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RESUMO

SANTOS, N. G. L. Desenvolvimento de um método de imunofluorescéncia aplicado a
deteccdo de anticorpos contra o arbovirus Mayaro. 2017. (101 f.) Dissertacdo (Mestrado
em Biotecnologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo,
2017.

O virus Mayaro (MAYV) é um Alphavirus artritogénico responsavel por causar uma doenga
febril aguda com sintomatologia parecida com a Dengue ndo-hemorragica, porém com o
agravante, igualmente a febre Chikungunya, de desenvolvimento de artralgia, a qual pode
perdurar por meses ou anos, em alguns casos. Os dados epidemioldgicos disponiveis ainda
sdo poucos devido a falta de diagndstico adequado, pois algumas das técnicas desenvolvidas
apresentam dificuldades quanto a coleta de amostra, devido a curta viremia, e ao background
que interfere na interpretacdo dos resultados, subestimando o real nimero dos casos de
infeccdo principalmente em tempos de co-circulagdo de outras arboviroses também de
impacto socioecondmico, como a prépria Dengue e, mais recentemente, os virus Zika e
Chikungunya. A imunofluorescéncia é uma das metodologias mais utilizadas para o
diagndstico de infecges virais. Quando aplicada para a pesquisa de anticorpos direcionados a
antigenos virais imunogénicos tem a capacidade de diagnosticar se o paciente ja entrou em
contato com um agente etiolégico, mesmo que o periodo de viremia ja& tenha sido
ultrapassado. Neste trabalho desenvolvemos um procedimento de imunofluorescéncia indireta
dirigido ao diagnostico da infeccdo pelo virus Mayaro (MAYV) através da deteccdo de
anticorpos contra a glicoproteina de membrana E2 do virus. Primeiramente foi padronizada a
metodologia de imunofluorescéncia indireta (IFI) direcionada a deteccdo de anticorpos contra
a Glicoproteina do Virus da Raiva (RVGP) em amostra de soro de camundongo e coelho,
objetivando a reprodutibilidade da técnica para a deteccdo de anticorpos anti-E2 em amostras
de soro de camundongos e humanos e, em seguida, obtivemos células de Drosophila
melanogaster expressando E2 na membrana plasméatica (S2ZMtMAYV(E3E2) e
S2MtBipMAYV(E3E2V5)). Essas linhagens passaram por processos de selecdes clonal e
imunomagnética, dando origem as  sub-linhagens  S2ZMtMAYV(E3E2) SC,
S2MtBipMAYV(E3E2V5)_SC e SZMtMAYV(E3E2)_M1. A metodologia de IFI para RVGP
foi aplicada para as linhagens recombinantes de MAYV utilizando soro hiperimune de
camundongos e a sub-linhagem S2MtMAYV(E3E2)_SC, que apresentou a melhor relacdo de
fluorescéncia por célula, foi testada, posteriormente, para amostras de soro humano com
infecgdo confirmada para Mayaro e para os virus Zika, Dengue e Chikungunya, permitindo a
avaliacdo de possivel reacdo cruzada. Analises de cinética de crescimento, em comparagao
com a linhagem selvagem, e de RT-gPCR, utilizando primers especificos de E2, foram
realizadas para as linhagens originais e sub-linhagens em diferentes tempos de inducédo por
CuSO, e mostraram alcancar altas concentragdes (ordem de 10”/mL) mesmo ap6s 168 horas
de inducdo, além do fato de que apresentaram menor quantidade de mRNA relativo a proteina
E2 nos tempos 144 e 168 pos-inducdo, momentos em que a expressdao da mesma na
membrana foi maior. Os resultados obtidos com as células S2 expressando E2 na sua
membrana confirmaram a utilidade da técnica de imunofluorescéncia indireta desenvolvida
para o diagndstico de infeccdo por MAYYV, de forma que a aplicagdo de celulas S2 como
suporte diagndstico foi eficientemente avaliada. O teste também mostrou ser eficiente para
diferenciar infec¢bes por Alphavirus e Flavivirus, o que o torna ainda mais interessante em
tempos de co-circulacdo de diversos arbovirus com sintomatologia semelhante.

