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INTRODUÇÃO 
 

O vírus Oropouche (OROV), é um arbovírus, pertencente à família Peribunyaviridae e ao gênero 
Orthobunyavirus. OROV é um vírus com característica neurotrópica que causa febres 
debilitantes, além de sintomas como: calafrio, cefaléia, mialgia, artralgia, prostração irradiação 
cutânea e em alguns casos podem apresentar sinais e sintomas de meningite asséptica. 
O sistema de interferon é um componente crítico do sistema imunológico inato, que fornece a 
primeira linha de defesa contra infecções virais. Os interferons (IFNs) são um grupo de proteínas 
sinalizadoras que são liberadas por células infectadas em resposta a infecções virais e podem 
induzir um estado antiviral nas células não infectadas vizinhas para impedir a propagação do 
vírus. Além disso, induzem a expressão de genes estimulados por interferon (ISGs), os quais, 
codificam proteínas antivirais com diferentes funções, incluindo inibição da replicação viral, 
indução de apoptose em células infectadas e ativação de células imunes. Neste sentido, um 
trabalho do nosso grupo investigou o papel de 12 ISGs (IFIT1, IFITM1, IFIT2, IFITM2, IFIT3, 
IFITM3, IFIT5, ADAR, IRF1, LY6E, ISG20 e BST2) para o controle da infecção por OROV em 
células humanas. Para tal fim, uma biblioteca de vetores lentivirais foi utilizada para 
superexpressar ISGs em linhagens de células humanas e avaliar por citometria de fluxo através 
de um gene repórter os graus de infecção do vírus. Os resultados indicaram que os genes 
IFITM1, Ly6E, BST2 e ADAR poderiam ter uma ação antiviral durante a infecção pelo OROV. 
No entanto, os dados precisam ser validados utilizando um outro sistema que permita apenas 
a superexpressão de ISGs candidatos sem o uso de um gene repórter.  
Para tal fim, o projeto de Iniciação científica teve como objetivo a construção de um vetor e o 
estabelecimento de células que superexpressam os ISGs candidatos.  
 
METODOLOGIA E RESULTADOS 
Neste sentido, foram desenvolvidas e executadas três estratégias de clonagem para os genes 
candidatos utilizando vetores lentivirais (FUW) e retrovirais (pCL-XSN e PBABE) disponíveis no 
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laboratório (dado não mostrado). O sistema retroviral que se mostrou mais apropriado foi o vetor 
retroviral pCL-XSN utilizando a estratégia de clonagem como mostra a Figura 1.  
 

 

Figura 1. Estratégia de clonagem para a construção do vetor retroviral PCL-XSN-ISG. 

Durante o período, foi realizada a clonagem dos ISGs IFITM2 e IFITM3 obtendo os plasmídeos 
pCL-IFITM2 e IFITM3 . Os clones obtidos no processo foram analisados por PCR convencional 
utilizando oligos do vetor e oligos específicos para o ISG correspondente. Também, foi utilizada 
uma reação enzimática com a enzima de restrição empregada na clonagem para confirmação 
dos clones (Figura 2).  
 

 

Figura 2. A- Eletroforese dos insertos (1) IFITM2 e (2) IFITM3. MM: Marcador de peso molecular PCRBIO Ladder 
IV (100bp – 1500bp).  B- Eletroforese do plasmídeo pCLXSN digerido com a enzima de restrição EcoRI. MM: 
Marcador de peso molecular PCRBIO Ladder II (250bp - 10kb) C- Confirmação da clonagem dos plasmídeos pCL-
XSN-IFITM2 (clone 182) e pCL-IFITM3 (clone 248) com a enzima de restrição EcoRI mostrando os insertos 
clonados. MM: Marcador de peso molecular PCRBIO Ladder II (250bp - 10kb). 
 

A seguir, foi iniciada a produção dos retrovírus no Laboratório de Biossegurança Nível 2 do 
Laboratório de Virologia e Biotecnologia Aplicada. A preparação foi realizada através da 
transfecção transiente de células HEK293T (CRL-3216™ ATCC) de acordo com o protocolo 
adaptado mostrado na Figura 3. 
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Figura 3. Preparação dos retrovírus para geração de linhagens celulares que superexpressam ISGs humanos. 

 

Para o estabelecimento de células que superexpressam os genes IFITM2 e IFITM3  foram 
empregadas células da linhagem HT1080 (Células de Fibrosarcoma Humano - HT-1080 CCL-
121™ ATCC). Inicialmente, foi testada nas células a toxicidade para o antibiótico G418 
(Gentamicina) devido a que os retrovírus apresentam o gene de resistência para este antibiótico 
o qual permitirá a seleção da população de células que incorporarem o transgene ou ISGs 
candidatos. Para isso, foi efetuada a curva de morte do antibiótico G418, na qual foi avaliada a 
resposta à dose em que células alvo são submetidas a quantidades crescentes de antibiótico 
de seleção (0; 50; 100 ;200; 400 e 800 ug/ml G418) para determinar a concentração mínima 
que o antibiótico pode matar todas as células em um período específico de tempo. Após o 
período de 5 dias de incubação foi determinado que a concentração de trabalho nas linhagens 
celulares HT1080 seria de 800 ug/ml. Com isso, foi iniciada a expansão das células para o 
congelamento das linhagens celulares modificadas para expressar os ISGs IFITM2 e IFITM3. 
Atualmente, está sendo avaliada por PCR em tempo real a expressão relativa dos ISGs IFITM2 
e IFITM3 nas linhagens de células estabelecidas comparando com a linhagem de célula 
parental HT1080. Subsequentemente, as linhagens celulares HT1080-IFITM2 e HT1080-
IFITM3 serão desafiadas com o vírus OROV para avaliar o nível de infecção viral buscando 
validar os possíveis mecanismos de defesa proporcionados por essas proteínas da imunidade 
inata. Além disso, os ISGs IFITM1, ISG20 e Ly6E se encontram no processo de clonagem e 
estabelecimento de retrovírus que permitam a geração de outras linhagens celulares para 
serem avaliadas durante a infecção pelo vírus OROV.  
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