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RESUMO 

VICENTINO, Natalia. Comparação de expressão de proteínas estruturais do 

vírus Chikungunya (CHIKV) produzido em células de inseto. 2022 37 p. Trabalho 

de Conclusão de Curso Especialização em Biotecnologia para Saúde – Centro de 

Formação de Recursos Humanos para o SUS/SP; Instituto Butantan, São Paulo, 

2022. 

O vírus Chikungunya (CHIKV) pertence ao gênero Alphavirus da família 

Togaviridae e se espalhou pelos trópicos causando surtos em vários países da 

África, Ásia, Europa e América. A transmissão para humanos é promovida por 

mosquitos do gênero Aedes, abundantes no Brasil. A febre de Chikungunya 

manifesta-se primeiro como um estágio agudo de inflamação e doença febril, a qual 

pode evoluir para um estágio crônico de artrite. Com o crescimento urbano 

acelerado e a globalização, se vê a necessidade da realização de estudos para o 

controle e prevenção da infecção pelo CHIKV, uma vez que não existem vacinas ou 

antivirais contra este arbovírus. A abordagem deste trabalho compreende a 

adaptação celular de células recombinantes de inseto em meio de cultura livre de 

soro fetal bovino com intuito da expressão das proteínas imunogênicas do CHIKV. 

Foram avaliados os parâmetros cinéticos das células S2-CHIKV-Hy em dois 

diferentes meios de cultura e  a expressão   das proteínas de CHIKV. As células 

recombinantes foram cultivadas em 2 diferentes meios de cultura : EX-CellTM 420 e 

SF900III. Para isso, as células cultivadas em SF900III foram adaptadas em meio EX-

CellTM 420 , pelo aumento semanal de uma fração de 10 % do meio de cultura final, 

sendo adicionada ao meio de cultura SF900III, no qual as células estavam 

crescendo originalmente. Após a adaptação atingir 100% de meio EX-CellTM 420, as 

células foram inoculadas em 20 mL de meio e levadas a indução por CuSO4 e a 

cinética de crescimento celular foi monitorada diariamente pela análise do 

crescimento, no qual conclui-se que as células cresceram de maneira similar em 

ambos os meios utilizados. A análise de expressão das proteínas de CHIKV deverá 

ser realizada posteriormente. 

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

bovino 
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1.INTRODUÇÃO

Evidências apontam que a primeira vacina surgiu na China no século X e era 

bem diferente da qual estamos acostumados a utilizar, pois os chineses 

empregavam a inoculação de varíola, transformavam cascas de feridas em um pó 

contendo o vírus já inativo, e espalhavam nos ferimentos das pessoas já 

contaminadas, esse método ficou conhecido como variolação, o procedimento 

também era praticado na África 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 médico inglês 

Edward Jenner as vacinas passaram a ser semelhantes às atuais. Ao perceber que 

moradores de áreas rurais que haviam contraído cowpox, uma doença semelhante à 

varíola, não ficavam doentes com a varíola humana, Jenner fez um experimento e 

aplicou em um menino chamado James Phipps de oito anos, uma pequena dose de 

varíola bovina. O garoto ficou doente, mas manifestou uma forma branda da doença. 

Após sua recuperação, Jenner introduziu na criança o vírus da doença humana em 

sua forma mais fatal, retirado de uma ordenhadeira. O menino, já imune, não 

desenvolveu a varíola. A palavra “vacina” vem de “vacca”, justamente pelo contexto 

histórico (BUTANTAN, 2021; SARAIVA; DE FARIA, 2019). 

A vacinação é a melhor forma de erradicar doenças e conter a propagação 

de microrganismos nocivos à saúde, é o motivo pelo qual diversas doenças graves e 

sem cura estão hoje sob controle ou foram extintas, por isso é necessário sempre o 

incentivo às pesquisas para novas vacinas para diferentes doenças (BUTANTAN, 

2021). Algumas doenças, no entanto, são negligenciadas devido a estarem situadas 

em países mais pobres e subdesenvolvidos como é o caso da febre do Chikungunya 

e isso ocasiona um desinteresse, falta de incentivo e lentidão em se descobrir e 

produzir vacinas e antivirais. 

1.1 Chikungunya 

O vírus Chikungunya (CHIKV) tem um genoma de cadeia simples de RNA, 

pertence ao gênero Alphavirus da família Togaviridae, do mesmo gênero dos 

12

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


arbovírus Mayaro e Ross River. O vírus foi detectado pela primeira vez em 1952 na 

África no Planalto Makonde, onde deram o nome Chikungunya que significa, 'aquele 

que é contorcido', pois as dores fortes nas articulações causadas pela doença fazem 

os infetados se contorcerem (CEROL, 2020; SUHANA et al., 2019; TAUIL, 2014). 

