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RESUMO 

REZENDE, A. G. Avaliação da expressão gênica em células de mamíferos utilizando o 

Semliki Forest virus. 2014. 92 f. Dissertação (Mestrado em Biotecnologia) - Instituto de 

Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2014. 

 

O sistema de expressão gênica derivado do Semliki Forest Virus (SFV) vem sendo muito 

utilizado nos últimos tempos para expressão em grandes quantidades de inúmeras proteínas, 

quando comparado com outros sistemas. O objetivo desse estudo foi otimizar a capacidade 

desse vetor viral de expressar proteínas em diferentes linhagens celulares de mamíferos, 

utilizando como alvo, a glicoproteína do vírus rábico (RVGP). Foram avaliadas formas de 

obtenção do vetor SFV recombinante, através de diferentes métodos de transfecção, como 

eletroporação e lipofecção, utilizando um lipossomo comercial chamado Transmessenger 

(Qiagen, Valencia, CA., U.S.A.). Foi estabelecido, um método rápido e preciso de 

quantificação das partículas virais, através da técnica de qPCR, para padronizar a relação 

entre a quantidade de vírus recombinante a ser utilizada em um processo de infecção, visando 

aumentar os níveis de produção da proteína heteróloga. Diferentes proporções entre vírus e 

células foram utilizadas em cinco linhagens distintas: BHK-21, Huh-7, VERO, L929 e HEK-

293T; sendo avaliados dois tempos de coleta da RVGP após a infecção (24 e 48 h). A proteína 

gerada foi avaliada através de diferentes métodos como Western Blot, Dot blot e 

imunofluorescência indireta (IFI), sendo a quantificação da proteína realizada através de 

ensaio imunoenzimático (ELISA). Esse trabalho contribui para o desenvolvimento de 

abordagens que utilizam o SFV como vetor de expressão, indicando as melhores 

metodologias e linhagens celulares, que podem ser utilizadas para aplicação na produção das 

mais variadas proteínas. 

 

Palavras-chave: Semliki Forest Virus (SFV). Glicoproteína do vírus rábico (RVGP). 

Expressão de proteínas recombinantes. Cultura de células de mamíferos.  

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

REZENDE, A. G. Evaluation of gene expression in mammalian cells using the Semliki 

Forest virus. 2014. 92 p. Masters thesis (Biotechnology) - Instituto de Ciências Biomédicas, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2014. 

  

The expression system based on Semliki Forest virus (SFV) is a system which has been 

widely used in recent times for expression of many proteins in large quantities as compared 

with other systems. The aim of this study was to optimize the capacity of this vector to 

express viral proteins in different mammalian cell lines, using as target, the rabies virus 

glycoprotein (RVGP). We assessed two different methods of transfection to obtain 

recombinant SFV vector, such as electroporation and liposome commercial Transmessenger 

(Qiagen, Valencia, CA., U.S.A.). It was established also a fast and accurate quantification of 

viral particles by qPCR technique, to improve the relation between the amount of recombinant 

virus to be used in a process of infection, to increase production levels of the heterologous 

protein. Different proportions between viruses and cells were used in five distinct lineages: 

BHK-21, Huh-7, Vero, L929 and HEK-293T; being evaluated two sampling times after 

infection of RVGP (24 e 48 h). The protein was assessed by various methods such as Western 

blot, Dot blot and indirect immunofluorescence (IIF), and the protein quantification 

performed by enzyme immunoassay (ELISA). This work contributes to the development of 

approaches to using the SFV expression vector indicating the best methods and cell lines that 

can be used for application in the production of various proteins. 

 

Keywords: Semliki Forest Virus (SFV). Rabies virus glycoprotein (RVGP). Expression of 

recombinant proteins. Culture of mammalian cells. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 A raiva é uma doença mundialmente disseminada, causando a morte de mais de 

55.000 pessoas por ano, sendo que os países mais pobres são os mais afetados. A dificuldade 

em controlar a doença após o início de seu desenvolvimento em um indivíduo faz com que a 

melhor abordagem contra a raiva, seja a vacinação dos principais animais reservatórios do 

vírus, e também de humanos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013). Porém, os 

custos de produção de uma vacina anti-rábica, campanhas de vacinação e sua distribuição, 

ainda limitam seu acesso à maioria das pessoas que vivem em áreas potencialmente de risco. 

 Além da questão econômica, as vacinas atualmente disponíveis são produzidas através 

de diferentes abordagens em todo o mundo, ocasionando em alguns casos, efeitos colaterais 

relacionados à sua administração. No Brasil, a vacina anti-rábica é produzida utilizando o 

vírus rábico inativado, o que não as garantem como uma vacina totalmente seguras, sendo 

contra indicado a gestantes e pessoas imunodeprimidas (NATHANSON et al., 1995). Outro 

fator importante é a necessidade de condições específicas para o armazenamento e 

distribuição do produto a regiões mais remotas, sendo este fato mais evidenciado em países 

em desenvolvimento, onde o acometimento de pessoas pela doença está diretamente 

relacionado ao seu poder aquisitivo, ocasionando em maiores dificuldades ao acesso a 

tratamentos e às campanhas de vacinação (ERTL, 2009). Por esses motivos, novos métodos 

que possam ser utilizados para aperfeiçoar o processo de produção vacinal se mostram 

necessários. 

Visto que em um processo de infecção pelo vírus da raiva, a glicoproteína presente no 

envelope do vírus rábico (RVGP), é a principal indutora de anticorpos contra o vírus em 

questão, um sistema que seja capaz de expressá-la corretamente, com todas as modificações 

pós-traducionais adequadas, pode vir a ser utilizado como ferramenta no processo de 

produção de uma vacina anti-rábica (GAUDIN et al., 1992). 

Sistemas capazes de expressar proteínas específicas em culturas celulares surgem 

como candidatos em potencial. Sendo que para tal finalidade, diversas abordagens vêm sendo 

desenvolvidas ao longo do tempo, visando uma melhor eficiência na entrega de um gene 

heterólogo e, consequentemente, um maior nível de produção da proteína correspondente 

(ASTRAY et al., 2013; DE JESUS et al., 2011). Nesse tipo de abordagem, a utilização de 

cultura de células eucarióticas se faz necessária quando a proteína a ser expressa necessita de 
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modificações pós-traducionais, sendo o caso da RVGP (WALSH et al., 2010). Existem 

diversos trabalhos que demonstram a utilização desse tipo de célula para esse propósito, 

mostrando bons índices de produção e processamentos convenientes na proteína gerada 

(BALDI et al., 2007; CONCEIÇÃO et al., 2007; JORGE et al., 1995, 1996). Apesar disso, 

muitas vezes os sistemas de expressão estudados não suprem as expectativas, devido à relação 

do tempo e material consumido, com os níveis de produção da proteína de interesse, além de 

outros problemas como a perda, por inativação ou deleção, do gene heterólogo no genoma 

celular (LUNDSTROM, 2003). 

 Neste sentido, têm-se desenvolvido sistemas de expressão transiente, que possibilitam 

níveis elevados de expressão gênica, de até 4 µg / 1E6 células (LUNDSTROM, 2003; PAUL 

et al., 1993). É o caso dos vetores virais, que permitem a utilização de fortes promotores 

gênicos que são responsáveis por altos níveis de expressão do transgene, e possuem uma alta 

eficiência de infecção e, portanto, de introdução do gene na linhagem celular desejada 

(TWYMAN, 2005). 

O sistema de expressão gênica derivado do Semliki Forest Virus (SFV) vem sendo 

muito utilizado nos últimos tempos, para expressar inúmeras proteínas e possui ampla 

capacidade de infectar diferentes linhagens celulares (LUNDSTROM, 2010). Portanto, surge 

como um sistema com grande potencial para avaliar a produção de RVGP em várias linhagens 

de culturas celulares, sendo um dos objetivos desse trabalho. 

O desenvolvimento deste projeto estabeleceu uma tecnologia de produção de 

partículas virais recombinantes (SFV-RVGP), capazes de expressar proteínas heterólogas 

(RVGP) em culturas de células de mamíferos. Diversas linhagens foram infectadas pelo vetor 

SFV-RVGP e avaliadas quanto a produção da proteína, como BHK-21, Huh-7, Vero, HEK 

293T, L929 e BHK-21 adaptadas a suspensão. Além disso, uma metodologia para realizar a 

quantificação das partículas virais foi estabelecida através de uma metodologia de qRT-PCR, 

de forma a otimizar o processo de infecção, avaliando ensaios com diferentes proporções de 

vírus por célula. 

O trabalho em questão contribui para um melhor entendimento quanto ao sistema de 

expressão utilizando o SFV, e sua capacidade de expressar proteínas heterólogas em 

diferentes linhagens de células de mamíferos. Essa abordagem pode ser estendida para a 

expressão de diversas outras proteínas, com potenciais usos terapêuticos e vacinais.
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2 REVISÃO BIBILIOGRÁFICA 

 

2.1 Doença da Raiva (World Health Organization – WHO) 

 

A raiva é uma zoonose, causada pela infecção do vírus rábico, que é pertencente à 

família Rabdoviridae e ao gênero Lyssavirus. A infecção em humanos, geralmente ocorre 

após uma mordida profunda ou arranhão de um animal infectado, sendo os cães o principal 

hospedeiro e transmissor da doença, que tem ainda morcegos e outros animais silvestres como 

importantes transmissores (TORDO et al., 1988).  

O desenvolvimento da doença em humanos leva a óbito, na ausência de um tratamento 

pós-infecção. Esse procedimento consiste na limpeza profunda do ferimento, imunização e 

tratamento com imunoglobulinas, logo após o contato suspeito. Uma vez que se manifestem 

os sintomas, não há tratamento e a doença é quase sempre fatal. Estima-se que a cada ano 

mais de 15 milhões de pessoas em todo o mundo recebam vacinação pós-exposição para 

prevenir o desenvolvimento da doença (WHO, 2013). 

O custo médio por pessoa de um tratamento anti-rábico é de US$ 40 na África e de 

US$ 49 na Ásia, sendo esse valor considerado muito elevado para um grande número de 

países em que a renda média é de US$ 1 a 2 por pessoa por dia. O gasto global com a 

prevenção da raiva está em torno de US$ 1 bilhão (WHO, 2013).  

Não estão disponíveis testes para diagnosticar a infecção pela raiva em humanos antes 

do aparecimento da doença clínica e, a menos que os sinais específicos de raiva, como 

hidrofobia ou aerofobia estejam presentes, o diagnóstico clínico pode ser difícil. A raiva 

humana pode ser confirmada intra-vitam e post mortem por várias técnicas de diagnósticos 

destinados à detecção do vírus inteiro, ou ácidos nucléicos em tecidos infectados (cérebro, 

pele, urina ou saliva). Com base em recomendações da World Health Organization (WHO), a 

principal ferramenta para prevenir a disseminação da doença é a profilaxia, principalmente em 

animais reservatórios do vírus, como cães (WHO, 2013).   

A doença da raiva é disseminada mundialmente, ocorrendo em mais de 150 países e 

territórios, sendo que apenas alguns poucos países no mundo não registraram casos de raiva 

recentemente, em sua maioria ilhas e penínsulas. Segundo dados da WHO, mais de 55.000 

pessoas morrem por ano por acometimento da doença, principalmente na Ásia e África, que 

concentram 95% dos casos de óbitos. Nos países desenvolvidos há prevalência de infecções 
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através de animais silvestres, e na América do Sul, no ano de 2003, pela primeira vez mais 

pessoas morreram de raiva devido ao contato com animais selvagens, principalmente 

morcegos, que por mordida de cães (WHO, 2013). 

A doença da raiva constitui um problema sério de saúde pública no Brasil, pois expõe 

um grande número de pessoas e animais ao risco de contrair a doença, que é facilmente 

disseminada e quase sempre fatal, necessitando de grandes esforços por parte do governo no 

combate eficaz da raiva animal e humana. Desde 1973, com a criação do Programa Nacional 

de Prevenção da Raiva, houve uma redução de 90% nos casos de raiva canina. Segundo dados 

do Ministério da Saúde o número de casos reportados de cães raivosos no Brasil caiu de 635, 

em 2002, para 83, em 2012.  O Ministério da Saúde (BRASIL, 2012) subsidia anualmente 

duas campanhas de vacinação contra a raiva para cães e gatos, uma nacional e outra de 

intensificação, nas áreas de risco. No ano passado foram vacinados mais de 23 milhões de 

animais durante a campanha nacional e quase 5 milhões na campanha de intensificação 

(BRASIL, 2012).  

Entre 2002 e 2007 observou-se um aumento no número de casos de raiva detectados 

em morcegos hematófagos no país. Em 2004 e 2005 um surto de transmissão da doença para 

humanos por esses animais aconteceu nos estados do Pará e Maranhão. Os animais de 

produção, principalmente os bovinos, também vêm sendo atingidos pela raiva ao longo dos 

anos, embora o Ministério da Agricultura desenvolva, desde 1966, o Programa Nacional de 

Controle da Raiva dos Herbívoros, que tem na vacinação sua maior aliada. A raiva humana 

apresentou expressiva redução nos últimos anos, visto que em 1990, foram registrados 73 

casos de raiva humana no país, enquanto que em 2012 esse número caiu para apenas cinco 

oficialmente registrados (BRASIL, 2012). 

Estima-se que, anualmente, o Governo do Brasil gaste US$ 28 milhões na profilaxia e 

controle da raiva, com vacinas de uso humano e para cães, imunoglobulinas, diagnóstico 

laboratorial, treinamento de recursos humanos e campanhas de vacinação de cães. Como 

comparação, nos EUA, esse custo foi estimado em mais de US$ 300 milhões anuais, sendo a 

maioria destinada para a vacinação de cães (MORATO et al., 2011). 

Durante o processo de desenvolvimento de uma vacina contra a doença, três gerações 

de vacinas anti-rábicas foram utilizadas. A primeira geração consiste na vacina a partir de 

vírus atenuado obtido de tecido nervoso infectado, principalmente de camundongos e ovelhas 

recém-nascidos, como na primeira vacina anti-rábica de Pasteur, a Fuenzalida-Palacios. A 

baixa potencialidade da mesma, requerendo várias imunizações diárias para conferir proteção, 
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e a associação à ocorrência de uma reação adversa grave de encefalomielite alérgica, devido à 

presença de neuroproteínas contaminantes, no caso da Fuenzalida-Palacios, culminou com o 

desenvolvimento das vacinas de segunda geração, baseadas em culturas celulares. Estas 

consistem na disseminação do vírus em ovos embrionados ou em cultura de células, e 

posterior inativação e concentração dos mesmos. Já as de terceira geração são as vacinas 

recombinantes, que tendem ser mais seguras e eficazes, mas ainda se restringem a área 

veterinária (WU et al.,2011). 

