting ndo foi possivel chegar a uma analise com
0s parametros estabelecidos de Puglia 2018 e os resultados foram descartados.
Quanto ao SDS-Page ndao ter detectado proteinas de CHICKV pode ser devido a
algum esgotamento de nutrientes fundamental para producdo de proteinas no

processo de inducdo.
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6.CONCLUSOES
e As células S2 CHIKV-Hy foram capazes de realizar a adaptagdo do meio
SF900 Il para o EX-Cell sem mudar sua morfologia celular.
e O crescimento celular apds a inducéo ocorreu até as 48h e sua viabilidade
celular baixou significativamente com 120h.

e Todas as amostras apresentaram uma curva de crescimento bem proxima.
e Nao foi possivel determinar a expresséao proteinas de CHIKV, o que se criou

uma hipétese de se ter pouca concentracdo celular expressando as
proteinas de CHIKV
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