O vetor do Chikungunya são mosquitos do gênero Aedes, sendo A. aegypti e 

A. albopictus os principais transmissores que estão presentes nos trópicos e

subtrópicos; o segundo também se encontra em zonas temperadas do globo, com 

potencial de causar surtos em zonas atualmente não endêmicas. Apenas os 

mosquitos fêmea transmite a doença para humanos e animais, pois é necessário se 

alimentarem de sangue para a produção de ovos, no entanto machos podem fazer 

transmissão transovariana do vírus indiretamente e, também, podem transmitir para 

as fêmeas durante o acasalamento. Suas atividades são mais frequentes no turno 

diurno, mas podendo estar presente à noite, a reprodução depende de locais que 

contenham águas paradas, como vasos de plantas, folhagem e recipiente, assim, 

devido a essas condições o vírus está associado a sanidades e períodos chuvosos 

(CEROL, 2020; ROUGERON et al., 2015). 

O ciclo de transmissão para o CHIKV pode ser o ciclo silvestre (figura 1), 

documentado nas zonas mais rurais de África e da Ásia. Este ciclo realiza-se entre 

macacos e pequenos mamíferos, e em mosquitos do gênero Aedes, 

ocasionalmente, o vírus pode passar para a população humana se houverem 

atividades que impliquem a proximidade com o ambiente silvestre. O segundo ciclo é 

o urbano, ocorre habitualmente em áreas urbanas de grande densidade

populacional, de forma a manter o ciclo mosquito-humano-mosquito, esse último 

está indiretamente ligado  a globalização, mudanças climáticas e o aumento de 

viagens internacionais por pessoas potencialmente infectadas e a crescente 

disponibilidade geográfica de vetores competentes. Estes novos cenários  criaram 

condições para a introdução e disseminação de Chikungunya para áreas que antes 

não eram endêmicas, ou seja, são transmissões autóctones (CEROL, 2020; KHAN 

et al., 2014; TAUIL, 2014). 
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Figura 1 - Ciclo de transmissão silvestre e urbana do vírus Chikungunya 

Fonte: FERNÁNDEZ; NAVARRO, 2015 

No Brasil a febre do CHIKV foi confirmada no estado do Amapá em 

setembro de 2014 e logo em seguida na Bahia. Ainda em um curto período foram 

notificados casos da doença em vários estados do Brasil. Entre os anos de 2014 a 

2016 teve um elevado número de casos suspeitos, no entanto embora tenha 

acontecido esse aumento de infecção, se comparada a outros países da América 

Central os números foram bem menores do que o esperado (SILVA et al., 2018). 

1.2 Manifestações Clínicas 

A infecção pelo CHIKV assemelha-se com a da dengue, o seu período de 

incubação varia de 1 a 12 dias, com início abrupto de febre alta, dores agudas e 

persistentes nas articulações, cefaleia, fotofobia, mialgia e erupção maculopapular. 

Em média 25% das pessoas infectadas são assintomáticas, e a poliartralgia 

caracteriza casos sintomáticos, os sintomas mais agudos da infecção viral se 

resolvem em torno de 7 a 15 dias, no entanto em 10 a 12% dos casos as dores nas 

articulações podem durar meses ou anos, com ou sem febre, sendo caracterizada 

por uma fase crônica (LAERTE; JUNIOR, 2014; TAUIL, 2014). 

Os três sintomas que caracterizam a doença são febre alta, erupção e dor 

nas articulações, normalmente, a erupção é maculopapular e eritematosa, sendo 
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distribuída na face, membros e tronco. A febre Chikungunya é bilateral caracterizada 

pelo inchaço nos punhos e tornozelos, podendo atingir as articulações dos joelhos e 

cotovelos como mostrado na figura 2, nos primeiros dias da doença ocorre a 

presença 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) Inchaço no tornozelo.

Em crianças o quadro clínico é diferente e as manifestações hematológicas 

são menos frequentes, no entanto elas fazem parte do grupo de alto risco com 

manifestações severas e muitas vezes atípicas, possuem uma alta taxa de sintomas 

dermatológicos, podendo destacar a hiperpigmentação, eritema generalizado e 

edema maculopapular e, também, complicações neurológicas (THIBERVILLE et al., 

2013). Pacientes com caso suspeito de Chikungunya podem não apresentar febre e 

dor articular, esses casos são classificados como manifestações atípicas.  Esses 

sintomas acontecem devido à resposta imunológica, efeitos diretos do vírus ou pela 

toxicidade de medicamentos (BRASIL, 2017). 

O grupo de risco das manifestações atípicas são pacientes com doenças 

preexistentes como diabéticos, asmáticos, hipertensos dentre outros, recém 

nascidos, gestantes e idosos também se encaixam no quadro de risco para 

doença(CAMPOS, 2015). 