 

Tabela 1 - Vacinas anti-rábicas 

Vacinas Descrição Ano 

Pasteur Vírus vivo inativado por 

sucessivas passagens em 

cérebro de coelho 

1885 

Fermi and Semple Inativação da cepa de 

Pasteur com fenol 

1911 

Fuenzalida-Palacios Propagação viral em 

cérebro de camundongos 

1955 

Flury egg passage Propagação viral em ovos 

de galinha embrionados 

1960 

PHKCV Primeira vacina com vírus 

propagado em cultura de 

células (Primary hamster 

kidney – PHK) 

1968 

HDCV Primeira vacina com vírus 

purificado, concentrado e 

liofilizado, propagada em 

células humanas diplóides 

1974 

PDECV Vírus obtido pela 

propagação em células de 

embrião de pato 

1984 

PVRV Vírus purificado e 

inativado, propagado em 

cultura de células VERO 

1985 

Purevax (Merial) Vírus canarypox 

recombinante expressando 

a RVGP – Uso veterinário 

2011 

Fonte: modificado de WU X. et al., 2011; European Medicines Agency (EMA). 
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2.2 Vírus da raiva e glicoproteína do vírus rábico (RVGP) 

 

 O vírus rábico possui como genoma uma única fita de RNA negativo, linear e não 

segmentado, com aproximadamente 12 kb, sendo capaz de codificar uma nucleoproteína, uma 

fosfoproteína, uma RNA polimerase, uma proteína de matriz e a glicoproteína de superfície 

(RVGP) (Figura 1) (TORDO et al., 1988). 

 

       Figura 1 - Esquema do vírus rábico.  

 

    Fonte: Schnell (2010). 

 

A RVGP, em sua forma trimérica, possui peso molecular de 140 kDa, e está presente 

no envelope viral como 1200 moléculas agrupadas na forma de 400 espículas triméricas, 

sendo responsáveis pela adesão do vírus aos receptores da célula hospedeira, e pela indução 

de anticorpos neutralizantes no organismo exposto ao vírus (GAUDIN et al., 1992; PERRIN 

et al., 1985). Ela é composta por 524 aminoácidos, sendo os 19 primeiros correspondentes ao 

peptídeo sinal, estando ausentes na proteína madura. Os demais se encontram organizados em 

três domínios: ectodomínio N-terminal glicosilado (aminoácidos de 1 a 439), um domínio 

hidrofóbico transmembranário (440 a 461), e o domínio hidrofílico intracitoplasmático 

carboxiterminal (aminoácidos de 462 a 524) (GAUDIN et al., 1999). No ectodomínio da 

RVGP, encontram-se 8 sítios antigênicos (I-VI, “a” e G1), dos quais, os sítios II e III, 

segundo estudos, demonstraram possuir a maior representação de epitopos para anticorpos 

neutralizantes (97%), sendo portanto, os de maior interesse para o estudo do desenvolvimento 

de resposta imune contra essa molécula (BENMANSOUR et al., 1991). O sítio antigênico III 
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está presente apenas na forma trimérica da proteína, apontada como essencial para ligação da 

mesma a receptores celulares.  

Na célula hospedeira, a RVGP é sintetizada pela tradução ribossomal associada ao 

retículo endoplasmático rugoso. Nas cisternas dessa organela, a proteína é translocada 

formando os trímeros e sofrendo as modificações pós-traducionais necessárias, como a 

glicosilação inicial. No complexo de Golgi, ocorre a glicosilação terminal com hidrólise 

parcial da fração glicídica e a adição de novos açúcares em um ou dois dos sítios de ligação 

N-link para oligossacarídeos (DIETZSCHOLD, 1977; GAUDIN, 1997,). Além da 

glicosilação, a RVGP sofre uma acetilação durante seu transporte para o Complexo de Golgi, 

e uma palmitolação em uma cisteína situada ao lado do carbono terminal da sua região 

transmembrana, sendo assim, uma proteína com necessidade de alterações pós traducionais 

para sua atividade antigênica (GAUDIN et al., 1992). 

 

2.3 Sistemas de expressão de proteínas heterólogas 

 

Atualmente, os estudos para desenvolvimento de vacinas se baseiam na utilização da 

tecnologia do DNA recombinante, de forma a utilizar como componente vacinal, apenas a 

proteína correspondente à geração de anticorpos neutralizantes, e não mais o patógeno como 

um todo. Sendo assim, é cada vez maior o número de trabalhos envolvendo avaliação de 

diferentes tipos de vetores, para realizar a entrega do gene de interesse em uma célula 

hospedeira, de forma que haja altos níveis de expressão protéica, e que a mesma seja 

qualitativamente adequada (ERTL, 2009).  

Dependendo da proteína de interesse, existe um melhor sistema para que ela seja 

expressa, que compreende na escolha de um organismo ou tipo celular a ser usado, e qual 

vetor realizará a entrega gênica. Uma grande variedade de organismos vem sendo utilizados 

com sucesso na expressão de proteínas, incluindo plantas, algas, leveduras, bactérias, células 

de mamíferos, células de insetos, dentre outros (LANGER, 2009). Para cada sistema 

escolhido, haverá um vetor adequado, desde que apresente as características de ser estável, 

com um custo efetivo para sua produção e ser isento de toxicidade (CORTESI et al., 1996). 

Após a inserção do gene de interesse na célula, a expressão pode ocorrer de maneira 

transiente ou estável. Na expressão estável, o material genético inserido é integrado de forma 

randômica ao material genético da célula, através de enzimas de recombinação, de forma que 
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pode ser herdado pelas células filhas. Marcadores de seleção são utilizados para que as células 

com o gene de interesse sejam selecionadas (WULHFARD, 2009). Tal abordagem tem como 

vantagens, o fato de que em teoria todas as células estão expressando a proteína, a 

necessidade de uma quantidade menor de material genético para transfecção, e que após a 

seleção tem-se uma fonte ilimitada de produção da proteína. Porém, as principais 

desvantagens são a necessidade de um marcador de seleção adequado, o longo tempo para 

realizar a correta seleção de clones produtores, e os níveis de expressão ser influenciados pelo 

sítio de integração (BOLLATI; COMINI, 2007). No caso da expressão transiente, as células 

expressam a proteína de interesse em pouco tempo após a inserção do material genético, não 

ocorrendo integração, alcançando bons níveis de expressão em um curto espaço de tempo 

(BOLLATI; COMINI, 2007; NETTLESHIP, 2010). O uso desta abordagem está relacionado 

à produção de proteínas de alto valor agregado, em diferentes linhagens celulares (PHAM et 

al., 2006). Como desvantagens desse sistema, têm-se o curto período de expressão, a grande 

quantidade de material genético necessário, e a necessidade de um processo de transfecção 

sempre que for utilizado. Como vantagens têm-se a possibilidade de utilização de fortes 

promotores gênicos, a não necessidade do extenso processo de seleção, pode-se alcançar altos 

níveis de expressão, e a possibilidade de uma mesma abordagem ser utilizada em diferentes 

linhagens celulares, permitindo assim, avaliar em qual célula uma determinada proteína pode 

ser melhor expressa (BOLLATI; COMINI, 2007). 

Dentre os diversos sistemas utilizados para a expressão transiente de proteínas 

heterólogas, os vetores virais surgem como promissores candidatos. Um vírus para ser 

caracterizado como um vetor de expressão, geralmente sofre uma manipulação genética, 

alterando, por exemplo, seus riscos frente ao desenvolvimento de doenças, e possibilitando a 

inserção de genes de interesse, mas de modo que não perca sua capacidade inata de infectar 

células e liberar seu material genético (EL-ANEED, 2004). Diversos trabalhos relatam a 

utilização desses vetores na produção de proteínas terapêuticas (CASALES et al., 2010), e em 

terapia gênica, com pesquisas específicas para o tratamento de câncer (QUETGLAS et al., 

2013). Nos trabalhos relacionados à terapia gênica, os vetores virais surgem como 

predominantes, sendo que os principais vírus utilizados como vetores são Adenovírus, 

Retrovírus, Vírus Adeno-associados, herpes vírus e poxvírus (vaccínia vírus) (VANNUCCI et 

al., 2013).  

 Os vetores virais se destacam frente aos não-virais, devido à sua alta taxa de expressão 

protéica e à sua grande capacidade de entrega gênica aos mais diversos tecidos. Entretanto, 
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existem limitações relacionadas ao tamanho dos genes que podem ser carreados, e a 

necessidade da utilização de cultura de células, cuja padronização pode ser difícil, além de ter 

custo mais elevado se comparada à produção de DNA plasmidial. Outro fato relevante, no 

caso de terapia gênica, seria a alta imunogenicidade de alguns vírus, o que dificultaria sua 

administração para efetuar a entrega gênica (PATIÑO SFS, 2011).  

  

2.4 Semliki Forest Virus (SFV) 

 

O SFV é um vírus envelopado, de RNA positivo simples fita, do gênero Alphavirus, e 

família Togaviridae, e vem sendo utilizado como um contundente sistema de expressão 

gênica. A infecção de células permissivas por vírus desse gênero tem demonstrado 

significativos resultados, tornando esse sistema um método de expressão gênica com grande 

potencial (LILJESTRÖM; GAROFF, 1991; PUSHKO et al., 1997). 

Os vetores derivados de SFV têm sido largamente utilizados para obtenção de diversas 

proteínas recombinantes, para os mais variados fins, como caracterização da função celular, 

testes farmacológicos e estudos estruturais (HOFFMANN et al., 2001). Comumente, são 

expressas proteínas de membrana, receptores, enzimas e proteínas virais, sendo obtidos altos 

níveis de expressão protéica com esse sistema em células de mamíferos (BENMAAMAR et 

al., 2009; BIKKER et al., 1997; EIFLER et al., 2007; SHUKLA et al., 2006; SHUKLA et al., 

2007). O rendimento deste sistema de expressão heteróloga pode ser de até 20 vezes mais do 

que outras abordagens de expressão transiente (SHUKLA et al., 2007). 

O genoma do vírus é composto de duas regiões abertas de leitura (open reading frames 

- ORFs), sendo que a 5’ ORF codifica quatro proteínas não estruturais (nsp1-4), e a 3’ ORF 

codifica cinco proteínas estruturais que compõem o capsídeo e as glicoproteínas (E1, E2, E3 e 

6K) (STRAUSS; STRAUSS, 1994; RAYNER et al., 2002). As proteínas não estruturais são 

traduzidas diretamente do RNA senso, e tem como função gerar o RNA anti-senso a partir 

deste (Figura 2). Desta fita RNA anti-senso serão geradas as proteínas estruturais do genoma, 

a partir do promotor 26S que é ativado pelas proteínas não estruturais. O RNA subgenômico, 

que originará as proteínas estruturais, será gerado até 10 x mais que o RNA genômico, graças 

ao forte promotor subgenômico 26S. A poliproteína gerada sofre posteriormente, 

modificações pós traducionais que permitem a cada proteína estrutural desempenhar a real 

função (LUNDSTRON, 2003). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1182313/#ref29
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1182313/#ref37
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Figura 2 - Ciclo de vida do Semliki Forest virus (SFV) 

 

 Fonte: http://bilbo.bio.purdue.edu/~viruswww/Kuhn_home/research.php 

 

 

A utilização do SFV como vetor de expressão, envolve uma abordagem de engenharia 

genética para a construção de vetores baseados no seu genoma viral. Para a construção do 

vetor de expressão, o cDNA correspondente ao genoma do SFV foi dividido em dois 

plasmídeos diferentes: o plasmídeo de expressão, que contém os genes não estruturais do SFV 

e o promotor forte subgenômico SFV 26S, contendo ainda uma região de policlonagem para a 

introdução do gene de interesse, no caso a RVGP (pSFV-RVGP); e o plasmídeo auxiliar, 

contendo as proteínas estruturais do envelope viral (pSFV-Helper) (PUSHKO et al., 1997; 

KAMRUD et al., 2010). Após um processo de co-transfecção dos RNAs gerados in vitro 

referentes a ambos os plasmídeos, há a formação de partículas virais capazes de infectar uma 

ampla gama de células animais, notadamente as células de mamíferos. Entretanto, devido à 

http://bilbo.bio.purdue.edu/~viruswww/Kuhn_home/research.php
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ausência do sinal de encapsidação no RNA codificante para as proteínas estruturais, apenas o 

RNA contendo o gene de interesse é empacotado nas partículas virais recém-formadas, 

constituindo o único RNA presente na partícula viral, o que na prática faz com que essas 

partículas sejam infecciosas, mas não replicativas (BERGLUND et al., 1993; GAROFF, 

1991; LILJESTROM, 2003) Em uma abordagem de engenharia genética, visando aumentar a 

segurança do sistema, a proteína de envelope viral E2 foi mutada de forma que o vírus apenas 

possa realizar a fusão com a membrana plasmática da célula a ser infectada, quando 

previamente tratado com α-quimiotripsina (LUNDSTROM, 2003). 

O presente estudo consiste em uma otimização de um trabalho realizado no 

laboratório, que avaliou o sistema SFV como potencial vetor para expressar a RVGP. Frente a 

outros trabalhos que avaliaram diferentes sistemas para expressar a RVGP, o sistema SFV se 

mostrou muito promissor. A expressão dessa proteína já foi estudada em sistemas utilizando 

tanto células eucarióticas, quanto procarióticas (Tabela 2) (LATHE et al., 1984; PREHAUD 

et al., 1989). Trabalhos com a RVGP expressa em bactérias mostraram que a proteína obtida e 

administrada em camundongos, não gerou proteção após o desafio, provavelmente por não 

realizarem as modificações pós-traducionais adequadas (YELVERTON et al., 1983). 

Morimoto et al. (1992), construíram um vetor derivado de retrovírus contendo o gene da 

RVGP, que foi capaz de expressá-la em células de neuroblastoma (NA) e células BHK-21, 

sendo corretamente glicosilada apenas em células BHK-21, sugerindo que as alterações pós-

traducionais dependem também das condições celulares sob as quais a proteína é 

metabolizada. A RVGP também foi bem expressa em leveduras Saccharomices cerevisiae 

utilizando um vetor de expressão sob controle de um promotor indutível (metalotioneína) e 

um promotor constitutivo (triose desidrogenase) (KLEPFER et al., 1993, SAKAMOTO et al., 

1999). Ramya et al., (2011) demonstraram através da construção de um baculovírus 

recombinante com o gene da RVGP, sob comando do promotor poliedrina, que a RVGP 

expressa em células de inseto Spodoptera frugiperda (Sf9), manteve as características 

estruturais e imunogênicas. Em células S2, a RVGP foi expressa utilizando um vetor 

plasmidial com o gene da proteína, sob um promotor constitutivo de actina, alcançando níveis 

de 300 ng / mL (YOKOMIZO et al., 2007). Em trabalho semelhante, utilizando o promotor 

indutível metalotioneína, foram alcançados maiores níveis de expressão chegando a 5,4 ug / 

1E7 células, (LEMOS et al., 2009). 
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Tabela 2 - Sistemas utilizados para expressão de RVGP. 

Sistemas de 

Expressão 

Célula Produção de 

RVGP 

Conclusão Referência 

 

Bactérias 

 

Escherichia 

coli 

 

n.d. 