Palavras-chave: Virus Mayaro. Células S2. Expressao de proteina. Imunofluorescéncia.



ABSTRACT

SANTOS, N. G. L. Development of an immunofluorescence method applied to detection of
antibodies against Mayaro arbovirus. 2017. (101 p). Masters thesis (Biotechnology) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2017.

Mayaro virus (MAYYV) is an arthritogenic Alphavirus responsible for causing an acute febrile
illness with symptoms similar to non-hemorrhagic Dengue, but with the aggravation, as
Chikungunya fever, to develop arthralgia, which can last for months or years, in some cases.
The epidemiological data available still are few due to lack of proper diagnosis, because some
of the techniques developed present difficulties regarding sample collection, due to the short
viremia, and background that interferes on interpretation of the results, underestimating the
actual number of infection cases especially in times of many other socioeconomic impact
arboviruses, such as Dengue fever and, more recently, Zika and Chikungunya viruses.
Immunofluorescence is one of the most widely used methods for the diagnosis of viral
infections. When applied to the presence of antibodies directed to viral antigens imunogénicos
has the ability to diagnose whether the patient came into contact with a causative agent, even
if the period of viremia has already been exceeded. In this work we developed an indirect
immunofluorescence procedure to the diagnosis of the Mayaro virus (MAYYV) infection
through the detection of antibodies against membrane E2 glycoprotein. First we standardized
then methodology of indirect immunofluorescence (IFI) directed to the detection of antibodies
against the Glycoprotein of rabies virus (RVGP) in mices and rabbits serum, aiming the
reproducibility of technique for the detection of antibodies to E2 in mices and humans serum
samples, and then, we obtained Drosophila melanogaster cells expressing E2 in the plasma
membrane (S2MtMAYV (E3E2) and S2MtBipMAYYV (E3E2V5)). These lineages were
selected using clonal and immunomagnetic selection processes, giving rise to the sub-lineages
S2MtMAYYV (E3E2)_SC, S2MtBipMAYV(E3E2V5) SC and S2MtMAYV(E3E2)_M1. The
methodology of indirect immunofluorescence for RVGP was applied to MAYV recombinant
population cells using hiperimmune mice serum and S2MtMAYYV (E3E2)_SC sub-lineage,
that presented the best cell fluorescence relation, was tested later for human serum samples
confirmed to Mayaro infection and also to Zika, Dengue and Chikungunya viruses, allowing
the evaluation of possible cross reaction. Growth kinetic analysis, comparing to the wild
lineage, and RT-gPCR, using specific primers to E2, were taken to the original and sub-
populations in different induction times using CuSO4 and reached high concentrations (10"
/mL) even after 168 hours of induction, apart from the fact that showed reduced amount of
relative mRNA to E2 protein in 144 and 168 hours after induction, when the glycoprotein
expression in the membrane was higher. Results obtained to S2 cells expressing E2 in its
membrane have confirmed the usefulness of the indirect immunofluorescence technique
developed for diagnosing MAYYV infection, so that the implementation of S2 cells support
diagnosis was efficiently evaluated. The test also turned out to be efficient to differentiate
Alphavirus and Flavivirus infections, which makes it even more interesting in co-circulation
times of several arboviruses with similar symptoms.

Keywords: Mayaro Virus. S2 Cells. Protein expression. Immunofluorescence.



1 INTRODUCAO

Recentemente, alguns arbovirus tém sido determinados como importantes agentes de
doencas emergentes no Brasil, como os virus Dengue (DENV), Febre Amarela (YFV), Zika
(ZKV), Chikungunya (CHIKV), West Nile (WNV), Mayaro (MAYYV), Rocio, Saint Louis e
Oroupoche. Dentre esses, até o ano de 2015, DENV, MAYV, YFV, Rocio, Saint Louis e
Oroupoche eram os responsaveis por mais de 95% dos casos de infeccdo por arbovirus no
Brasil, sendo DENV o0 mais prevalente, causando epidemias por 4 diferentes sorotipos
(MARCONDES; XIMENES, 2015).