Gestantes estão grupo de risco para o vírus Chikungunya pois podem  
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ocorrer casos de aborto, além de transmissão vertical, situação na qual a mãe é 

infectada pelo vírus durante o período gestacional e pode passar para o  recém-

nascido via transplacentária. Os recém-nascidos infectados manifestam febre alta, 

falta de apetite, edema distal, manifestações cutâneas, convulsões, 

meningoencefalite e anormalidades ecocardiográficas (BRASIL, 2017; CAMPOS, 

2015). 

1.3 Tratamento 

Não existe um antiviral específico para Chikungunya e não há registro de 

uma vacina no mercado, a terapia utilizada é de suporte sintomático, hidratação e 

repouso, sendo o último, um fator protetor para evitar evolução para fase subaguda. 

Recomenda-se compressas frias como medida analgésica nas articulações 

acometidas de 4 em 4 horas por 20 minutos (THEES, 2017). 

O tratamento é sintomático e tem a utilização de analgésicos, no entanto os 

anti-inflamatórios não esteroides e a aspirina não devem ser utilizados na fase 

aguda da doença, devido ao risco de complicações renais e de sangramento. Já os 

usos de corticoide são indicados nas fases subaguda ou crônica com dores 

moderadas a intensa, no entanto seu uso é por pouco tempo e em caso de maior 

duração 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 vírus CHIKV, porém sua produção comercial ainda não 

aconteceu e não parece ser prioridade pois a taxa de mortalidade do vírus ainda é 

baixa. Portanto, medidas ambientais e proteção pessoal são passos necessários no 

controle desta doença. Dentre os estudos publicados destaca-se uma vacina que 

usa partículas semelhantes ao vírus, também chamadas de VLPs, e esta pode ser a 

estratégia que vai estimular a produção dos anticorpos que irão neutralizar o vírus e 

controlar a sua disseminação (CAMPOS, 2015; KUCHARZ; CEBULA-BYRSKA, 

2012; SEBASTIAN; LODHA; KABRA, 2009). 

1.4 Prevenção 

A prevenção se deve por ações de controle dos mosquitos, não deixar  
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possíveis criadouros com água parada, como vasos de plantas, pneus dentre outros 

objetos e intensificar a fiscalização em parques, escolas e construções. Para evitar 

infecções do vírus é necessário um bom sistema sanitário e coletivo, por isso além 

de fiscalizar é importante a cobrança de órgãos públicos para que ocorra essa 

fiscalização, principalmente em épocas de grandes períodos chuvosos. 

Para a proteção individual deve-se usar  repelente prevenindo-se de picadas 

de mosquito infectado e se possível o uso de mosquiteiros principalmente para 

crianças pequenas menores de dois anos, pois nelas não se pode utilizar repelentes 

(KUCHARZ; CEBULA-BYRSKA, 2012).  

1.5 Produção de Vacina 

As vacinas são substâncias biológicas que agem na exposição de 

organismos aos antígenos. Antígenos, por sua vez, são proteínas presentes nos 

microrganismos que estimulam a produção de anticorpos no corpo humano de forma 

que este fica imunizado a uma doença (SCHMIDELL et al., 2001). Vacinas podem 

ser divididas em dois grandes grupos conforme suas características de ação aos 

patógenos, isto é, 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 os microrganismos vivos, mas 

sem capacidade de produzir a doença, já na segunda forma os seres vivos são 

inativados por algum agente físico ou químico.  

Outras estratégias para produção de vacina podem envolver muitos 

processos e inúmeros insumos são necessários. Algumas variáveis de processos 

são importantes para a eficácia da produção, como a temperatura de cultivo dos 

microrganismos, meio de cultura, volume e o pH, as variáveis mudam de acordo com 

a vacina que se tem interesse, bem como as etapas de purificação do 

antígeno(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 proteínas estruturais virais automontadas 

que mimetizam a conformação do vírus do tipo selvagem. Ao exibir epítopos 

antigênicos que se assemelham ao vírus do tipo selvagem em uma exibição de alta 

densidade, as vacinas de VLP são imunogênicas e induzem títulos de anticorpos 

altamente neutralizantes(HERNANDES; DEL VALHE, 2021). 

Os VLPs fornecem um perfil de segurança aprimorado, pois são construções 

não replicantes e não infecciosas. Como o vírus vivo não é usado na fabricação, 

nem a atenuação viral nem a inativação viral são necessárias durante a produção da 

vacina, e isso também permite a fabricação de baixa contenção (AKAHATA et al., 

2010; SILVA et al., 2020). 