A proteína expressa 

falhou na proteção de 

camundongos após o 

desafio 

 

Yelverton, 

1983 

 

Leveduras 

 

Saccharomyces 

cerevisae 

 

30-40 ng / mL 

RVGP não foi 

corretamente 

produzida, com baixa 

imunogenicidade 

 

Sakamoto et al., 

1999 

 

Transfecção 

Estável 

 

S2 

(pAcRVGP2) 

 

300 ng / mL 

Expressão de RVGP 

em células S2 com 

correta atividade 

biológica 

 

Yokomizo et al, 

2007 

 

Transfecção 

Estável 

 

S2 

(pAcRVGP2) 

 

300-400 ng / 

10
7
 

Cultivo em 

biorreator de 2L: 

Biostat MD System 

 

Galessi et al, 

2008 

 

Transfecção 

Estável 

 

S2 

(pMtRVGPHy) 

 

5,5 µg / 10
7
 cel 

Estratégias utilizando 

diferentes vetores, e 

uma nova pressão 

seletiva 

 

Lemos et al, 

2009 

 

Transfecção 

Estável 

 

S2 

(pMtRVGPHy) 

 

1,5-2 µg / 10
7
 

cel 

Cultivo em 

biorreator de 1L: 

BioFlo 110 

 

Ventini et al, 

2010 

 

Semliki Forest 

Virus (SFV) 

 

BHK-21 

 

18-22 µg / 10
7
 

cel 

Bons índices de 

expressão de RVGP 

com esse sistema. 

 

Benmaamar et 

al, 2009 

 

Baculovírus 

 

Sf-9 

 

0,89 µg/10
7
 cel 

Expressão por esse 

sistema com alta 

imunogenicidade 

 

Ramya et al, 

2011 

 

Baculovírus 

 

BHK-21 

 

n.d. 

Expressão de RVGP 

utilizando esse 

sistema em células 

de mamíferos 

 

Huang et al, 

2011 

 

Adenovírus 

 

HEK-293 

n.d. Expressão de RVGP 

a baixos níveis. 

Yarosh et al, 

1996 

 

Parainfluenza 

 

MDBK 

 

n.d. 

Comprovado por 

Western blot, e boa 

imunogenicidade 

 

Chen et al, 

2013 

Fonte: Adaptatado de Patiño (2011). 

 

2.5 Quantificação viral através de qRT-PCR 
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Com o intuito de garantir a reprodutibilidade e maximizar a produção de proteínas, é 

importante uma estimativa do título do vírus recombinante que será utilizado em um processo 

de infecção. A utilização de um MOI (Multiplicity of infection) excessivamente alto de vírus 

pode ocasionar danos às células antes que a produção da proteína de interesse seja iniciada, e 

desperdiçar valiosos estoques de vírus (KOOL et al., 1991). Enquanto que o uso de poucas 

partículas virais por célula causa uma baixa produtividade da proteína de interesse. 

Uma grande variedade de métodos alternativos para titulação foi desenvolvida nos 

últimos tempos, como a utilização de genes repórter, tais como β-galactosidase e proteína 

verde fluorescente de água viva, citometria de fluxo, medição das mudanças do diâmetro de 

células infectadas usando um contador de células e indicadores colorimétricos (CHA et al., 

1997; JANAKIRAMAN et al., 2006; POULIQUEN et al., 2006; SHEN et al., 2002; 

YAHATA et al., 2000). O método de titulação em placa é uma alternativa para a 

quantificação viral, porém, tal método é trabalhoso e requer muito tempo, além de exigir um 

grau de especialização em cultura de células e manipulação viral, às vezes produzindo 

resultados que podem ser difíceis de interpretar (HUNT, 2005). 

Lo e Chao (2004), descreveram uma técnica de PCR quantitativa (qPCR) para 

titulação de baculovírus, baseado na extração e quantificação do material genético viral. 

Sendo esse, um método que permite de uma maneira muito mais rápida e simples, determinar 

os títulos virais com base na intensidade de um sinal de fluorescência, geradas durante a 

amplificação da PCR. 

Devido a sua alta sensibilidade, a transcrição reversa seguida pela qPCR é altamente 

utilizada para quantificar mudanças fisiológicas na expressão gênica. A técnica depende da 

sequência alvo, da quantidade de RNA esperada, do grau de precisão necessário e se a 

quantificação precisa ser relativa ou absoluta. Essa combinação de técnicas de biologia 

molecular (qRT-PCR), com a tecnologia do SybrGreenMaster Mix (Applied Biosystems, 

Carlsbad, CA., U.S.A.) é capaz de fornecer resultados rápidos, precisos e confiáveis.  

Em geral, duas curvas de calibração externas podem ser usadas, uma baseada no RNA 

recombinante, e outra baseada no DNA recombinante. Porém a curva baseada no DNA 

recombinante é mais estável que a de RNA, não sofrendo atividade de RNAses, e podendo 

ficar estocada por um período de tempo maior. Ao utilizar a curva baseada no DNA 
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recombinante, somente moléculas de cDNA derivadas de uma RT podem ser quantificadas 

com precisão, sendo que a eficiência de síntese do cDNA deve ser sempre confirmada 

(PFAFFL, 2001).  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Este trabalho tem como objetivo, o estudo de um sistema de expressão gênica, baseado 

em um Alphavirus (Semliki Forest Virus - SFV), utilizando diferentes linhagens de células de 

mamíferos. Para tanto, a proteína utilizada para avaliar a expressão, foi a glicoproteína do 

vírus rábico (RVGP). 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 estabelecer um protocolo de transcrição in vitro e transfecção de RNA, para produção 

de partículas virais SFV recombinantes (SFV-RVGP); 

 

 analisar a expressão da RVGP no sistema de expressão SFV com diferentes métodos 

como ELISA, Western blot e imunofluorescência indireta (IFI); 

 

 estabelecer um método de titulação/quantificação dos vírus recombinantes para 

otimizar a infecção viral e expressão da proteína heteróloga; 

 

 determinar as melhores condições de cultivo celular e infecção viral para expressão da 

proteína heteróloga; 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Células de mamíferos utilizadas para avaliar a expressão de RVGP 

 

4.1.1 Baby Hamster Kidney (BHK-21) 

 

 Foram utilizadas nesse trabalho, células BHK-21 para a geração das partículas virais 

SFV-RVGP através de uma co-transfecção dos RNAs originados dos vetores pSFV-RVGP e 

pSFV-Helper. Esta linhagem é originária do organismo Mesocricetus auratus (Syrian golden 

hamster), passagem 87. Seu cultivo foi realizado em meio Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium (DMEM - Gibco, Grand Island, NY., U.S.A.) suplementado com 10% de soro fetal 

bovino (SFB), nas condições de 37 ⁰C, com 5% de CO2. A célula também foi utilizada para 

avaliar a expressão da RVGP a partir da infecção com o vírus SFV-RVGP.  

 

4.1.2 BHK-21 suspensão 

 

 Células BHK-21 C-13 (Sigma-Aldrich ECACCCell Lines, Lyon, France), adaptadas a 

suspensão, generosamente doada pelo Dr. Renaud Wagner (Ecole Superieure Biotecnologie, 

Universidade de Strasbourg), utilizadas na passagem 137, foram cultivadas em meio IMDM 

(46,5%) (Gibco, Grand Island, NY., U.S.A); DMEM (46,5%); suplementado com Soro Fetal 

bovino inativado (5%) e solução de Glutamina 4 mM (2%). Foram avaliadas quanto à 

capacidAde de expressão de RVGP a partir da infecção com o vírus SFV-RVGP. 

 

4.1.3 Células de Hepatocarcinoma humano (Human Hepato Cellular Carcinoma-HuH 7) 

 

 Células diferenciadas in vitro de hepatocarcinoma humano, passagem 118 foram 

utilizadas para avaliar a produção de RVGP após a infecção com o vírus SFV-RVGP. 

Condições de cultivo iguais às descritas para BHK-21. 
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4.1.4 Human Embrionic Kidney (HEK-293T) 

 

 Células derivadas do rim humano, utilizadas na passagem 123 também foram 

utilizadas para avaliar a produção de RVGP após a infecção com o vírus SFV-RVGP, sob as 

mesmas condições de cultivo das demais células. As células HEK-293T derivam da linhagem 

HEK-293, com o adicional de expressar o antígeno T, do vírus símio 40 (SV 40).  

 

4.1.5 Green Monkey Kidney (VERO) 

 

 Também utilizamos a linhagem celular derivada do rim do macaco verde africano 

(Cercopithecus Aethiops), na passagem 62. 

 

4.1.6 Linhagem L929 (ATCC – CCL-1) 

 

 A célula L929 é um subclone da linhagem parental L. Foi uma das primeiras linhagens 

celulares a serem estabelecidas em cultura contínua. A linhagem L é derivada do tecido 

aureolar subcutâneo e adiposo de um camundongo macho C3H/An de 100 dias. Foram 

utilizadas na passagem 18, sendo avaliada a produção de RVGP após a infecção por SFV-

RVGP. 

 

4.2 Obtenção do Semliki Forest Virus recombinante (SFV-RVGP) 

 

 Para a construção do vetor de expressão, o cDNA correspondente ao genoma do SFV 

foi dividido em dois plasmídeos distintos.O plasmídeo de expressão (pSFV-RVGP), contendo 

os genes não estruturais do SFV e o promotor subgenômico SFV26S, além de uma região de 

policlonagem para inserção do gene de interesse, no caso a RVGP. O cDNA da RVGP foi 

obtido a partir do plasmídeo RVGP/PV fornecido pelo Dr. Yves Jacob do Instituto Pasteur, de 

Paris. O outro plasmídeo, denominado como “auxiliar” (pSFV-Helper), contém a informação 

genética para as proteínas estruturais do vírus (Figura 3). Ambos os plasmídeos possuem 

como sinais de seleção bacteriana, o gene de resistência à ampicilina. O plasmídeo de 

expressão possui ainda um sinal de encapsidação, ausente no plasmídeo “auxiliar”, tendo essa 

sequência, a função de permitir que o plasmídeo/RNA que a possui seja incorporado pela 
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partícula viral recém gerada. A etapa de construção dos vetores foi realizada por um trabalho 

anterior a esse, no laboratório de Receptores de Proteínas Membranárias da Universidade 

Louis Pasteur em Strasbourg, França (BENMAAMAR et al., 2009). 

 

Figura 3 - Vetores utilizados no trabalho.  

 

SP6 – Promotor para RNA polimerase 

nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4 – Proteínas não estruturais do SFV 

Amp – Gene de resistência à ampicilina 

26S – Promotor subgenômico viral 

OriC – Origem de replicação bacteriana 

RVGP – Glicoproteína do vírus rábico 

 

 

4.2.1 Transformação bacteriana para amplificação dos vetores 

 

Alíquotas de bactéria DH5α competentes foram descongeladas, e os vetores pSFV-

RVGP e pSFV-Helper foram adicionados separadamente na proporção 3:30, sendo feito 

simultaneamente um controle negativo (sem plasmídeo). As misturas foram mantidas por 30 

minutos no gelo. Em seguida, as bactérias foram mantidas a temperatura de 42 °C, 2 min, e 

imediatamente foram colocadas novamente no gelo por 5 minutos.  O plaqueamento de todo 

volume da bactéria foi então feito em meio LB- ágar com antibiótico (ampicilina) e incubados 

a 37 °C, 20 h (overnight). 

 

 

RVGPRVGP
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4.2.2 Obtenção dos plasmídeos 

 

Colônias isoladas de bactérias contendo o vetor de interesse (pSFV-RVGP ou pSFV-

Helper) foram inoculadas em 100mL de meio LB em um frasco erlenmeyer estéril e vedado, 

incubado a 37 °C, 20 h (overnight), sob agitação a 250 rpm.  Após o período de incubação o 

DNA plasmidial foi extraído e purificado com o kit Maxiprep Plasmid (Qiagen, Valencia, 

CA., U.S.A.), conforme instruções do fabricante. A concentração dos vetores foi determinada 

por fluorimetria através do equipamento Qubit (Invitrogen, Carlsbad, CA., U.S.A) e 

confirmada por leitura em espectrofotômetro a 260 nm. 

 

4.2.3 Transcrição in vitro 

  

Primeiramente, os plasmídeos pSFV-RVGP e pSFV-Helper foram linearizados com as 

enzimas Nru I e Spe I, respectivamente, sendo o processo confirmado através de um 

procedimento de eletroforese em gel de agarose 0,8% (Figura 5). Após essa etapa, os mesmos 

foram então submetidos a um processo de transcrição in vitro, através do kit MAXIScript 

SP6® (Ambion, Carlsbad, CA., U.S.A.), conforme instruções do fabricante com algumas 

modificações, como a temperatura de incubação de 40 ⁰C, e o tempo de 2 h, além da adição 

dos reagentes CAPanalog (Invitrogen) e Ribolock (Thermo Scientific, Vilnius, Lituânia). Os 

RNAs gerados foram quantificados através de método fluorimétrico no equipamento Qubit, e 

um procedimento de eletroforese em gel de agarose (0,8%) foi feito, para verificar a eficiência 

da transcrição (Figura 5). 

 

4.2.4 Transfecção por Eletroporação 

 

O protocolo de eletroporação foi baseado em Karlsson e Liljestrom (2003), com 

algumas modificações. Os RNAs obtidos foram prontamente transfectados em células BHK-

21 (8 x 10
6
 células), repicadas no dia anterior, com 80% de confluência, utilizando o aparelho 

GenePulser II (Biorad, Hercules, CA., U.S.A.). A proporção entre os dois tipos de RNAs 

utilizados foi sempre de dois RNAs oriundos do pSFV-RVGP (RNA-RVGP), para cada um 

RNA obtido do pSFV-Helper (RNA-Helper). As condições de eletroporação utilizadas foram 

as seguintes: 360 v; 75 µF; resistência ∞, para cubetas de 0,2 cm. As células recém 
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eletroporadas foram colocadas em garrafa T-75, com 10 mL de meio DMEM, suplementado 

com 10% de soro fetal bovino, e incubadas a 37 ⁰C, 24 h, com 5% de CO2. Após esse período, 

o sobrenadante das células foi coletado e centrifugado a 15550 g, 4 ⁰C, 30 min. O 

sobrenadante da centrifugação, contendo os vírus, foi então filtrado com filtros de 0,22 µm 

(Milipore, Billerica, MA., U.S.A.), aliquotados e armazenados a -80 ⁰C. 

 

4.2.5 Transfecção utilizando o reagente comercial Transmessenger (Qiagen) 

 

 O processo de transfecção através do kit Transmessenger, foi realizado conforme 

instruções do fabricante, sendo realizada em garrafas T-75 com BHK-21 (80% confluentes) 

repicadas no dia anterior. Utilizou-se a proporção 1:4, de RNA com relação ao reagente, 

sendo que foram utilizados 12 µg de RNA total, dos quais 8 µg eram do RNA-RVGP, e 4 µg 

do RNA-Helper. A coleta das partículas virais foi realizada 24 h após a transfecção, através de 

centrifugação a 15550 g, 4 ⁰C, 30 min. O sobrenadante da centrifugação foi então filtrado 

com filtros de 0,22 µm, aliquotados e armazenado a -80 ⁰C. 

 

4.3 Quantificação viral 

 

 Para determinar o título viral e, consequentemente, a quantidade de vírus a ser 

utilizada no processo de infecção (MOI), utilizou-se um protocolo de extração do RNA viral 

seguido de uma etapa de transcrição reversa, de forma que o cDNA obtido fosse então 

quantificado por qPCR.  