O principal vetor para as arboviroses em territorio brasileiro € o mosquito da especie
Aedes aegypti e, secundariamente, aparece a espécie Aedes albopictus. Ainda que seja
conhecido ha varios anos que os mosquitos do género Aedes sejam capazes de transmitir
diversos arbovirus de importancia médica em todo o mundo, durante os recorrentes surtos
anuais de Dengue (DENV) nas Gltimas duas décadas, a possibilidade de introducgdo dos virus
Chikungunya (CHIKV) e Zika (ZIKV) foi negligenciada. Atualmente, a preocupacdo quanto
as consequéncias clinicas e socioecondmicas decorrentes das infeccdes por arbovirus abrange,
na sua grande totalidade, DENV, CHIKV, ZIKV. Os pesquisadores, por outro lado, tém
comecgado a incluir também o virus Mayaro (MAYV) nessa lista, devido aos surtos
esporadicos cada vez mais crescentes e a sua ja comprovada urbanizacdo envolvendo as
espécies de mosquito Cx. Quinquefasciatus e Aedes aegypti em cidades brasileiras. No
entanto, o diagndstico da infeccdo por MAYYV ainda constitui um problema no atual cenario
de co-circulagdo dos arbovirus CHIKV, ZIKV e DENV devido a baixa especificidade das
técnicas soroldgicas empregadas (FERNANDEZ-SALAS et al., 2016; SERRA et al., 2016;
ZUCHI et al., 2014). Quanto ao impacto econdémico na saude publica gerado pelas
arboviroses, este tem aumentado dramaticamente nos Gltimos 50 anos, pois essas doencas
vém alcancando novas localizagcBes geograficas. O aumento atualmente observado na
distribuicéo e intensidade dessas infec¢des € agravado pela indisponibilidade de antivirais ou
vacinas (KRAEMER et al., 2015).

A febre Mayaro, como é chamada a doenca por ele causada, ndo estd associada a
fatalidades e, embora mais leve do que a ocasionada por Dengue, pode ser uma doenca mais
debilitante mesmo apos a primeira infeccdo. O aspecto mais proeminente da doenca também
é a artralgia severa, como ocorre com a infec¢do por CHIKV, que pode ocasionar alta perda
de produtividade e sobrecarga dos servigos medicos publicos (MOTA et al., 2015). Por esta

razdo, existe a necessidade de solugdes quanto ao controle de vetores e desenvolvimento de



novas estratégias de diagndstico, prevencdo e tratamento das infec¢des transmitidas por
Alphavirus causadores de artralgia . Os dados epidemioldgicos da Febre Mayaro precisam ser
melhor coletados e avaliados, o que permitiria um maior conhecimento da enfermidade
(ASSUNCAO-MIRANDA et al., 2013; MOTA et al., 2015). Isto somente é possivel a partir
da existéncia de um ou mais métodos de diagnostico complementares, sensiveis, especificos e
diferenciais, capazes de detectar os casos de infeccdo mesmo em tempos de co-circulagdo de
inimeras arboviroses.

Neste trabalho desenvolvemos um método de imunofluorescéncia indireta, utilizando
células de inseto recombinantes, que poderd ser utilizado como estratégia de diagnostico de
infeccdo por Alphavirus. Deve-se ressaltar que no inicio do trabalho ainda ndo havia a
transmissdo notavel do virus Chikungunya em territorio brasileiro, sendo apenas
diagnosticado em casos importados. Esse fato resultou no direcionamento do objetivo da
pesquisa para a obtencdo de um método de diagndstico diferencial apenas entre Alphavirus
(Mayaro) e Flavivirus (Dengue). A técnica de imunofluorescéncia é um dos métodos mais
frequentemente utilizados na area de diagndstico clinico, tratando-se de uma técnica
explorada ha muitos anos, que permite a deteccdo de anticorpos circulantes no soro de
pacientes e animais infectados e a diferenciacdo entre arboviroses (DUAN et al., 2012;
TAPPE et al., 2009). O desenvolvimento de uma nova técnica de imunofluorescéncia para a
deteccdo da infeccdo por MAYV/CHIKYV poderia contribuir para o0 melhor acompanhamento
do quadro clinico do paciente, oferecendo o tratamento mais adequado e registros
epidemioldgicos mais confiaveis, visto que os servicos medicos publicos ainda empregam
maior atencao aos casos de infecgédo por Flavivirus Dengue e Zika.