O processo de fabricação das vacinas com VLP é complexo, necessita se 

empregar um sistema de expressão para a produção      da vacina VLP que depende 

do tipo de vírus que será trabalhado, assim como dos requisitos de dobramento de 

proteínas e modificações pós tradução. Existem diversos sistemas para a expressão 

das seguintes subunidades: bactéria, leveduras, células mamárias, células de 

plantas e células de insetos (FUENMAYOR; GÒDIA; CERVERA, 2017; 

HERNANDES; DEL VALHE, 2021; ROLDÃO et al., 2014). 

O sistema baculovírus células de insetos que é dividido em duas fases, 

infecção e produção é um método rápido e fácil, o que o torna adequado para a 

produção de vacinas contra vírus cuja proteína de superfície varia a cada surto 

(ROLDÃO et al., 2014) 

1.7 Vacinas de subunidades 

Vacina de subunidade é aquela que usa apenas os fragmentos antigênicos 

de um microrganismo que melhor estimulam uma resposta imune(ANDRADE et al., 

2021; FERRAZ, 2021; WHO, 2021). 

A produção de vacinas à base de subunidades proteicas exige tecnologia 

sofisticada, pois envolve organismos vivos, como bactérias e leveduras, que 

requerem condições especiais para o cultivo afim de evitar a contaminação com 

outros organismos durante o processo de produção(FERRAZ, 2021). 
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As vacinas de subunidades produzidas por técnicas de engenharia genética, 

onde outros microrganismos são programados para produzir a fração antigênica 

desejada, são chamadas de vacinas recombinantes. As vacinas de subunidades são 

inerentemente mais seguras porque não se podem reproduzir no receptor. Elas 

também contêm pouco ou nenhum material estranho e por isso tendem a produzir 

menos efeitos adversos (ANDRADE et al., 2021) 

1.8 Vacinas de ácidos nucleicos 

As vacinas de ácido nucleicos ou vacinas de DNA estão entre as vacinas 

mais modernas e promissoras contra uma variedade de patógenos para os quais os 

métodos convencionais não têm sido eficientes. Vacinas de DNA são capazes de 

induzir resposta imune humoral e celular, sem a necessidade de microrganismos 

vivos (ANDRADE et al., 2021) 

Ao contrário das abordagens vacinais que usam um microrganismo inteiro 

enfraquecido, morto ou partes, uma vacina de ácido nucleico usa apenas uma seção 

de material genético que fornece as instruções para proteínas específicas(WHO, 

2021). 

DNA e RNA são as instruções que nossas células usam para fazer 

proteínas. Uma vacina de ácido nucleico fornece um conjunto específico de 

instruções às nossas células, seja como DNA ou mRNA, para que elas façam a 

proteína específica que queremos que nosso sistema imunológico reconheça e 

responda(MANCEBO et al., 2016; WHO, 2021). 

2.OBJETIVOS

Este trabalho visa a comparação de expressão de proteínas estruturais do 

vírus Chikungunya produzidas em células de inseto S2 recombinantes (Drosophila 

melanogaster Schneider 2), cultivadas em dois meios de culturas livres de soro fetal 

bovino e proteína animal  

2.1 Objetivos Específicos 

● Adaptação do cultivo das células S2-CHIKV-Hy  em meio EX-CellTM 420
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● Estudo da cinética de crescimento e a expressão das proteínas 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 Laboratório de Biotecnologia 

Viral do Instituto Butantan. 

As células estavam congeladas em uma concentração de 107 cel/mL,  em 

meio de congelamento (50% de SFB- soro fetal bovino, 40% de SF900TM III SFM 

(GibcoTM), 10% de DMSO (Dimetilsulfóxido)). 

Após a retirada dos criotubos contendo as células S2 CHIKV-Hy e S2 

selvagem do nitrogênio líquido, esses foram descongelados à temperatura ambiente 

e depois transferidos para dois frascos do tipo T 25 cm2 contendo 4mL de meio de 

cultura SF900TM III SFM (GibcoTM) cada e, posteriormente, colocados em uma estufa 

de cultivo com a temperatura de 28ºC. Depois de 24 horas, ocorreu adesão 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 28ºC. 

3.2 Adaptação ao meio de cultura EX-CellTM 420 – Insect Serum- Free Medium 

Para adaptação das células do meio de cultura SF900TM III SFM (GibcoTM) 

para EX-CellTM 420, foi necessário fazer um cultivo gradativo, onde no primeiro 

momento após 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-CellTM 420, contabilizando assim 50% 

de cada meio e iniciando o processo de adaptação.  

Depois de estar com 50% de cada meio, o processo de adaptação seguiu de 

10 em 10 por cento, até chegar aos 100% de meio EX- CellTM 420 (figura 3). Os 

repiques foram feitos a cada 3 ou 4 dias, mantendo-se uma concentração celular  
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inicial de cerca de 8x105 células viáveis/mL. 