 

4.3.1 Desenho de oligonucleotídeos 

 

 Através do aplicativo Primer Express 3.0, foram desenhados os oligonucleotídeos 

utilizados para o desenvolvimento do processo de quantificação viral (Tabela 3).  
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Tabela 3 - Características dos oligonucleotídeos 

Nome Seqüência Tm (°C) %GC 

F-I-2 ACA GAC TGT CAC TGA GCA G 52 53 

R-I-2 TCT CTG CAG TAG ATG GTC AC 54 50 

SFV1 TGT GCC GCT ACG CAA TGA 64 56 

SFV2R CAT GCT TTT AAC TTG GTG TGA CCT A 62 40 

SFV3 AGA CCA TGT GGA CCT CGA GAA 62 52 

SFV4R GAG GCA AGG TAT GCA GCT CTC T 62 55 

R-E-2 CTC AAT GAT GAC GTG GAG CT 54 50 

Tm - Temperatura de Melting. 

GC – Par de bases nitrogenadas formado por Guanina e Citosina. 

 

 

Foram utilizadas como alvo para anelamento, a região nsp2 da poliproteína não 

estrutural do SFV, sendo desenhados três pares de oligonucleotídeos (F-I-2/R-I-2; 

SFV1/SFV2R; SFV3/SFV4R), cujas características estão dispostas na tabela. 

 

4.3.2 Extração de RNA 

 

O sobrenadante contendo as partículas virais foi submetido a um processo de extração 

do RNA viral, através do kit QIAmp Viral RNA (Qiagen), conforme instruções do fabricante. 

 

4.3.3 Tratamento com DNase 

 

O RNA obtido foi quantificado através do reagente Quant-it RNA assay kit 

(Invitrogen) e do fluorímetro Qubit (Invitrogen), sendo que esse reagente permite a 

quantificação em separado do RNA e do DNA presente na amostra. O material foi então 

tratado com a enzima DNase I (Promega, Madison, WI., U.S.A.), para eliminar possíveis 

DNAs contaminantes que possam existir na solução. Após a adição de 3 unidades da enzima 

para cada 3 microgramas do material, a solução foi incubada a 37⁰C, 30 min. Terminado esse 

período, adicionou-se 2 µL de um inibidor enzimático à base de EGTA (Stop Solution), e a 

reação foi incubada a 65 ⁰C, 10 min. Este passo visa a inativação da enzima, para que não 
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haja ação da mesma no cDNA viral que será obtido posteriormente. O RNA tratado foi 

imediatamente submetido a uma reação de transcrição reversa. 

 

4.3.4 Transcrição Reversa 

 

O processo de transcrição reversa, visa obter o cDNA correspondente ao material 

genético viral para posterior quantificação do mesmo. Para essa etapa, foi utilizado o 

oligonucleotídeo R-E-2 (Tabela1), específico para a região nsp2 do vírus.  

Cada amostra de RNA livre de DNA foi então imediatamente submetida à reação de 

transcrição reversa com a enzima M-MLV (Invitrogen). Primeiramente, 200 ng de RNA 

tratado com DNase foram incubados a 65 ºC, 5 min, juntamente com 1 µM de 

oligonucleotídeos anti-senso específico (R-E-2), 0,5 mM de dNTPs e água livre de DNase e 

RNase. Em seguida, a mistura foi resfriada rapidamente no gelo e adicionou-se o tampão, 

juntamente com o DTT 0,1M e 200 U de M-MLV, em um volume total de 20 µL. A reação 

foi incubada a 37 ºC, 30 min, para a síntese do cDNA do SFV, sendo interrompida pela 

incubação a 70 ºC, 15 min. As amostras foram então armazenadas –20 ºC até a análise. 

Durante a padronização dos protocolos, as preparações de RNA tratadas com DNase foram 

testadas em reações de nested-PCR, utilizando os mesmos pares de primers (F-I-2 e R-I-2), 

para avaliar a eficácia da digestão do DNA contaminante. Somente após a confirmação da 

remoção do DNA contaminante, o cDNA de cada amostra viral foi submetido à qPCR, 

simultaneamente com os padrões da curva padrão. O cDNA obtido era utilizado 

imediatamente, ou armazenado a -20 ºC por no máximo 3 meses.  

 

4.3.5 PCR e Nested PCR 

 

 A reação em cadeia da polimerase (PCR) foi desenvolvida com o kit comercial Taq 

DNA Polymerase (Invitrogen), seguindo recomendações do fabricante. Foram adicionados 5 

µL de amostra, para 1 µL de cada primer (R-I-2 / F-I-2, a 5µM), 1 µL de MgCl2 (1,5 mM), 

0,5 µL dNTP (10 mM), 2,5 µL de Buffer 10x, 0,2 µL de enzima (1 U) e água para um volume 

final de 20 µL. A reação foi realizada no termociclador PTC-200 (MJ Research, St Bruno, 

Quebec, Canada) com o seguinte ciclo de amplificação: 94 ⁰C / 3 minutos, (94 ⁰C/ 15s, 53 ⁰C/ 
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30s, 72 ⁰C/ 30s) x 34, 72 ⁰C/ 10 minutos. As mesmas condições foram utilizadas nas reações 

de nested-PCR, sendo as amostras provenientes da primeira PCR. 

 Os fragmentos amplificados puderam ser visualizados através de eletroforese em gel 

de agarose 1,5 % contendo 0,5 µg/mL de brometo de etídeo e revelação em transiluminador 

(TFX-20M, Life Technologies) sob luz ultravioleta, captura de imagem através de sistema 

fotodocumentador com câmera DC290 (Kodak,Rochester, NY, Estados Unidos) e análise com 

aplicativo Alpha DigiDoc (Figura 4). 

 

4.3.6 Obtenção dos padrões para construção da curva-padrão para qPCR 

 

 Para realizar a quantificação do RNA genômico das partículas virais, foi construída 

uma curva-padrão, a partir do vetor de expressão (pSFV-RVGP). O vetor foi submetido à 

digestão através da enzima NruI (Fermentas) para linearização, que foi confirmada através de 

eletroforese em gel de agarose 0,8% (Figura 5). Posteriormente, foi quantificado através do 

Qubit, e diluído em EGTA (1mM), para a obtenção de diversas quantidades de cópias em um 

mesmo volume de 3 µL (6 x 10
7
, 6 x 10

6
, 6 x 10

5
, 6 x 10

4
, 6 x 10

3
, 6 x 10

2
, e 60 cópias). Os 

padrões diluídos e aliquotados foram armazenados a -20 ⁰C até o momento do uso. Diversas 

amplificações da curva padrão foram realizadas em qPCR para determinar sua 

reprodutibilidade, avaliando três pares de oligonucleotídeos distintos (Tabela1), sendo os 

experimentos realizados em triplicatas para cada padrão (Figura 8). 

 

4.3.7 qPCR 

 

 A qPCR foi realizada no equipamento StepOne Real Time PCR System (Applied 

Biosystem, Foster City, CA, U.S.A.). Utilizou-se o kit Power Sybr Green (Life 

Technologies), que contém uma mistura de dNTPs, MgCl2, Taq DNA polimerase, e o 

reagente fluorescente intercalante de bases, Sybr Green, em tampão próprio, pronto para uso. 

Em 6,5 µL correspondente a esse reagente foram adicionados 0,65 µL de cada primer (R-I-2 / 

F-I-2, a 5 µM) e água para um volume final de 12 µL. A solução foi então distribuída na 

placaMicroAmp™ (Applied Biosystems), adicionando-se posteriormente 3 µL de amostra, 

totalizando 15 µL de volume final. A placa foi então vedada e brevemente centrifugada (45 g/ 

5s) para coletar todo o volume no fundo do recipiente.  

https://www.google.com.br/search?q=rochester+ny&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgxMHnxCHfq6-QVpJSooSmFVpWJSmpZWdbKWfX5SemJdZlViSmZ-HwrHKSE1MKSxNLCpJLSoWKJFZUhUi-Gci2yzhWbwdyr_DddoBMno2v18AAAA&sa=X&ei=PaaKUoGHKfSnsQTt6YGQDA&sqi=2&ved=0CLIBEJsTKAIwEg
https://www.google.com.br/search?q=estado+de+nova+york&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgzMHnxCHfq6-QVpJSooSJ4hlalmUVKmllZ1spZ9flJ6Yl1mVWJKZn4fCscpITUwpLE0sKkktKmbU5t0YLndlQrqe6MkZWyU3KFgZbAcA0ByjQGAAAAA&sa=X&ei=PaaKUoGHKfSnsQTt6YGQDA&sqi=2&ved=0CLMBEJsTKAMwEg
https://www.google.com.br/search?q=estados+unidos&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgzMHnxCHfq6-QVpJSooSJ4hlmWxebqCllZ1spZ9flJ6Yl1mVWJKZn4fCscpITUwpLE0sKkktKn69u1x58nvdvVvrNmzXXzZ5ucNt8y0AKJ35y2AAAAA&sa=X&ei=PaaKUoGHKfSnsQTt6YGQDA&sqi=2&ved=0CLQBEJsTKAQwEg
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O ciclo de amplificação utilizado foi o mesmo já descrito (Metodologia 5.3.5). A 

leitura da fluorescência emitida era feita uma vez a cada ciclo após a elevação da temperatura 

a 80⁰C. Ao final da amplificação era determinado o ponto de dissociação dos produtos da 

PCR (“Melting point”), através da elevação gradual da temperatura de 60 ⁰C a 95 ⁰C, com 

leitura a cada 1 ⁰C de elevação, para verificar a especificidade da reação, sendo que o 

fragmento amplificado deve apresentar dissociação à temperatura de 83 ºC ± 0.3 ºC, com base 

no seu tamanho (145 bp). Para cada análise das amostras oriundas do SFV-RNA, foi realizada 

na mesma placa a análise dos padrões para a construção da curva padrão de quantificação, 

sendo o experimento realizado em triplicata para as amostras e padrões. 

 O aplicativo StepOne Software v2.2.2 foi utilizado para realizar a análise de dados 

obtidos durante a reação de qPCR. O nível de fluorescência, pelo qual passa a linha de 

amplificação exponencial (“treshold”), foi definido pela subtração do sinal de fundo 

(“baseline”) pela média entre o sinal obtido no primeiro ciclo ao do décimo segundo ciclo. 

Posteriormente, visualizando o gráfico em modo suavizado (“smooth”) na escala logarítmica, 

pode-se estabelecer o nível de fluorescência mais adequado, próximo ao início da curva 

exponencial de aumento da fluorescência. O ciclo de quantificação (“cycle treshold” - Ct), 

que é o parâmetro utilizado para realizar a análise, corresponde ao ponto de intersecção entre 

a curva de amplificação da fluorescência e o patamar fixado como ideal. 

Para determinação do título viral, foram realizados alguns cálculos com base na 

equação da curva de quantificação. Sendo que, o número de cópias do SFV-RNA era 

determinado multiplicando-se o resultado fornecido pela qPCR por um valor obtido com base 

nas diluições efetuadas e pelo rendimento do processo de extração (Figura 4). 
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           Figura 4 - Cálculos para determinação da titulação viral. 

 

SFV – número de cópias de vírus por µl 

A – resultado obtido pela qRT-PCR 

B – volume total da RT 

C – volume da amostra usada na qPCR 

D – volume de eluição da coluna de extração 

E – volume utilizado após tratamento com DNase para fazer RT 

 

 

4.4 Ativação do vírus SFV-RVGP 

 

 Os vírus recombinantes são obtidos na forma inativa devido a uma mutação na 

proteína estrutural E1, sendo necessário um processo de ativação, para que a infecção seja 

realizada por eles. As partículas de SFV-RVGP são então tratadas com α-quimiotripsina 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A.), 1,6 mg/mL de vírus, e incubadas à temperatura 

ambiente (TA), 30 min, sendo posteriormente submetidas a um processo de inativação dessa 

enzima, realizado com a adição de aprotinina (1 mg/mL) (Thermo Scientific, Vantaa, 

Finlândia), e incubação a TA, 5 min. Após esse processo, as partículas ativadas podem ser 

utilizadas ou armazenadas a -80⁰C. 

 

4.5 Infecção com o vírus SFV-RVGP 

 

 As diversas linhagens de células de mamíferos foram inoculadas em placas de 6 poços, 

com 3 x10
5
 células por poço, um dia antes da infecção. No dia seguinte, as células recebiam 

os volumes de SFV-RVGP correspondentes aos MOIs determinados (1, 10, 15 e 50), sendo 

que no caso das células BHK-21 adaptadas a suspensão, utilizou-se apenas o MOI 15. Os 

tempos de coleta avaliados após a infecção foi de 24 e 48 horas. 

 Para o processo de infecção, as placas foram primeiramente lavadas com PBS estéril 

(0,8 mL/ poço), para retirar o meio de cultura contendo soro fetal bovino. Após a retirada do 

PBS, o vírus foi adicionado na quantidade desejada, previamente diluído em 0,5 mL de meio 

DMEM sem soro fetal bovino. As placas permaneceram a temperatura ambiente (24⁰C) 
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durante duas horas, em agitador Kline. Após esse tempo, foram adicionados 1 mL de meio 

DMEM com soro fetal bovino (10%), e os cultivos colocados a 37 ⁰C em atmosfera contendo 

5 % de CO2. 

 Após 24 e 48 horas, o sobrenadante de cada poço foi coletado e centrifugado, 

enquanto que as células foram descoladas com PBS-EDTA (5 mM) e incubadas a 37⁰C, 5 

min, sendo posteriormente centrifugadas. Após centrifugação de ambos (800 g / 5 minutos), o 

sobrenadante e o pellet foram armazenados a -20⁰C, para posterior avaliação quanto à 

presença de RVGP, através de ensaio imunoenzimático (ELISA) específico para a RVGP. A 

preferência pelo uso de PBS-EDTA se deve ao fato de que a utilização de tripsina diminui a 

concentração de RVGP presente (BENMAAMAR et al., 2009).  

 

4.6 ELISA 

 

 A técnica de ELISA para detecção da RVGP foi realizada conforme descrito em 

trabalho anterior, para detecção da mesma proteína em células S2 (ASTRAY et al., 2008).

  

4.6.1 Reagentes e soluções 

 

- Anticorpos monoclonais para a sensibilização das placas (IgG-D1): Imunoglobulina anti-

sítio III da glicoproteína rábica. 

- Anticorpos monoclonais conjugados com peroxidase (IgG-D1-Po): Imunoglobulina idêntica 

à utilizada para a sensibilização das placas, conjugada com peroxidase. 

- Antígeno de referência: vírus rábico (linhagem Pasteur) inativado, purificado e liofilizado, 

apresentando 10 µg de RVGP. 

- Tampão carbonato 0,05 M (pH 9,6): solução de bicarbonato de sódio 0,05 M, com pH 9,6 

ajustado com solução de carbonato de sódio 0,05 M. 

- Tampão de bloqueio: 0,3 % albumina de soro bovino (BSA) + 5% sacarose em tampão 

carbonato (pH 9,6). 

- Tampão PBS (pH 7,0) concentrado 10x. 

- Tampão de lavagem: PBS + 0,005% Tween 20. 
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- Tampão de diluição: PBS + 0,05% Tween 20 + 0,5% BSA (pH 7,0). 

- Tampão citrato (pH 5,6):citrato de sódio + ácido cítrico + 0,1% peróxido de hidrogênio 40 v. 