Existem alguns métodos de diagndstico disponiveis para a deteccdo da infec¢do por
MAYYV, porém, como revisado adiante, todos possuem limitacdes importantes, como alto
valor de ruido (background), complexidade excessiva por utilizarem virus em pelo menos
uma das etapas de realizacdo, inespecificidade dos resultados, dificuldade na coleta de
amostras devido ao curto periodo de viremia e semelhanca de sintomas com outras
arboviroses. Estas, isoladas ou em associagdo, podem ser causas da falta de dados
epidemioldgicos da doenca, gerando, como consequéncia, dificuldade na compreensdo dos
fatores de risco (ABAD-FRANCH et al.,, 2012). Por essa razdo, € importante o
desenvolvimento de um método diagnostico para a detec¢do de anticorpos no soro contra a
principal proteina imunogénica do virus Mayaro, a glicoproteina E2.

A obtencdo de um sistema produtor de antigenos de MAY'V por si s6 € um importante

objetivo alcancado neste trabalho, pois a demanda pela expressdo recombinante dessas



proteinas ja é colocada ha alguns anos em estudos anteriores (OLIVEIRA, 2008), por ser um
dos pontos limitantes ao desenvolvimento de métodos modernos de diagnostico da doenga.
Em sintese, este trabalho contribui para o desenvolvimento de novos métodos de diagndstico
da infeccdo pelo virus Mayaro através do desenvolvimento de uma ferramenta biotecnoldgica
que podera ser utilizada em um teste de imunofluorescéncia para identificagdo de infecgdo por
Alphavirus. Este trabalho também é pioneiro na expressdo recombinante da proteina E2 do
MAYYV e na utilizacdo de células S2 de Drosophila melanogaster como suporte para o

desenvolvimento de um método de imunofluorescéncia.



2 CONCLUSOES

v/ Um método de imunofluorescéncia baseado em células S2 foi padronizado com
sucesso utilizando células S2ZMtRVGP-M3, tendo sido estabelecidos os melhores
procedimentos para fixacdo de células, marcacdo com anticorpos purificados ou
amostras de soro, etapas de lavagem e montagem das laminas.

v Foram obtidas, de forma eficaz, as células S2MtMAYV(E3E2),
S2MtBipMAYV(E3E2V5) e linhagens apds processos de clonagem, transfeccdo e
selecdo populacional.

v/ Uma segunda etapa de padronizacdo, utilizando células S2MtMAYV(E3E2) e
S2MtBipMAYV(E3E2V5) permitiu melhorar o procedimento estabelecido, gerando
economia de material.

v Foi comprovado por meio de ensaio de imunofluorescéncia indireta, que as células S2
sdo capazes de sintetizar com eficiéncia a glicoproteina E2 do MAYV.,

v As células S2 expressando E2 de MAYYV apresentaram cinéticas de crescimento e de
expressdo do mRNA de E2 compativeis com dados anteriores obtidos com células S2
expressando RVGP, reforcando as caracteristicas do sistema descritas anteriormente
pelo grupo de pesquisa.

v A linhagem S2MtMAYV(E3E2) SC obtida ap6s selecdo clonal se mostrou eficiente
na expressdo da glicoproteina E2 de membrana, permitindo a correta detecgdo de
anticorpos IgM e IgG especificos no soro de individuos infectados com o virus
Mayaro, aliando sensibilidade e especificidade.

v O suporte antigénico S2MtMAYV(E3E2) SC funcionou como um método
diagnostico  diferencial entre  Alphavirus/Flavivirus e €&  potencialmente
sensivel/especifico para substituir o teste EIA-ICC empregado no diagndstico de

infeccdo por Mayaro.
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