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

Fonte: Próprio autor, 2022 

3.3 Determinação da concentração e viabilidade celular 

Os parâmetros de cultivo de concentração e viabilidade foram determinados 

a partir da contagem de células em câmara de Neubauer, empregando uma diluição 

adequada da amostra em tampão fosfato salina (PBS), as células viáveis foram 

quantificadas em paralelo utilizando o método de exclusão por corante. Certos 

corantes, como o azul de Tripan, não são 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 concentração celular é determinada pela quantidade de células contadas 

na câmara de Neubauer com o fator de correção dos cálculos de diluição 

multiplicado por 10000 e dividido pelo número de quadrantes contabilizados, 

resultando em o número de células por mililitro de suspensão (céls/mL). Já a 

viabilidade celular foi determinada pela razão entre o número de células viáveis por 

número de células totais (viáveis e não viáveis) e multiplicada por 100. 
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3.4 Determinação da curva de crescimento celular nos diferentes meios de 

cultura 

Após a adaptação das células S2-CHIKV-Hy ao meio de cultura EX- CellTM 

420, estudou-se a cinética de crescimento onde as células foram analisadas em 

duplicatas em cada um dos meios, o mesmo ocorreu com as células S2 selvagens 

com meio SF900TM III 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 1x106 células/mL e submetidas à agitação 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 concentração celular (X), e a concentração máxima 

(Xmáx) no período analisado. Para o cálculo da velocidade de crescimento celular, μx, 

foram obtidas regressões lineares a partir da plotagem dos dados de LnX x Tempo 

(h). Selecionando a linha de tendência foi observado comportamento linear, μx é 

dado pelo coeficiente angular da reta aproximada. A velocidade de crescimento 

calculada refere-se apenas ao período em que as células crescem 

exponencialmente. O parâmetro μmx é dado pela média aritmética dos dados 

coletados de μx. 

A taxa específica de crescimento (µ) é determinada pelo balanço de massa 

de células com a equação 

𝑑𝑋𝑣

𝑑𝑡
= 𝜇𝑡 

Onde dXv/dt é uma variação de células, µ a taxa específica de crescimento 

celular e Xv a concentração de células. Por meio da integração do balanço descrito, 

temos a equação: 

𝑙𝑛 𝑙𝑛 (𝑋𝑣) = 𝜇𝑡 

Plotando os dados do logaritmo neperiano de Xv contra o tempo, temos uma 

curva de crescimento celular (ln(Xv) = f(t)) que ao se linearizar, representa uma reta 

durante a fase exponencial de crescimento. A taxa específica máxima de crescimento 

(μmax) foi obtida através da derivação dessa reta para a obtenção do  
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coeficiente angular correspondente a μmax. 

3.5 Análise de nutrientes  

As concentrações de L-glutamina e de glutamato a partir de amostras de 

sobrenadante foram medidas utilizando a reação de enzima acoplada e detecção 

eletroquímica, em um YSI 2700 Select Bioanalyzer (YSI Life Sciences, Yellow 

Springs, OH, EUA). 

3.6  Expressão das proteínas estruturais do CHIKV 

Para a análise de expressão das proteínas de CHIKV, células S2-CHIKV-Hy 

foram inoculadas na concentração 1x106 células/mL e cultivadas por 6 dias a 28°C 

em frasco tipo Schott contendo 20 mL de meio de cultura, sob agitação de 100 rpm. 

As células foram induzidas após 24 horas por adição de 1 mM de CuSO4, e a 

análise de expressão de  proteína foi feita após 120 horas de indução por Western 

blotting . 

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

coletado por ultracentrifugação e armazenado a -80°C até o momento do ensaio. 

3.7 Detecção de proteínas em células 

A análise de expressão em amostra de célula se faz necessário uma etapa 

de lise e obtenção de extratos celular. A liste celular foi realizada com agente 

químico RIPA (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1% NP 40 e pH 7,4), este tampão foi 

definido a partir do trabalho realizado pela Ana Lia Pradella Puglia em 2018, que 

havia definido com base em trabalhos científicos publicados para extração protéica 

de células de inseto.  

Os pellets contendo 1x106 células foram descongelados e foi adicionado 66 

μL do tampão de lise, homogeneizados por vortex por 10 segundos e incubados no 

gelo por 15 minutos depois repetir mais uma vez esse processo de homogeneização 

e incubação. Passado o período requerido as amostras foram centrifugadas a 8000 

g por 30 minutos a 4 º C.  