- Solução de substrato cromógeno: Tampão citrato + orto-phenylene diamine (2 mg/mL). 

- Solução de parada: Ácido sulfúrico 4 N. 

 

4.6.2 Procedimento 

 

No dia anterior ao procedimento, as placas foram sensibilizadas com anticorpos 

monoclonais específicos para o sitio III antigênico da RVGP em seu estado trimérico, e 

armazenadas a 4 
°
C. No momento do uso, as placas foram bloqueadas com solução de 

bloqueio e incubadas por 30 minutos a 37 °C, sendo então lavadas 5x com tampão de 

lavagem. O antígeno de referência foi diluído em tampão de diluição nas concentrações 7,8 

ng/mL, 14,6 ng/mL, 31,2 ng/mL, 62,5 ng/mL, 125 ng/mL, 250 ng/mL e 500 ng/mL, para 

definição da curva padrão do experimento. As amostras de lisado celular e sobrenadante 

foram primeiramente descongeladas, adicionou-se 500 uL de tampão T4, e foi feita 

homogeneização por vortex. Em seguida, foram colocados 500 uL de tampão de lise e nova 

homogeneização foi realizada, incubando em seguida as amostras a 4 
°
C, 1 h, com 

homogeneização a cada 15 minutos. Após esse período, foi feita centrifugação a 12000 g 

durante 10 minutos para separar os debris celulares. O sobrenadante e os padrões foram então 

aplicados na placa no volume de 200 uL em duplicatas e incubados por a 37
0
C, 1 h, para 

permitir a ligação da RVGP aos anticorpos aderidos na placa. Após esse período, as placas 

foram novamente lavadas 5x e receberam o anticorpo monoclonal anti-RVGP conjugado com 

peroxidase, sendo incubadas a 37
 
°C, 1 h. Após serem lavadas 6x, a solução de cromógeno era 

adicionada e a reação incubada no escuro a 22 °C, 30 min, recebendo após esse tempo a 

solução de parada. A absorbância era lida no comprimento de onda de 492 nm em leitor de 

microplacas (Multiskan MJ-Labsystems). A determinação da concentração de RVGP em cada 

amostra era realizada com base na comparação das absorbâncias das amostras com a curva 

padrão. 
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4.7 Western-Blot 

 

4.7.1 Reagentes e Soluções 

 

- Anticorpo primário:IgG-D1 - Imunoglobulina policlonal contra a glicoproteína rábica. 

- Anticorpo secundário:αIgG-D1 – Anti-rabbit conjugado com peroxidase. 

- Solução de acrilamida 40%: 40% de acrilamida e 0,8% de bis acrilamida em água destilada. 

- Tampão Tris-HCl 1,5 M – pH 8,8: 1,5 M de tris base em água destilada e pH 8,8 ajustado 

com solução de HCl 2N. 

- SDS 20 %: 20 % de dodecil sulfato de sódio (SDS) em água destilada. 

- Persulfato de amônio 10%: 10% de persulfato de amônio em água destilada. 

- Tetrametiletilenodiamina (TEMED). 

- Tampão de transferência – pH 8,3: 3 g de Tris-base, 14,4 g de Glicina, 1 g de SDS, 0,2 L de 

etanol e H2O qsp 0,8L. 

- Tampão de bloqueio – pH 7,0: PBS com pH 7, leite em pó desnatado (3%) e Tween 20 

(0,05%). 

- Tampão de corrida – pH 8,3 (5x): 75,5 g de tris-base, 360g glicina, 25 g de SDS e H2O milli 

Q qsp 5L. 

 

Os géis de separação (12%) e empilhamento (4%) foram preparados conforme a 

Tabela 4. Após polimerização, o gel foi mantido em tampão de corrida (overnight). 
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Tabela 4 - Composição dos géis utilizados no Western blot. 

Reagentes Gel de Separação 

(mL) 

Gel de Empilhamento 

(mL) 

Acrilamida/Bis 37 / 1 – 40% 1,5 0,312 

Tris-HCl 1,5 M – pH 8,8 1,4 0,35 

H2O Milli Q 2,1 1,85 

SDS 20% 0,025 0,0125 

Persulfato de amônia - APS 10% 0,045 0,0125 

Temed 0,0042 0,006 

Temed – Tetrametiletilenodiamina  

SDS - Dodecil sulfato de sódio 

 

 

4.7.2 Procedimento 

  

Foram montados dois géis de poliacrilamida (Tabela 4), para a realização simultânea 

dos procedimentos de Western blot, e da coloração do gel por prata. As amostras foram 

submetidas a um processo de lise, adicionando-se 500 uL de tampão T4, com posterior 

homogeneização por vortex. Em seguida, foram colocados 500 uL de tampão de lise e nova 

homogeneização foi realizada, deixando-as incubadas a TA, 30 min, sendo então 

posteriormente, centrifugadas a 1550 g, 5 min. Para o experimento de coloração por prata, 

foram utilizados 50 µL de amostra juntamente com 10 µL de Loading buffer 6x (5:1). 

Enquanto que, para o Western blot, utilizou-se 45 µL de amostra, com 15 µL de LDS Sample 

buffer non-reducing 4x (Thermo Scientific) (3:1). Todas as amostras foram então incubadas a 

90°C, 5 min, sendo posteriormente aplicadas em seus respectivos géis. A corrida do gel foi 

realizada a 110V, 1,5 h. Em seguida, o gel contendo as amostras para o Western blotting, foi 

colocado em um aparato específico para realizar a transferência para membrana de 

nitrocelulose Amersham Hybond – ECL de 0,45 um (GE Healthcare, Piscataway, NJ, 

U.S.A.), sob as condições de 120V, 385 mA, 1,5 horas. Sendo posteriormente, a membrana 

transferida para a solução de bloqueio, e incubada overnight a 4°C. Enquanto que o gel para a 

coloração de prata foi primeiramente lavado 2x com água destilada por 10 minutos, fixado 

com solução contendo etanol 30%, e ácido acético 10%, e também incubado a 4 °C, 

overnight.  

No dia seguinte, a membrana para Western blot foi lavada 3x por 10 minutos com TBS 

+ Tween 20 (0,05%). Logo após, foi adicionado o anticorpo primário, diluído 1:1000 em 20 
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mL de tampão de bloqueio, sendo incubado por 1 h sob agitação. Três novos procedimentos 

de lavagem com TBS + Tween 20 (0,05%) foram realizados, e em seguida adicionou-se o 

anticorpo secundário, diluído 1:4000 em 25 mL de tampão bloqueio, sendo novamente 

incubado por 1 h sob agitação. O mesmo procedimento de lavagem já descrito foi realizado 

novamente.  

Para o processo de revelação, primeiramente a membrana foi colocada sobre um papel 

celofane (film), com as bandas voltadas para cima. Foi adicionado o reagente Super Signal 

West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific, Rockford, IL, U.S.A.), deixando 

agir por 5 minutos. Posteriormente, foi montado o cassete de filmes raios X, contendo uma 

folha de transparência acoplada entre as faces. Na câmara escura de revelação, coloca-se a 

transparência em contato com a membrana, e o filme de raios X (Kodak) sobre a 

transparência, deixando em contato durante 5 minutos. Para concluir, é feita a revelação do 

filme utilizando o revelador e fixador (Kodak). 

Com relação à coloração de prata, após o processo de parada, o gel é lavado 2x com 

etanol 10% por 5 minutos, e depois mais 2x com água destilada também por 5 minutos. O 

processo de coloração é então realizado com o kit Pierce silver stain (Thermo Scientific), 

conforme instruções do fabricante. 

 

4.8 Dot Blot 

 

 O procedimento para realizar o Dot blot é realizado diretamente na membrana de 

nitrocelulose. O preparo das amostras é o mesmo que o do Western blot, até o momento de 

centrifugação das amostras. As amostras são então aplicadas à membrana Amersham Hybond 

– ECL de 0,45 µm (GE Healthcare), sendo então lavadas 3x com TBS. A membrana é então 

incubada em solução de bloqueio a 4 °C, overnight. No dia seguinte, todo o procedimento é o 

mesmo do Western blot, já descrito anteriormente, até a revelação em filme de raios X. 
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4.9 Imunofluorescência Indireta 

 

4.9.1 Reagentes e soluções 

 

- Anticorpo primário:IgG-D1 - Imunoglobulina anti-sítio III da glicoproteína rábica. 

- Anticorpo secundário:αIgG-D1 – Anti-mouse conjugado com FITC. 

- Azul de Evans  

- Paraformoldeído (4%) 

- Tampão PBS – pH 7,0 

- Tampão PBS-Tween – pH 7,0: PBS + 0,05% Tween 20 

 

4.9.2 Procedimento 

  

 No dia anterior ao procedimento, foi realizada uma infecção com SFV-RVGP em 

todas as linhagens estudadas, em placas de 6 poços com lamínulas, com os MOIs 

correspondentes (1 e 10). Após 24 horas, o meio de cultura foi retirado, e cada poço foi 

lavado sem homogeneização brusca, 3 vezes com PBS (1x). Para a fixação das células na 

lamínula, foram adicionados 0,5 mL de paraformaldeído (4%) em cada poço, sendo as placas 

incubadas sobre o gelo, 20 min. Passado esse tempo, cada poço foi novamente lavado 3 vezes 

com PBS (1x). O anticorpo primário (IgGD1) foi adicionado com diluição 1:400 (200 uL), 

através de gotejamento sobre a lamínula, e as placas incubada a TA, 1 h. Três novos 

procedimentos de lavagem foram realizados, utilizando 1 mL da solução de PBS-Tween. Para 

a adição do anticorpo secundário (αIgGD1), o mesmo foi diluído em solução de azul de 

Evans, sendo adicionado 200 uL por poço, e as placas incubadas a TA, 1 h, no escuro. Após 

esse tempo, cada poço foi novamente lavado 3 vezes com PBS (1x). As lamínulas foram então 

retiradas de cada poço, e colocadas em lâminas, que já haviam recebido 8 uL de SlowFade 

Gold
®

 (Invitrogen), um reagente que preserva a fluorescência por um período maior de 

tempo, e que contem ainda o DAPI, um marcador de núcleo celular. A visualização foi feita 

em microscópio de fluorescência BX51 (Olympus, Tóquio, Japão), com auxílio do sistema de 

captação de imagem DP73 (Olympus), e do software CellSens Standard. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Avaliação dos métodos de linearização e transcrição in vitro dos vetores 

 

Para a obtenção dos RNAs correspondentes aos vetores plasmidiais, são necessárias 

duas etapas, a linearização dos vetores e a transcrição in vitro. Após cada etapa, foi realizado 

um procedimento de eletroforese para verificar a efetividade do processo (Figura 5). 

 

Figura 5 – Eletroforese em gel de agarose (0,8%) 

                                   

(A)Vetores linearizados; 1 – pSFV-Helper; 2 e 3 – pSFV-Helper linearizados; 4 – pSFV-

RVGP; 5 – pSFV-RVGP linearizado; (B) RNA obtido pela transcrição in vitro; 1 – pSFV-

RVGP linearizado; 2 – RNA- RVGP; 3 – pSFV-Helper linearizado; 4 – RNA-Helper; 

 

 No gel correspondente à linearização dos vetores, é possível verificar que a banda 

correspondente ao linearizado, se encontra entre as duas bandas do vetor circular (normal e 

supercoiled). Sendo o tamanho do pSFV-Helper linearizado de aproximadamente 8194 bp, e 

do pSFV-RVGP, de 11582 bp, correspondentes ao tamanho original dos vetores. Já com 

relação ao gel com o produto da transcrição in vitro, é possível verificar a banda do RNA 

gerado, bem abaixo das correspondentes aos vetores linearizados, fato esperado pelo menor 

tamanho e pela forma do RNA. Importante ressaltar, que o tamanho do RNA observado no 

gel não corresponde ao seu tamanho real, visto que devido às diferenças entre as moléculas de 

DNA e RNA, as bandas do marcador não representam a corrida da molécula de RNA. 
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5.2 Avaliação dos métodos de transfecção 

 

 Para a obtenção dos vírus recombinantes- SFV-RVGP, duas abordagens distintas 

foram avaliadas para a transfecção dos RNAs em células BHK-21. Um lipossomo comercial 

específico para RNA (Transmessenger) e o método de eletroporação. Em todos os casos, as 

partículas virais foram coletadas 24 h após a transfecção. 

 Os vírus obtidos dessas transfecções foram utilizados para ensaios de infecção em 

células BHK-21 e Huh 7, em placas de 6 poços com 7 x 10
5
 células por poço. Utilizou-se 100 

µL da suspensão viral, visto que o procedimento de quantificação das partículas virais foi 

realizado posteriormente. A coleta de RVGP foi realizada 24 e 48 h após a infecção e a 

quantificação da mesma foi realizada por ELISA (Figura 6). 

 

Figura 6 - Expressão de RVGP a partir da infecção com o vírus SFV-RVGP obtido 

por diferentes métodos de transfecção. 

 

 

 

 Os resultados apresentados demonstram uma clara evidência de que o método de 

eletroporação se mostrou mais eficaz que o método baseado no Transmessenger. O fato de ter 

sido obtido um maior nível de expressão de RVGP utilizando um mesmo volume de 

suspensão viral, indica que a abordagem utilizando eletroporação, foi capaz de produzir uma 

maior quantidade de partículas virais, fato comprovado posteriormente através da 
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quantificação viral por qRT-PCR (Metodologia 5.3). A partir dos cálculos de quantificação, 

pode-se determinar que foram utilizados valores de MOI de 0,2 e 2,9, para os vírus obtidos 

por Transmessenger e eletroporação, respectivamente. 

 Em ambos os protocolos de transfecção, foram utilizados RNAs obtidos de um mesmo 

protocolo de transcrição in vitro (Metodologia 5.2.3), com algumas modificações. Uma delas 

foi a adição do CAP analog, sendo que a presença de CAP no RNA gerado é reportado como 

determinante na regulação e estabelecimento de uma tradução eficiente dos RNAs recém 

transfectados (GALLIE, 1991). Outra modificação foi a adição de um inibidor de RNAse, 

com o propósito de retardar o processo de degradação do RNA. Como precaução com intuito 

de tornar o experimento padronizado, foi utilizada uma mesma linhagem celular oriunda de 

um mesmo banco, e em uma mesma passagem, para ambos os casos. Portanto, é válido dizer 

que fatores externos ou prévios não devem ter interferido no resultado, e que os dados 

expostos representam de maneira real a efetividade de cada processo. 

 Com relação às duas linhagens de células avaliadas (BHK-21 e Huh-7), os valores de 

RVGP expressos foram muito semelhantes em ambas, sendo alcançados entre 0,8 e 1 µg de 

RVGP/1E6 células. A linhagem BHK-21 apresentou uma maior expressão de RVGP no 

tempo de 24 horas após a infecção em ambas as abordagens, ao contrário da linhagem Huh-7 

que apresentou maior expressão no tempo de 48 horas. 