3.8 Western blotting 
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Foram montados dois géis de poliacrilamida, para a realização do processo 

de Western Blotting, com utilização de anticorpo policlonal anti-CHIKV, conforme 

tabela I. No processo destinado  a análise com anticorpo policlonal foram utilizados 

20 µL do pellet lisado juntamente com 5 µL de Loading Buffer 6x com β-

mercaptoetanol. Após 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. 

Após a corrida, o gel para Western blotting foi colocado em um aparato 

específico para realizar a transferência úmida para a membrana de nitrocelulose, a 

100 Amperes por cerca de 1 hora. Depois a membrana foi transferida para a solução 

de bloqueio (leite em pó desnatado 5% em PBS 1x), e incubada por 1 hora com 

agitação. A membrana para Western blotting foi então lavada duas vezes por 10 

minutos com PBS 1x. Logo após, foi adicionado o anticorpo primário diluído 1:250 

em 20 mL de BSA 1%, sendo incubado                       overnight a 4°C. Após esse 

período, três novos procedimentos de lavagem com PBS 1x foram realizados, e em 

seguida adicionou-se o anticorpo secundário, diluído 1:5000  em 20 mL de BSA 1%, 

sendo novamente incubado por 1 hora sob agitação. O mesmo procedimento de 

lavagem já descrito foi realizado novamente. A membrana foi revelada com o 

reagente ECL Select, no fotodocumentador Uvitec Cambridge, com análise no 

aplicativo Alliance. 

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

Anticorpos Breve descrição Diluição 

Anticorpo Policlonal anti- 
CHIKV 

(ATCC® VR-1241AF™) 

Hyperimmune ascitic fluid 

(Mouse)- N.I.H. Research 

Referecence 

Reagent- produzido em 

camundongo 

1:250 

Anticorpo IgG anti- 
camundongo - HRP 

Anti- mouse IgG, conjugado 
HRP-horseradishperoxidase 
- Invitrogen

1:5000 

Fonte: Próprio autor, 2022 
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3.9 SDS- PAGE 

Para separar a proteína de interesse foi feito dois géis de SDS – 

poliacrilamida, o pellet foi lisado como descrito anteriormente e foi utilizado 20 µL da 

amostra junto com 5 µL de Loading Buffer 6x com e sem β-mercaptoetanol (primeiro 

gel com e segundo gel sem) 

Após 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 água pura por 5 minutos e depois 

ocorreu uma troca de  água por mais 5 minutos. Foi preciso uma etapa de fixação 

com  solução de etanol a 30% e ácido 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 solução de etanol a 10% por 5 minutos 

e repetido a etapa pelo mesmo período e posteriormente lavado duas vezes com 

água por 5 minutos. Foi necessário a preparação de uma solução contendo 50µL de 

Silver Stain Sensitizer ( kit PierceTM Silver Stain da Termo Scientific) com 25mL de 

água pura para incubar o gel por 1 minuto e logo em seguida lavado duas vezes 

com água por mais um minuto.  

Outra solução foi preparada contendo 500µL de Silver Stain Enhancer com 

25 mL de Silver Stain no qual o gel foi incubado por 30 minutos, após foi colocado a 

solução de 500µL de  Silver Stain Enhancer com 25 mL de Silver Stain Developer 

até o aparecimento das bandas em seguida colocado uma solução de ácido acético 

5% como solução de parada e lavado duas vezes com água por 20 segundos antes 

de visualizar no fotodocumentador 

4.RESULTADO

4.1 Adaptação das células S2CHIKV-Hy ao meio de cultura EX- CellTM 420 – 

Insect Serum- Free Medium 

A adaptação das células S2-CHIKV-Hy foi gradual, inicialmente estavam 

cultivadas em meio SF900TM III SFM (GibcoTM) e para não sofrem com a mudança 

de meio, foi necessário três repiques antes de cada alteração de concentração de 
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meio, sendo assim a cada uma semana e 4 dias ocorria uma nova etapa da 

adaptação como mostra a figura 4, na qual cada nível representa uma semana e 4 

dias. 

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

Fonte: Próprio autor, 2022 

O processo adaptativo ocorreu bem e foi possível atingir o cultivo em 100% 

de meio de cultura EX- CellTM 420 – Insect Serum- Free Medium. Durante o processo 

e nos cultivos subsequentes não foi notada nenhuma mudança anormal na 

aparência da célula ou na sua aderência, a sua concentração também não sofreu 

grandes impactos durante o processo. A tabela II mostra as concentrações celulares 

das S2-CHIKV-Hy durante 15 semanas em processo de adaptação, no qual para 

cada adaptação foi realizado três repiques antes de passar para próxima 

concentração de meio. 