 

5.3 Padronização da qRT-PCR 

 

 Primeiramente, antes do procedimento de qPCR, foi realizado um experimento de 

PCR convencional (Metodologia 5.3.5), afim de verificar que o RNA extraído das partículas 

virais representava o material de interesse, e que o tratamento com DNase para eliminar 

possíveis contaminantes foi efetivo (Figura 7). Somente após a confirmação através do 

produto da PCR, é que o cDNA correspondente ao material genético viral foi submetido à 

qPCR para sua quantificação.  
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Figura 7 - Gel de agarose 1,5 % com os produtos da PCR-Nested 

 

Marcador - 100bp; (1 e 2) RNA extraído das partículas virais; (3 e 4) RNA extraído tratado com 

DNase; (5 e 6) cDNAs; (7) Água; (8) pSFV-RVGP (C+) 

 

Para realizar a padronização do procedimento de quantificação viral através de qPCR, 

foram realizadas diluições do plasmídeo pSFV-RVGP já linearizado, de forma que ficassem 

com os seguintes números de cópias 6 x 10
7
, 6 x 10

6
, 6 x 10

5
, 6 x 10

4
, 6 x 10

3
, 6 x 10

2
, e 60. 

Para avaliar a eficiência da curva padrão, três pares de oligonucleotídeos (Tabela 1) foram 

utilizados e os resultados estão expostos nos gráficos a seguir (Figura 8). 
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Figura 8 - Curva padrão obtida por qPCR através de diferentes pares de primers 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B 

C 

R2 = 0,96           Slope = -3,871    Eficiência = 81,275 

R2 = 0,984           Slope =-4,318    Eficiência = 70,443 

A 

R2 = 0,998           Slope = -3,538    Eficiência = 91,721 

 (A) SFV 1 / SFV 2R; (B) SFV 3 / SFV 4R e (C) F-I-2 / R-I-2. 
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Observamos que para os pares de oligonucleotídeos SFV1 e SFV2R, SFV3 e SFV4R, 

os CTs (Cycle Threshold) de cada ponto da curva foram detectados tardiamente (a 

amplificação do primeiro ponto ocorreu próximo ao 15
o
 ciclo em ambas as curvas) e não 

houve reprodutibilidade entre as triplicatas. Também não houve amplificação do padrão 

contendo 60 cópias quando utilizado o par SFV3 e SFV4R. O par de primers R-I-2/F-I-2 

apresentou a melhor curva padrão, com um valor elevado de R
2
, e uma eficiência de cerca de 

90%, sendo que o primeiro ponto, contendo 6x10
7
 cópias, foi detectado já no 12

o
 ciclo, sendo 

assim, o par escolhido para desenvolver os procedimentos seguintes. Dois novos 

experimentos com esse par de primers foram realizados em dias diferentes, para verificar a 

reprodutibilidade da mesma. 

Valores de CTs muito próximos entre as curvas produzidas em dias diferentes 

resultaram em valores praticamente iguais de R
2
 e inclinação das curvas, o que comprova a 

reprodutibilidade da mesma e a estabilidade dos primers e padrões. Os desvios padrão médios 

calculados a partir de nove replicatas de uma mesma amostra de cDNA aplicada à reação de 

qPCR foram de 0,23 ± 0,06 Ct entre ensaios e de 0,10 ± 0,06 Cts intra ensaios. Esses dados 

permitem considerar a curva de quantificação e a metodologia, como sendo adequadas para a 

análise da quantidade de SFV – RNA nas amostras pretendidas (NOLAN et al., 2006). 

 

5.4 Titulação viral 

 

 A partir da avaliação dos diferentes métodos de transfecção, um único lote foi 

desenvolvido para ser utilizado em ensaios de infecção com diferentes linhagens celulares. 

Foi obtido através de um procedimento de transfecção por eletroporação dos RNAs 

correspondentes aos vetores plasmidiais em células BHK-21, utilizando cubetas de 0,2 cm, 

com as seguintes condições: 360 v; 75 µF; resistência ∞. Sendo as partículas virais coletadas 

24 h após o processo. Posteriormente, esse lote foi quantificado através de qRT-PCR, 

utilizando o par de primers que apresentou melhor resultado. Foram realizados três 

experimentos em dias diferentes com o lote em questão, e o valor médio da quantificação foi 

de 8 x 10
4
 partículas virais por µL. 
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5.5 Avaliação da expressão de RVGP em diferentes linhagens celulares 

 

5.5.1 BHK-21 

 

A partir do lote de vírus SFV-RVGP, obtido através do método de eletroporação, 

foram realizados ensaios com diferentes MOIs de infecção (1, 10, 15 e 50) em células BHK-

21. O experimento foi realizado em placas de seis poços, com 3 x 10
5
 células por poço, sendo 

que a coleta de RVGP para análise foi realizada 24 e 48 h após a infecção (Figura 9 - A). 

 

Figura 9 - Expressão de RVGP (µg / 1E6 células) em células BHK-21 

 

             

(A)Diferentes MOIs (1, 10, 15 e 50), com RVGP coletada 24 e 48 h após a infecção; (B) Porcentagem 

de RVGP encontrada em “células aderidas” e “células não-aderidas”, para cada MOI, nos tempos de 

24 e 48 h após a infecção. 
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 Com base nos resultados obtidos, é possível verificar que o aumento na quantidade de 

vírus usada para a infecção, foi prejudicial à expressão da RVGP. Com coleta 24 h após a 

infecção, nota-se que quando utilizado o MOI 1, a quantidade de RVGP gerada foi igual a 

quando utilizou-se o MOI 10. Porém, há uma significativa diminuição de RVGP detectada, 

quando se compara a expressão do MOI 10, com a do MOI 15. O mesmo fato pode ser 

observado quando comparado o MOI 15, com MOI 50, sendo que esse último apresentou o 

menor valor dentre todos avaliados. No caso dos experimentos com tempo de coleta de 48 h 

após a infecção, o perfil é semelhante, exceto pelo fato de que os MOIs 1, 10 e 15, 

apresentaram quantidades iguais de expressão, mas novamente o MOI 50 apresentou o menor 

nível de expressão. Em todos os MOIs avaliados, a quantidade de RVGP expressa foi maior 

em 24 h, quando comparada com 48 h após a infecção. 

Neste ensaio, vale ressaltar a grande quantidade de RVGP obtida quando a infecção 

foi feita com MOI 1, e a RVGP coletada após 24 h, chegando a níveis de 4,3 µg por 10
6 

células, valor significativamente superior quando comparado a outros sistemas de expressão 

(Tabela 2). Outra observação importante é a proporção entre a quantidade de RVGP 

encontrada nas “células aderidas” e em “células não-aderidas”. Com 24 h, a presença de 

RVGP em células aderidas, diminui conforme se aumenta o MOI. Sendo que no tempo de 48 

h, toda a RVGP foi encontrada em “células não-aderidas”. Fato já esperado, pois conforme o 

processo de infecção se estende, mais as células são lesadas devido à infecção viral e a RVGP 

acaba sendo detectada em restos celulares presente no sobrenadante (Figura 9 - B). 

Imagens obtidas momentos antes da coleta da proteína revelam o estado morfológico 

da célula frente a cada MOI avaliado (Figura 10). Pode-se verificar, que conforme se 

aumenta a quantidade de vírus por célula, maior o efeito citopático ocasionado pelo processo 

de infecção. E também, no tempo de 24 h, as células apresentam melhor aspecto morfológico 

quando comparadas com o tempo de 48 h. Estes dados sustentam a ideia de que um maior 

MOI na infecção de células BHK-21, pode ocasionar um menor nível de expressão da RVGP, 

possivelmente devido ao forte efeito citopático desencadeado pela infecção. 
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Figura 10 - Efeito citopático em células BHK-21 

 

 

(A) 24 h após a infecção com SFV-RVGP; (B) 48 h após a infecção com SFV-RVGP. 

MOI – Multiplicity of infection 

 

 Outros métodos de detecção da RVGP foram utilizados, como por exemplo, as 

técnicas de Dot blot e Western blot. Nos resultados do experimento de Dot blot, é possível a 

visualização de uma banda intensa na amostra correspondente às células BHK-21, 

evidenciando a presença de RVGP, fato não observado no controle negativo (Figura 11). No 

caso do Western blot, a banda gerada confirma que a proteína expressa pelo sistema possui o 

padrão de glicosilação adequado, sem a presença de formas distintas (Figura 12). O tamanho 
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da RVGP obtido por esse método foi de 65 kDa, valor já estabelecido por outros estudos que 

caracterizaram a mesma proteína (BENMAAMAR et al., 2008).  

 Foi realizado ainda, um experimento de imunofluorescência indireta (IFI) para 

detectar a proteína na célula. Conforme visto, a proteína se encontra nas membranas das 

células infectadas pelo vírus, fato já esperado por ser a RVGP, uma proteína transmembrânica 

(Figura 13). Conforme observado em dados anteriormente expostos, também pela técnica de 

IFI, é possível perceber que não há diferenças de expressão entre os MOIs 1 e 10. Vale 

ressaltar, que devido a dificuldades da técnica com relação à fixação das células, foram 

realizados experimentos apenas com MOI 1 e 10 em todas as linhagens. 

 

Figura 11 - Dot blot para RVGP expressa em diferentes linhagens celulares infectadas com o 

vírus SFV-RVGP. 

 

 

 

Figura 12 - Western blot para RVGP expressa em diferentes linhagens celulares infectadas 

com o vírus SFV-RVGP. 
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Figura 13 - Imagens de IFI com células BHK-21, 24 h após a infecção com SFV-RVGP. 

 

 

                 

                

MOI – Multiplicity of infection 

 

5.5.2 Huh-7 

 

 No processo de infecção com SFV-RVGP em células Huh-7, foram avaliados os 

mesmos MOIs já descritos anteriormente. Com base nos resultados (Figura 14 - A), pode-se 

verificar que a quantidade de RVGP expressa, foi a mesma considerando o tempo de 24 h 
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após a infecção, para todos os MOIs, exceto o MOI 1, que mostrou maior expressão frente aos 

demais. Os MOIs 10, 15 e 50, obtiveram níveis iguais de expressão entre eles também no 

tempo de 48 h, com todos apresentando significativo aumento de expressão quando 

comparados com os respectivos ensaios no tempo de 24 h. Novamente a exceção é o MOI 1, 

que no tempo de 48 h apresentou um nível de expressão menor frente ao tempo de 24 h.  

 

Figura 14 - Expressão de RVGP (µg / 1E7 celulas) em células Huh 7. 

 

 

(A) diferentes MOIs (1, 10, 15 e 50), coletada 24 e 48 h após a infecção; (B) Porcentagem de RVGP 

encontrada em “células aderidas” e “células não-aderidas”, para cada MOI, nos tempos de 24 e 48 h 

após a infecção; 

 

A maior produção de RVGP 48 h após a infecção sugere que, ou o processo de 

infecção viral, ou a geração da proteína, nesse tipo de célula ocorre de maneira mais lenta, 

fato indicado pelo menor efeito citopático presenciado, onde mesmo com MOI 50 após 48 h, 

ainda pode ser verificado algumas células aderidas (Figura 14– B). No tempo de 24 h após a 
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infecção, praticamente toda RVGP gerada é oriunda de amostras de “células aderidas”. 

Enquanto que somente após 48 h do processo de infecção, a quantidade de RVGP nas células 

aderidas decai gradativamente, conforme aumenta o MOI, aumentando o nível de RVGP 

presente nas “células não-aderidas”, que consiste nos restos celulares oriundos do processo de 

apoptose. O efeito citopático nessa linhagem se mostra menor no decorrer do processo de 

infecção, quando comparado as demais linhagens (Figura 15). 

 

Figura 15 - Efeito citopático em células Huh 7 infectadas por SFV-RVGP. 

 

 

(A) 24 h após a infecção com SFV-RVGP; (B) 48 h após a infecção com SFV-RVGP. 
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Figura 16 - Imagens de IFI com células Huh-7, 48 h após a infecção com SFV-RVGP. 

 

 

 

 

Também foram utilizados outros métodos para avaliar a expressão de RVGP nas 

linhagens Huh-7, como Dot blot, Western blot e imunofluorescência indireta (IFI). No 

experimento de Dot blot, é possível verificar uma intensa marcação na amostra oriunda dessa 

linhagem celular, e que não houve marcação no controle negativo (Figura 11). Na técnica de 

Western blot, houve geração de uma banda do tamanho correspondente à RVGP do controle 

positivo (Figura 12). No caso da avaliação por IFI, é possível verificar intensa marcação da 
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proteína nas membranas das células, e uma boa porcentagem de expressão por células totais 

(Figura 16). 

 

5.5.3 L929 

 

 No experimento envolvendo células L929, foi verificado que a maior produção de 

RVGP foi utilizando o MOI1 (Figura 17 - A), com coleta 24 h após a infecção. Os demais 

MOIs também apresentaram expressão significativamente maior no tempo de 24 h, frente ao 

de 48 h, com valores semelhantes de expressão. Vale ressaltar o baixo nível de expressão 

obtido utilizando MOI 50, com coleta 48 h após a infecção.  

 O fato de apresentar melhores resultados 24 h após a infecção, juntamente com as 

imagens morfológicas das células no momento da coleta, evidenciam a grande suscetibilidade 

da linhagem L929 ao efeito citopático oriundo da infecção viral (Figura 18).  Nestas células, 

o momento em que a maior quantidade de RVGP passa a ser encontrada em “células não-

aderidas” é em 24 h já com o MOI 10, sugerindo efeito de lise celular já com quantidades 

menores de vírus quando comparado com as demais linhagens (Figura 17 – B). 
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Figura 17 - Expressão de RVGP (µg / 1E7 células) em células L929. 

 

 

(A) Diferentes MOIs (1, 10, 15 e 50), coletas 24 e 48 h após a infecção; (B) Porcentagem de RVGP 

encontrada em “células aderidas” e “células não-aderidas”, para cada MOI, nos tempos de 24 e 48 h 

após a infecção; 

 

 

No experimento de Dot blot, é possível a visualização de uma marcação 

correspondente às células L929 infectadas, de forma que o controle negativo não a apresenta 

(Figura 11). Vale ressaltar, a menor intensidade de marcação quando comparada com as 

demais linhagens. Já com relação à técnica de Western blot, não foi visualizado banda que 

corresponda a RVGP, mas também não houve revelação de bandas inespecíficas (Figura 12). 

No procedimento de IFI, é possível a visualização com clareza da expressão de RVGP pelas 

células, sendo que, foi a linhagem que menos sofreu durante a execução da técnica, 

apresentando membranas mais integras e uma melhor marcação (Figura 17). Visto que 

através da mesma amostra de L929 infectada, foi possível confirmar a presença de RVGP por 
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ELISA e IFI, possivelmente houve algum problema no procedimento de lise da célula e 

obtenção de RVGP para a técnica de Western blot, não gerando a marcação correspondente. 

 

Figura 18 - Efeito citopático em células L929.  