 

 0% 
100% SF900TM III SFM (GibcoTM)  
0% EX-CELLTM 420 – Insect Serum- Free Medium 

 50% 
50% SF900TM III SFM (GibcoTM)  
50% EX-CELLTM 420 – Insect Serum- Free Medium 

 60% 
40% SF900TM III SFM (GibcoTM)  
60% EX-CELLTM 420 – Insect Serum- Free Medium 

 70% 
30% SF900TM III SFM (GibcoTM)  
70% EX-CELLTM 420 – Insect Serum- Free Medium 

 80% 
20% SF900TM III SFM (GibcoTM)  
80% EX-CELLTM 420 – Insect Serum- Free Medium 

 90% 
10% SF900TM III SFM (GibcoTM)  
90% EX-CELLTM 420 – Insect Serum- Free Medium 

 100% 
0% SF900TM III SFM (GibcoTM)  
0% EX-CELLTM 420 – Insect Serum- Free Medium 
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Tabela 2- Concentrações de células em diferentes repiques 

100% 
SF900 

III 

50% 
EX- 

CELL 

60% 
EX- 

CELL 

70% 
EX- 

CELL 

80% 
EX- 

CELL 

90% 
EX- 

CELL 

100% 
EX- 

CELL 

1º 

Repique 

69,75 x 

105 
cel/mL 

68,5 x 

105 
cel/mL 

79,75 x 

105 
cel/mL 

54,75 x 

105 
cel/mL 

60 x 105 

cel/mL 
58,5 x 

105 
cel/mL 

50,75 x 

105 
cel/mL 

2º 

Repique 

67,25 x 
105 
cel/mL 

84,5 x 
105 
cel/mL 

77,5 x 
105 
cel/mL 

67,75 x 
105 
cel/mL 

79 x 105 
cel/mL 

61,5 x 
105 
cel/mL 

68 x 105 
cel/mL 

3º 

Repique 

62,25 x 
105 
cel/mL 

64,5 x 
105 
cel/mL 

54,5 x 
105 
cel/mL 

61,25 x 
105 
cel/mL 

56,25 x 
105 
cel/mL 

46,5 x 
105 
cel/mL 

49 x 105 
cel/mL 

Fonte: Próprio autor, 2022 

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

parte da cultura celular foi congelada para a constituição de um banco de trabalho. 

4.2 Cinética preliminar de crescimento celular 

As células foram inoculadas na concentração de 1x106 céls/mL e colocadas 

em frascos do tipo Schott de 100mL (S2 selvagem e S2 CHIKV-Hy). As células 

recombinantes foram cultivadas em meio SF900III e EX CellTM 420posteriormente 

induzidas em 24 horas de cultivo com 1 mM CuSO4. 

Ao analisar os gráficos (figura 5) de crescimento notamos que houve um 

crescimento celular até 48h após a indução e depois desse período houve um 

decréscimo. A curva de crescimento para as três amostras ficou bem semelhante 

e a viabilidade celular esteve acima de 90% para todas as células e depois desse 

período ocorreu uma diminuição na viabilidade (tabela 3). 
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Tabela 3- Porcentagem de viabilidade celular nos períodos de 24 a 120h em 

diferentes meios de cultivo. 

Período 

pós indução 

Células 

S2 selvagens em 

meio SF900 III 

Células 

S2CHIKV-Hy em 

meio SF900 III 

Células 

S2CHIKV-Hy em 

meio EX-Cell 

24h 97,47% 98,35% 97,97% 

48h 94,60% 96,82% 95,99% 

72h 90,82% 93,66% 90,69% 

96h 78,27% 85,45% 85,75% 

120h 65,69% 77,58% 75,96% 

Fonte: Próprio autor, 2022 

Figura 5 - Cinética de crescimento celular 

Fonte: Próprio autor, 2022 

A B 

C 
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Gráfico representativo da cinética de células S2 e S2 CHIKV-Hy incubadas a 28 °C a 120 rpm. 

Concentração celular Xv; Viabilidade celular (traços); Indução da expressão em 24 horas de cultivo 

pela adição de 1 mM de CuSO4; (A) células S2 selvagens em meio SF900III; (B) S2CHIKV-Hy em 

meio SF900III e (C) S2-CHIKV-Hy em meio EX-CELL. 

As células coletadas no período 120 horas pós inóculo, foram submetidas ao 

processo de concentração por ultracentrifugação e posteriormente usadas em 

Western Blotting. Tivemos dificuldades técnicas que não permitiram detectar a 

expressão das proteínas de CHIKV.  