 

 

(A) 24 h após a infecção com SFV-RVGP; (B) 48 h após a infecção com SFV-RVGP. 
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Figura 19 - Imagens de IFI com células L929, 24 h após a infecção com SFV-RVGP. 
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5.5.4 Vero 

 

 Nos ensaios envolvendo células Vero, pode-se verificar uma maior produção de 

RVGP no tempo de 24 h após a infecção (Figura 20), caso semelhante aos resultados das 

linhagens L929 e BHK-21. Tal fato pode ser explicado pela sensibilidade da linhagem a um 

processo de infecção, onde a geração de proteínas pela célula vai se tornando ineficaz com o 

passar do tempo. Também semelhante às linhagens L929 e BHK-21, o aumento do MOI 

acarretou na diminuição do nível de expressão de RVGP. Possivelmente, o aumento do 

número de partículas virais não acarrete necessariamente um aumento da produção protéica, 

pois o efeito citopático ocasionado na célula impede uma maior produção da proteína 

heteróloga (Figura 21). Curiosamente, toda a RVGP produzida foi encontrada em “células 

aderidas”. 

 

Figura 20 - Expressão de RVGP (µg / 1E6 células) em células Vero, utilizando diferentes 

MOIs (1, 10, 15 e 50), coletada 24 e 48 h após a infecção. 

 

 

 

No experimento de Dot blot com amostras da linhagem VERO, é possivel verificar 

uma marcação menos intensa do que as das demais linhagens (Figura 11). Já com o 

experimento de Western blot, semelhante à linhagem L929, não houve geração de bandas, o 

que possibilita ser um problema da técnica, visto que RVGP foi encontrada através de outros 

métodos (Figura 12). No experimento de IFI, foi verificada a presença de RVGP nas 
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membranas das células, porém, foi a linhagem que mais sofreu com os procedimentos, 

mostrando membranas menos integras e células em grumos (Figura 22). 

 

Figura 21 - Efeito citopático em células Vero.   

 

 

(A) 24 h após a infecção com SFV-RVGP; (B) 48 h após a infecção com SFV-RVGP. 
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Figura 22 - Imagens de IFI com células VERO, 24 h após a infecção com SFV-RVGP. 

 

              

              

 

5.5.5 HEK 293T 

 

 Com base na avaliação da expressão de RVGP em células HEK-293T (Figura 23), 

pode-se verificar que há uma maior produção, quando elas são infectadas com uma 

quantidade menor de vírus. Isso se deve ao fato de ser uma linhagem semi aderente, e com 

isso ela se solta da superfície da placa muito precocemente, o que possivelmente, deva 

dificultar a penetração viral. Portanto, quanto maior a quantidade de vírus colocada (MOI), 
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mais as células tendem a se soltar, e assim, menor a possibilidade de ser infectada e produzir a 

RVGP. A produção de RVGP se mostrou bem maior quando coletada 24 h após a infecção, 

com relação a 48 h, em todos os MOIs avaliados. Conforme já visto em outras linhagens, não 

houve diferença significativa entre os MOIs 1 e 10, e entre os MOIs 10 e 15, sendo que no 

MOI 50, a produção da proteína foi substancialmente menor. 

 

Figura 23 - Expressão de RVGP (µg / 1E6 células) em células HEK-293T, utilizando 

diferentes MOIs (1, 10, 15 e 50), coletada 24e 48 h após a infecção. 

 

 

 Com relação ao efeito citopático, a linhagem HEK-293T se mostrou com um 

comportamento semelhante as demais, onde o aumento do MOI, e o maior tempo de infecção, 

ocasionaram maiores danos na morfologia celular. Por se tratar de uma linhagem semi-

aderente, as células se soltaram com mais facilidade mesmo com MOIs menores, ainda no 

tempo de 24 h. Porém, as células em suspensão, ainda aparentam estar vivas, e possivelmente, 

ainda estejam expressando RVGP. 
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Figura 24 - Efeito citopático em células HEK-293T. 

 

 

(A) 24 h após a infecção com SFV-RVGP; (B) 48 h após a infecção com SFV-RVGP. 

 

 No experimento de IFI é possível verificar a presença de RVGP nas células HEK-

293T, com uma alta porcentagem de células infectadas (Figura 25). Conforme apresentado 

nos resultados do ELISA, não há diferença significativa entre os MOIs 1 e 10. No 

procedimento de Dot blot, a marcação gerada nas amostras dessa linhagen foi bastante 

intensa, semelhante às de BHK-21 e Huh-7 (Figura 11). O mesmo fato ocorreu no Western 
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blot, onde apenas essas linhagens apresentaram a banda correspondente a RVGP, mostrando o 

mesmo tamanho que a do controle positivo (Figura 12). 

 

Figura 25 - Imagens de IFI com células HEK-293T, 24 h após a infecção com SFV-RVGP. 
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5.5.6 BHK-21 em suspensão 

 

 Simultaneamente, aos ensaios com as linhagens celulares já citadas, foi realizado um 

experimento com a linhagem BHK-21 adaptadas em suspensão (Figura 26). Nesse caso, 

foram utilizadas placas de 24 poços com 1,25 1E5 células por poço. Tal experimento 

corresponde a uma parceria com outro projeto do grupo, visando à expressão em linhagens 

BHK-21 em supensão, para uma possível aplicação em biorreatores.  

 

Figura 26 - Expressão de RVGP (ng / 1E7 células) em células BHK-21 em suspensão, 

coletada 24 e 48 h após a infecção. 
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Tabela 5 - Resumo dos valores de RVGP (µg / 1E6 células) obtidos em cada linhagem 

  MOI 1 MOI 10 MOI 15 MOI 50 

BHK-21 
24 h 4,00 4,37 3,56 2,00 

48 h 1,55 1,72 1,69 0,50 

Huh-7 
24 h 3,29 2,23 2,54 2,25 

48 h 2,65 3,65 3,80 4,08 

HEK-293T 
24 h 4,10 3,60 3,02 1,22 

48 h 1,48 0,86 0,77 0,49 

L929 
24 h 2,82 1,80 1,96 1,68 

48 h 1,81 0,70 0,80 0,20 

Vero 
24 h 1,26 1,17 1,03 0,76 

48 h 0,61 0,34 0,49 0,10 

Valores de RVGP em µg / 1E6 células 
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6 DISCUSSÃO 

 

 O presente trabalho teve como objetivo otimizar o processo de produção de proteínas 

heterólogas utilizando o sistema de expressão SFV. Um trabalho anterior utilizando o sistema 

SFV para expressar a glicoproteína do vírus rábico (RVGP), já havia sido desenvolvido em 

nosso laboratório, em parceria com um laboratório na França (ASTRAY, 2009). Sendo que no 

presente estudo, avaliamos e padronizamos algumas variáveis que poderiam melhorar a 

produção da RVGP neste sistema. É importante ressaltar as dificuldades encontradas em 

estabelecer um protocolo baseado nesse sistema de expressão em nosso laboratório, visto  que 

ocorrem algumas diferenças entre equipamentos e materiais disponíveis. O presente trabalho 

apresentou níveis de expressão de até 4,3 µg de RVGP por 1E6 células em células BHK-21, 

sendo um valor maior do que aquele apresentado no trabalho anterior, onde o máximo de 

expressão alcançado foi de 2,2 µg de RVGP por 1E6 células. Outro ponto importante, foi o 

fato de ter conseguido a expressão de RVGP em linhagens VERO e HEK-293T, o que não foi 

obtido no trabalho anterior. Ressaltando o alto nível de expressão em HEK-293T, ocorrendo o 

mesmo com a linhagem Huh-7. Além de uma nova linhagem avaliada, L929, que também 

apresentou resultados promissores. 

Em relação ao trabalho anterior, nos propusemos a aperfeiçoar e padronizar a geração 

das partículas virais recombinantes (SFV-RVGP). Para tanto algumas modificações foram 

realizadas no processo, como na transcrição in vitro, onde um novo kit comercial foi utilizado, 

e necessitou de uma padronização para que fosse obtido um melhor rendimento de RNA, a 

partir dos vetores de expressão. Foram inseridos reagentes não disponíveis no kit, como o 

RNAcap analog, que fornece a 7-metil-guanosina, responsável pelo “capeamento” da 

extremidade 5’ do RNA recém gerado. A importância de inserção do CAP é amplamente 

discutida, sendo indicado como um mediador e potencializador em um processo de tradução 

protéica (GALLIE, 1991). E um inibidor de RNases, para diminuir sua degradação e 

consequentemente, aumentar a quantidade de RNA inserido na célula. O protocolo 

estabelecido para tal procedimento foi repetidamente utilizado, apresentando bons níveis de 

geração de RNA em todas às vezes. Sendo realizado sempre após cada procedimento, um gel 

de eletroforese para confirmar a transcrição, evidenciando uma banda intensa correspondente 

ao RNA gerado. Além de quantificação através de método fluorimétrico (Qubit), com valores 

de 1,5 µg / reação. 
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A partir do estabelecimento de um protocolo adequado de transcrição in vitro, os 

RNAs obtidos foram transfectados imediatamente em células BHK-21, através de duas 

abordagens distintas. Foram avaliados um kit comercial de transfecção de RNA, denominado 

Transmessenger (Qiagen), e também a técnica de eletroporação, já descrita em alguns 

trabalhos envolvendo SFV (LUNDSTROM, 2012). Com base na comparação dos dois 

métodos de transfecção utilizados, pode-se concluir que a abordagem utilizando a 

eletroporação se mostrou mais eficiente para gerar uma maior quantidade de vírus por 

experimento, visto que uma mesma quantidade de suspensão contendo as partículas virais 

(100 uL), possibilitou uma maior produção de RVGP nas células infectadas. Tal fato foi 

comprovado posteriormente com a quantificação de cada lote, fornecendo os valores de 2 x 

10
4
 e 1,35 x 10

3
 partículas virais por microlitro, para eletroporação e Transmessenger, 

respectivamente. 

 A transfecção utilizando o kit comercial se mostrou inferior ao procedimento de 

eletroporação, mas seu uso não pode ser descartado visto que alguns procedimentos de 

padronização da técnica podem elevar a quantidade de vírus obtido por esse processo. 

Existem estudos específicos para a otimização do método de transfecção através desse 

reagente, que determinam a necessidade de padronização da quantidade de RNA utilizado 

para se complexar com o reagente, utilizando genes repórteres como a GFP, além da adição 

de reagentes como Yeast tRNA (Invitrogen) como inibidor da degradação do  RNA 

(NARAYANASAMY et al., 2005). Porém, apesar de diversos trabalhos mostrarem a 

eficiência desse reagente, seu custo perante o método de eletroporação inviabilizaria sua 

utilização, além do fato de ser um procedimento muito mais laborioso, e estar mais sujeito a 

erros por parte do executante (GONZALEZ et al., 2007). Sendo assim, uma extensa 

padronização dessa técnica não foi realizada, visto que outro método apresentou melhores 

resultados em ensaios preliminares. Vale ressaltar que, mesmo a condição de eletroporação 

tendo mostrado ser mais eficiente, em termos de quantidade de vírus gerado, o método com 

Transmessenger obteve vírus de mesma qualidade, sendo esses capazes de expressar RVGP 

em quantidades proporcionais ao MOI que foi adicionado às células.  

 Após o processo de geração dos vírus recombinantes ter sido bem estabelecido, foi 

desenvolvido um método que fosse capaz de quantificar tais vírus de forma precisa e 

reprodutiva, sendo esse um procedimento de grande relevância em todo o processo, e que não 

havia sido bem estabelecido em outros trabalhos. Isso se faz necessário, para que o processo 

de infecção viral nas mais diversas linhagens celulares seja bem determinado, com uma real 
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comparação entre a quantidade de partículas virais utilizadas e o número de células 

infectadas. Com base em estudos recentes, foi utilizado a técnica de qPCR, onde o RNA 

extraído de cada vírus foi submetido a uma transcrição reversa e o cDNA obtido foi 

quantificado, e assim o título viral determinado (LO; CHAO, 2004).  

 Primeiramente, uma curva padrão foi construída com base no plasmídeo de expressão 

do SFV (pSFV-RVGP) linear. A utilização de um padrão de DNA para quantificar RNA se 

fez necessário, devido às dificuldades de se manter amostras de uma curva padrão de RNA, 

visto a instabilidade do mesmo (PFAFFL, 2001). Com as devidas diluições do padrão, foram 

testados três pares de oligonucleotídeos em um experimento de qPCR. A curva padrão obtida 

com os primers F-I-2 e R-I-2 se mostrou mais eficaz, obtendo valores dentro do desejado para 

os principais parâmetros que determinam uma boa curva e uma boa reprodutibilidade entre 

curvas que foram realizadas em dias distintos. Fato esse não verificado nos demais 

oligonucleotídeos, o que poderia comprometer uma possível quantificação que os utilizassem, 

sugerindo que a titulação viral deve ser padronizada para cada sistema viral utilizado. Nesse 

sentido, a nossa padronização da titulação viral através da qRTPCR permitiu ainda que esta 

seja utilizada para qualquer construção relacionada ao sistema SFV, independentemente do 

gene alvo inserido, já que utilizamos oligonucleotídeos específicos para regiões que não se 

alteram nessas construções, no caso a nsp1. 

 Alguns procedimentos de controle do processo de titulação viral foram realizados, 

como o tratamento com DNase do RNA recém extraído dos vírus, e a confirmação desse 

tratamento através de uma PCR convencional, com posterior corrida das amostras em gel de 

eletroforese. Somente as amostras que não apresentassem amplificação após o tratamento com 

DNase, eram submetidas ao procedimento de qPCR. Outro ponto importante, é a análise da 

curva de Melting obtida, sendo essa, uma ferramenta essencial para diferenciar possíveis 

produtos inespecíficos que tenham sido amplificados, e que podem influenciar no resultado, 

visto a alta sensibilidade da técnica (WITTWER, 2009). De forma que somente foram 

consideradas as titulações cujo as amostras não apresentassem picos inespecíficos, sendo que 

a temperatura de dissociação dos primers da sequência alvo, era de 83 ˚C. 

 Os experimentos e padronizações envolvendo o método de quantificação viral por 

qPCR, foram desenvolvidos simultaneamente com outro projeto do laboratório, que avaliava 

a produção de um vetor SFV expressando GFP. Como resultado, foi publicado um artigo em 

parceria (PUGLIA AL et al., 2013) (ANEXO A). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wittwer%20CT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19479960
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 A partir da curva padrão selecionada, os lotes utilizados na comparação e 

determinação do melhor método de transfecção do RNA, foram titulados. Com a confirmação 

do método de eletroporação como melhor abordagem, um único lote foi desenvolvido através 

desse método, para que estudos relacionados ao MOI fossem realizados, sendo esse lote 

quantificado e fornecendo o valor de 8 x 10
4
 partículas virais por µL, baseado em uma média 

de três experimentos de qRT-PCR. 

Nos ensaios de infecção, foram avaliadas diferentes linhagens celulares de mamíferos, 

já utilizadas na literatura, como BHK-21; Huh-7; HEK-293T; VERO; L929;; BHK-21 CS 

adaptadas em suspensão, sendo as três primeiras as mais estudadas para o sistema em questão. 

A avaliação de células BHK-21 CS adaptadas em suspensão, foi realizada de forma 

simultânea por outro grupo do laboratório, baseado nas possibilidades de ampliação de escala 

do sistema para biorreatores.  

Nos ensaios de infecção, foram utilizados os MOIs 1, 10, 15 e 50. Com exceção da 

BHK-21 CS em suspensão, onde foi utilizado o MOI 15, visto a viabilidade do processo, onde 

a utilização de diferentes MOIs ou um alto MOI em células em suspensão encareceria o 

processo, baseado na possibilidade de extrapolação do ensaio para spinner ou biorreator. A 

escolha desses MOIs se deve ao fato de tentar avaliar a influência da quantidade de vírus no 

processo de expressão, sendo assim, foram utilizados MOIs que pudessem representar um 

aumento significativo de vírus por célula, utilizando quantidades não tão grandes de lotes 

virais, conforme realizado em outros trabalhos com vetores virais (LEYVA et al., 2011).  

As células BHK-21 mostraram uma grande expressão de RVGP nas primeiras 24 h, 

quando utilizado MOI 1 e 10. Sendo que os ensaios com MOI 15 mostraram níveis inferiores 

de expressão quando comparados com MOI 10, ocorrendo o mesmo decréscimo de expressão 

quando comparado o MOI 15 com MOI 50. Já com relação ao tempo de 48 h após a infecção, 

os MOIs 1, 10 e 15, mostraram resultados semelhantes frente ao desvio padrão, associado ao 

experimento. Enquanto que o MOI 50, novamente foi o que apresentou o menor nível de 

expressão. Todos os valores de expressão, de todas as linhagens, estão apresentados no 

Tabela 5. 

Os dados obtidos mostram que o aumento no número de vírus utilizados na infecção 

fez com a expressão diminuísse, considerando o tempo de 24 h após a infecção. 

Possivelmente, isso ocorra devido ao grande efeito apoptótico desencadeado pela infecção 

viral (BARRY et al., 2010). Sendo assim, quanto mais vírus entrarem em uma determinada 

célula, maior e mais rápido será o processo de apoptose, e a maquinaria celular estaria menos 
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apta para produzir a proteína em questão. Estudos mostram que no sindbis virus, outro 

membro dos alphavirus, o processo de apoptose já é desencadeado logo no momento da 

ligação do vírus na célula, não sendo necessário todo o processo de replicação viral para que o 

evento ocorra (JAN; GRIFFIN, 1999). Portanto, seria válido a hipótese de que o efeito 

apoptótico desencadeado pela infecção viral, é influenciado tanto pela interação vírus-célula, 

quanto pelo tempo de infecção, o que explicaria o comportamento de expressão visto nessa 

linhagem, ou seja, mais vírus interagindo com mais receptores (MOI elevado), 

desenvolveriam o processo de apoptose mais rapidamente e, consequentemente, produziriam 

menos proteína. 

Outra observação importante é a proporção entre a quantidade de RVGP encontrada 

no lisado celular e no sobrenadante, pois a RVGP encontrava-se mais presente no lisado 

celular no tempo de 24 h, enquanto que no tempo de 48 h toda a RVGP estava presente no 

sobrenadante, que corresponde na verdade, a restos celulares presentes no sobrenadante. Fato 

também comprovado pelas imagens obtidas momentos antes da coleta da proteína, onde fica 

evidente que células submetidas a um maior MOI, apresentam morfologia mais característica 

de células em apoptose.  

No caso das células Huh-7, a produção de RVGP foi maior no tempo de 48 h após a 

infecção, e a maior produção de RVGP, ocorreu utilizando MOIs mais elevados, sendo que os 

resultados são considerados estatisticamente iguais para os MOIs 10, 15 e 50. Tendo esses 

mesmos MOIs, também resultados semelhantes no tempo de 24 h. Apenas no ensaio com 

MOI 1, a expressão foi maior a 24 h quando comparado com a coleta a 48 h. Essa diferença 

com o perfil de expressão da linhagem BHK-21 se deve possivelmente, ao menor dano 

causado pela infecção viral em células Huh-7, sendo que mesmo após as 48 h, ainda haviam 

células aderidas, fato que pode ser visualizado nas imagens obtidas no momento da coleta. 

Uma possível explicação para esse comportamento descrito seria uma quantidade 

limitante de receptores que possam interagir com o vírus, dispostos nessa linhagem. Pois, 

sendo essa linhagem derivada de células tumorais, uma alteração na estrutura da membrana da 

mesma é um fato já explicitado. Estudos evidenciam a utilização de vetores SFV para 

infecção em algumas células tumorais, mostrando que a lise completa da célula ocorre 

somente após 72 h, o que reforça a hipótese de que esse tipo de linhagem se mostra mais 

“resistente” à ação viral (VAHA-KOSKELA et al., 2006). No mesmo estudo, é realizada uma 

comparação com células BHK-21, tendo como conclusão, que essa linhagem foi mais 

permissível à proliferação viral, do que as linhagens tumorais. 
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 A utilização de MOI 50 e uma consequente produção de 4,08 µg por 1E6 células, 

sugere que a utilização de uma quantidade ainda maior de vírus, pode ocasionar uma maior 

produção de RVGP. Pois em diversos trabalhos envolvendo vetores virais, são utilizados 

MOIs de 100, ou até de 1000, para revisão veja Lee et al., 2007. 

A linhagem L929 já foi previamente utilizada para expressão de proteínas utilizando o 

sistema SFV (MEINKOTH; KENNEDY, 1980). E no trabalho atual, apresentou expressão de 

RVGP no tempo de 24 h, alcançando níveis de até 2,82 µg por 1E6 células, enquanto que em 

48 h, a produção menor com valores de no máximo 1,81 µg por 1E6 células. Tal fato, 

semelhante à BHK-21, se deve também à maior sensibilidade desse tipo de célula aos efeitos 

da infecção viral, refletindo em um grande efeito citopático. Possivelmente, porque a célula 

recém infectada produz grande quantidade de proteína devido ao forte promotor gênico do 

SFV, mas conforme a infecção avança, a célula não mais consegue manter a maquinaria de 

produção protéica e a mesma diminui abruptamente. Talvez a mesma quantidade de RVGP 

tenha sido gerada no ensaio de 48 h, mas houve uma degradação da mesma com o tempo e a 

quantificação tardia indicou um menor nível de expressão. Outro fato similar com a BHK-21, 

foi o aumento do MOI ocasionar uma menor produção de RVGP, podendo tal fato ser 

novamente relacionado ao desencadeamento de um processo mais intenso de apoptose, em 

células infectadas com uma maior quantidade de vírus (BARRY et al., 2010). 

É interessante notar que as células BHK-21 foram as que menos sofreram durante o 

procedimento de IFI, gerando boas imagens e evidenciando a capacidade da célula em 

expressar RVGP. Ainda com relação a essas imagens, é possível verificar o alto percentual de 

células expressando a proteína, o que nos leva a crer, que no desenvolvimento de um vetor 

SFV com menor efeito citopático, ela se torna uma linhagem altamente recomendável para 

expressão das mais variadas proteínas (CASALES et al., 2008). 

As células VERO, apresentaram o mesmo comportamento da linhagem BHK-21, 

apresentando uma maior produção de RVGP com MOI 1 no tempo de 24 h, diminuindo a 

produção com o aumento do MOI. Porém os valores obtidos foram inferiores aos encontrados 

com a célula BHK-21, mas ainda assim relevantes. Nesse tipo celular, toda a RVGP 

encontrada, independentemente do tempo de coleta, estava presente no lisado celular. 

Dentre as linhagens avaliadas, a VERO, foi a que apresentou os piores resultados de 

expressão de RVGP, na análise por ELISA. Não possibilitando a detecção de bandas no 

experimento de Western blot e evidenciando a banda menos intensa no procedimento de Dot 

blot. Na técnica de IFI, foi evidenciada a presença de RVGP nas membranas, porém foi a 



84 
 

 

célula que mais sofreu no procedimento, apresentando membranas menos íntegras que as 

demais, e muita formação de grumos. Entretanto, é uma linhagem interessante já que é das 

mais utilizadas para produção de fármacos e vacinas, que envolvem cultura de células de 

mamíferos, sendo inclusive a células utilizadas para propagação do vírus rábico na atual 

vacina anti-rábica do Brasil, desenvolvida no Instituto Butantan (FRAZATTI-GALINA et al., 

2004). Portanto, seria importante alcançar bons níveis de expressão com essa linhagem, por 

ser uma célula já preconizada em órgãos de regulamentação. O fato de não apresentar bons 

resultados nesse trabalho, não a descarta como substrato para utilização do sistema SFV, pois 

novos trabalhos com diferentes proteínas e diferentes metodologias podem reverter esse 

quadro.  

Nos ensaios envolvendo células HEK-293T, também houve maior expressão de RVGP 

no tempo de 24 h, sendo que ela foi diminuindo conforme se aumentava o MOI. Já em 48 h, 

os níveis de expressão foram praticamente os mesmos para todos os MOIs, sendo 

significativamente mais baixos que aqueles apresentados a 24 h. Esse fato, também pode ser 

explicado pelo desencadeamento do processo de apoptose devido à infecção viral, fato que 

comprometeria a célula em continuar a produzir a proteína, na presença de grandes 

quantidades de vírus, ou por longos períodos. 

Os resultados apresentados com as células BHK-21 CS, adaptadas em suspensão, são 

oriundos de um trabalho complementar, que foi realizado simultaneamente, em parceria com 

o Departamento de Engenharia Química da USP, onde foram utilizados os vírus produzidos 

por este trabalho. Para efeito de comparação, apenas estão expostos os dados obtidos com 

condições semelhantes às utilizadas para as demais células. Com base nisso, pode-se verificar 

que houve uma maior produção de RVGP no tempo de 24 h após a infecção. Entretanto, a 

produção nesse tipo celular, foi muito abaixo do que aquelas vistas em todas as demais 

linhagens, inclusive na BHK-21. Possivelmente, exista uma relação entre a infectividade do 

SFV e a necessidade da célula estar aderida, ou ser menos sensível ao processo de infecção. 

De qualquer forma, existe a necessidade de melhor entendimento desse processo e dessa 

relação, visto que uma possível aplicação desse método de expressão envolve diretamente 

uma extrapolação do sistema para biorreatores e com isso, a utilização de células em 

suspensão. 

A semelhança entre o perfil de expressão obtido com a linhagem HEK-293T, com os 

obtidos com as células BHK-21, L929 e VERO, sustentam a hipótese de que o aumento de 

MOI, não necessariamente aumenta o nível de expressão de RVGP, sendo que em alguns 
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casos, ocorre até mesmo o contrário. E que, utilizando o sistema SFV, a proteína alvo é 

melhor expressa nas primeiras 24 h. Outra importante semelhança entre as linhagens BHK-21, 

HEK-293T e VERO, é que elas são oriundas de rins de diferentes espécies, explicando assim 

essa semelhança de comportamento. A exceção à esse perfil, é a linhagem Huh-7, que por ser 

derivada de células tumorais, é sabidamente detentora de um metabolismo distinto das 

demais. Entretanto, foi uma das linhagens que melhor expressaram a proteína, juntamente 

com a BHK-21 e HEK-293T. 

Alguns trabalhos utilizando o próprio sistema SFV, relatam que o aumento do MOI 

pode estar relacionado ao aumento do nível de expressão, mas possivelmente, tal afirmação 

seja específica para o tipo de proteína expressa (BLASEY et al., 1997). Em um processo de 

produção de uma proteína diversos fatores são relevantes, quando se utiliza um procedimento 

in vitro, como temperatura, tempo de coleta, linhagem celular, composição do meio de 

cultura, pH, dentre outros. Sendo que os resultados apresentados nesse trabalho correspondem 

aos índices de expressão de proteínas, que foram detectadas pelo método utilizado, no tempo 

específico. Portanto, visto que em alguns casos a expressão protéica foi melhor no tempo de 

24 h, frente a 48 h, é prudente afirmar que a proteína foi produzida em quantidades iguais em 

ambos os sistemas, o que os diferencia é o tempo que a proteína levou para ser detectada. 

Sendo assim, pequenas mudanças que alterem a conformação protéica, podem alterar os 

resultados finais, pois cada linhagem cria seu próprio microambiente, com metabólitos 

específicos, que podem agir na proteína gerada, através, por exemplo, de uma mudança de pH 

(GAUDIN et al., 1991). O MOI utilizado pode também interferir nessa relação da proteína 

gerada com o ambiente em que está, sendo que a presença de uma quantidade maior de vírus 

pode vir a afetar a posterior detecção da proteína. 

Como conclusão, pode-se destacar o sistema SFV como um método eficaz e 

promissor, sendo capaz de bons níveis de expressão, e podendo utilizar diferentes linhagens 

celulares. Seu principal ponto positivo é sua versatilidade, pois pode expressar proteínas 

diversas em linhagens que sejam específicas para cada uma. Portanto, após estabelecida a 

plataforma mais adequada para esse sistema, é possível estende-la para diversas outras 

vertentes e produtos. 

A desvantagem da aplicação do sistema baseado no SFV, especialmente para a 

produção em larga escala, é que a produção de estoque de vírus é relativamente cara. Os 

custos elevados estão relacionados com o processo de transcrição in vitro. Sendo que 

tentativas para facilitar e reduzir os custos de produção desses vírus são introduzidos 
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constantemente através do desenvolvimento de novos sistemas baseados no SFV (POLO et 

al., 1999). Outra preocupação tem sido a segurança relacionada ao SFV, especialmente para a 

produção em larga escala, que obviamente requer grandes volumes de vírus. Mas com 

abordagem atual utilizada para o SFV, os riscos são bastante baixos, ainda mais se comparado 

a outros sistemas semelhantes. 

Por fim, os dados obtidos por esse trabalho são de grande importância para o 

entendimento desse promissor sistema de expressão, visto a possibilidade de expressão em 

diferentes linhagens e assim, obter as mais diversas proteínas para diferentes aplicações. O 

SFV se mostrou muito eficiente para infectar todas as células estudadas, quando comparado 

com o nível de expressão de outros sistemas, e as informações obtidas são muito relevantes, 

devido ao fato de que diferentes proteínas a serem expressas, podem necessitar de linhagens 

específicas, e esse estudo preconiza que o sistema se comporta de maneira distinta conforme a 

linhagem utilizada. 

 

7 CONCLUSÕES 

 

Neste trabalho estabelecemos um protocolo de transcrição in vitro e transfecção de 

RNA, para produção de partículas virais SFV recombinantes (SFV-RVGP) em células BHK-

21. Estabelecemos também uma metodologia baseada em qRT PCR para quantificar as 

partículas virais obtidas e a partir daí pudemos obter um lote de vírus recombinante e 

padronizar as melhores condições de infecção celular (MOI e tempo de coleta) para produção 

da RVGP em diferentes linhagens celulares de mamíferos. 

Os resultados obtidos demonstram uma diferença evidente entre os níveis de expressão 

utilizando as diferentes linhagens, sugerindo que o sistema SFV, possui um comportamento 

de infecção específico para cada tipo celular. Pode-se admitir também, que cada linhagem 

possui diferenças no processamento da proteína, obtendo índices de expressão distintos não 

somente na quantidade, como também no tempo após a infecção com o vetor viral SFV. 

O trabalho consiste em uma abordagem preliminar sobre o comportamento desse vetor 

viral em diferentes linhagens de mamíferos, sendo que estudos complementares podem 

possibilitar seu emprego, para expressão de diferentes proteínas, utilizando uma linhagem 

celular específica para a mesma.  
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  ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DE NORMAS TÉCNICAS. NBR 6023: informação e documentação: referências: elaboração. Rio de 

Janeiro, 2002. 
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