Ainda assim, essas amostras foram lisadas com RIPA e foi feito dois géis de 

poliacrilamida (SDS) afim de identificar se seria possível detectar proteínas 

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

O consumo de glutamina pelas células foi medido nos sobrenadantes, 

utilizando a reação de enzima acoplada e detecção eletroquímica, 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 

Fonte: Próprio autor, 2022 

Gráfico representativo do consumo de glutamina em células S2 e S2-CHIKV-Hy incubadas a 28 °C a 
120 rpm. Indução da expressão em 24 horas de cultivo pela adição de 1 mM de CuSO4; (A) células 
S2 selvagens em meio SF900III; (B) S2CHIKV-Hy em meio SF900III e (C) S2CHIKV-Hy em meio EX-
CELL 

Além de ser ter um grande papel como fonte de energia, a glutamina está 

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 III indicam que a falta de glutamina limita o 

crescimento caracterizando a diminuição da fase exponencial de crescimento 

(BARRAL, 2010), esse fator pode se observar nas semelhanças entre os gráficos 

das células selvagens que estão cultivadas em meios SF900 III e as S2-CHIKV-Hy 

também cultivadas no mesmo meio, a partir do momento onde ocorre maior morte e  

A B 

C 
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baixo crescimento celular, nota-se que a taxa de glutamina tende a permanecer 

estável. A diferença entre os consumos entre os dois meios pode ser devido a 

composição dos mesmos, supondo que em meio EX-cell se torne necessário o 

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

5.DISCUSSÃO

As células de Drosophila melanogaster S2 geralmente crescem em 

monocamada solta com uma leve tendência a se empilhar. Ao contrário das células 

de mamíferos, células S2 são vantajosamente cultivadas à temperatura ambiente 

usando meio simples e não requerem suplementação de CO2. Uma característica 

específica das células S2 sobre outras linhagens celulares é sua capacidade de 

crescer para altas densidades celulares, atingindo rotineiramente 3 x 107 células/mL. 

Elas podem ser uma alternativa valiosa a linhagens celulares de mamíferos ou 

outros sistemas de células de inseto infectadas por vírus. O sistema baseado na 

expressão recombinante a partir da transfecção de um plasmídeo, constitui uma 

ferramenta celular com grande potencial para a produção de proteínas de membrana 

em várias aplicações. Dessas aplicações incluímos perfis farmacológicos, kits 

diagnósticos, análises estruturais e geração de vacinas (BRILLET; PEREIRA; 

WAGNER, 2010). 

Quando se trata de segurança e contaminação, deve-se atentar aos meios 

de cultura, os que contêm soro animal acabam prejudicando a padronização dos 

cultivos celulares pois apresenta uma grande variabilidade de um lote para o outro, 

já que não possui composição quimicamente definida, pode de ser fonte de 

possíveis contaminações por vírus ou príons, e além disso possui um elevado custo. 

Isso torna o uso de meios livres de soro e meios quimicamente definidos uma 

alternativa a esse tipo de suplementação para cultivo de células. As células 

utilizadas já estavam em meio livre de soro e proteína animal, portanto a adaptação 

celular do meio SF900TMIII para EX-CellTM 420 foi realizada sem dificuldades. 

Com relação ao crescimento celular, as células S2 CHIKV-Hy utilizam o 

promotor indutível da metalotioneína, existe a necessidade da adição de um metal 

pesado à cultura celular, para que as células realizem a produção da proteína 

heteróloga. Nas culturas induzidas com 1 mM de CuSO4, padrão já estabelecido 
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pelo laboratório em células S2 CHIKV-Hy (PUGLIA, 2018), as células atingiram uma 

concentração celular máxima apenas até às 48h, provavelmente esteja associado a 

toxicidade do indutor o baixo crescimento e o decréscimo da variabilidade após esse 

período. 

A glutamina também pode interferir no crescimento e na curva exponencial 

celular e pelos gráficos (figura 6) foi notório o que em meio EX-Cell ocorreu um 

maior consumo em relação ao SF900 III, podendo criar a hipótese que esse meio 

deva ter menor fonte de glicose e a partir do momento que esse ficou insuficiente 

ocorreu o consumo de glutamina.  

Com relação ao Western blotting não foi possível chegar a uma análise com 

os parâmetros estabelecidos de Puglia 2018 e os resultados foram descartados. 

Quanto ao SDS-Page não ter detectado proteínas de CHICKV pode ser devido a 

algum esgotamento de nutrientes fundamental para produção de proteínas no 

processo de indução. 
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6.CONCLUSÕES

● As células S2 CHIKV-Hy foram capazes de realizar a adaptação do meio

SF900 III para o EX-Cell sem mudar sua morfologia celular.

● O crescimento celular após a indução ocorreu até às 48h e sua viabilidade

celular baixou significativamente com 120h.

● Todas as amostras apresentaram uma curva de crescimento bem próxima.

● Não foi possível determinar a expressão proteínas de CHIKV, o que se criou

uma hipótese de se ter pouca concentração celular expressando as

proteínas de CHIKV
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