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RESUMO 
 

A dengue é uma importante doença de aspecto emergente e um grande desafio 
para a saúde pública mundial. No mercado, existe apenas uma vacina licenciada 
que não é totalmente eficaz na prevenção da doença. Também existem 
dificuldades para se expressar antígenos virais em sistemas procarióticos para 
uso no diagnóstico sorológico. O presente estudo, por meio da engenharia de 
proteínas, propõe moléculas alternativas de interesse diagnóstico e/ou vacinal 
para a dengue. Com o uso de ferramentas computacionais seguindo a estratégia 
“epitope-scaffolding”, elementos estruturais da NS1 de dengue (epitope) foram 
transplantados para a TOP7 (scaffold). Os genes sintéticos para as variantes 
dessa proteína, levando em consideração os 4 sorotipos de dengue, totalizando 4 
proteínas recombinantes, foram otimizados, sintetizados comercialmente e 
clonados em vetor de expressão. As proteínas recombinantes tiveram sua 
expressão confirmada por ensaios de imunoblot e purificadas por cromatografia 
de afinidade, apresentando alto rendimento e solubilidade. Foram realizados 
ELISAs, com soros de pacientes infectados com DENV-3, para avaliação 
imunológica das proteínas quiméricas expressas. Os sinais detectados para as 
quimeras sugerem que elas são potencialmente imunogênicas. 
 

 

 

Palavras-chave: NS1. Dengue. engenharia de proteínas. ELISA. 

  



 

ABSTRACT 

Dengue is an important emerging disease and a major public health challenge 
worldwide. Currently, there is only one licensed vaccine that is not fully effective in 
preventing the disease. There are also difficulties in expressing viral antigens in 
prokaryotic systems for use in serological diagnosis. The present study, through 
the engineering of proteins, proposes alternative molecules to be employed in 
strategies for diagnostics and/or vaccines for dengue. With the use of 
computational tools following the epitope-scaffolding approach, structural elements 
of dengue NS1 (epitopes) were transplanted to the TOP7 protein (scaffold). 
Synthetic genes for 4 recombinant proteins, taking into account the 4 serotypes of 
dengue, were optimized, commercially synthesized and cloned into expression 
vector. The cells of Escherichia coli BL21 were transformed with the respective 
plasmid constructs. Proteins were confirmed by immunoblot assays and purified 
by affinity chromatography, exhibiting high yield and solubility. ELISAs, with sera 
from patients infected by DENV-3, were performed for the immunological 
evaluation of expressed chimeric proteins. Signals detected for the chimeras 
suggest that they are potentially immunogenic. 
 

Keywords: NS1. Dengue. engineering of proteins. ELISA. 
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1. INTRODUÇÃO 

A dengue é uma arbovirose causada pelo vírus da dengue (DENV), 

pertencente ao gênero Flavivirus (SAM et al., 2016).  Devido à sua crescente 

incidência e progressiva propagação geográfica, tornou-se um grande desafio 

para a saúde pública mundial (ROSE et al., 2016). A pandemia de dengue 

mundial parece ter começado nas regiões da Ásia e do Pacífico, onde a primeira 

epidemia de dengue foi relatada, em 1779-1780 (GUBLER e CLARK, 1995). Hoje 

a doença é endêmica em 128 países (WHO, 2014) e responsável por cerca de 

390 milhões de infecções por ano (BHATT et al., 2013), causando em torno de 

20.000 mortes anualmente (GUZMAN et al.,  2010).  

As características clínicas da doença variam desde quadros 

assintomáticos/oligossintomáticos até dengue hemorrágica e a síndrome do 

choque da dengue, graves e por vezes fatais (BHATT et al., 2013, HALSTEAD e 

COHEN, 2015, MURPHY e WHITEHEAD, 2011). Por se tratar de uma doença de 

sintomas genéricos, o diagnóstico com base apenas nas características clínicas 

não é confiável, e deve ser confirmado por testes laboratoriais (SHU e HUANG, 

2004).  

Um diagnóstico rápido, preciso e de baixo custo é de extrema 

importância, principalmente em regiões endêmicas, para a vigilância 

epidemiológica, estudos patológicos, clínicos e imunológicos da doença e 

manejos clínicos apropriados dos pacientes. No entanto, os principais sistemas de 

diagnóstico que fazem uso da produção de antígenos apresentam inúmeras 

limitações, tais como dificuldade de expressão das proteínas diagnósticas em 

sistemas procarióticos, excessivo tempo de processamento e custo final elevado.  

Também ainda não está disponível uma vacina tetravalente eficaz, que 

possa proporcionar imunidade a longo prazo contra os quatro sorotipos em todas 

as populações alvo. Existe um consenso de que a utilização de uma vacina eficaz 

é a melhor opção para controlar esta doença (DOUGLAS et al., 2009). Uma 

grande variedade de vacinas contra o vírus da dengue (DENV) está sendo 
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elaborada e testada, porém há algumas limitações no desenvolvimento de uma 

vacina eficiente (DE ALWIS  et al., 2014).  

O Instituto Sanofi Pasteur propôs uma vacina tetravalente viva, 

recombinante e atenuada com eficácia de 50% contra DENV-1, 35% contra 

DENV-2, 78.4% contra DENV-3 e 75.3% contra DENV-4, em testes fase 3 com 

crianças asiáticas (CAPEDING et al., 2014). A mesma vacina obteve eficácia de 

50.3% para DENV-1, 42.3% para DENV-2, 74.0% para DENV-3 e 77.7% para 

DENV-4 em testes fase 3 com crianças da América Latina (VILLAR et al., 2015). 

Uma forma alternativa de se produzir moléculas imunorreativas com 

diferentes finalidades, entre as quais a produção de antígenos vacinais e de 

diagnóstico, tem sido pela técnica “epitope-scaffolding” assistida por ferramentas 

computacionais (SAMISH et al., 2011). Esta estratégia é baseada no 

desenvolvimento racional de proteínas sintéticas, elaboradas para apresentarem 

solubilidade, estabilidade e também uma exposição conformacional nativa do 

epítopo de interesse. Esse tipo de abordagem tem sido descrita como promissora 

para a produção de novos antígenos (CORREIA et al., 2014; VIANA et al., 2013).  

Com base nessa abordagem o presente trabalho propôs novos 

antígenos quiméricos do vírus da dengue, eficazes em termos sensibilidade e 

especificidade. Para contornar as dificuldades, estabilidade e solubilidade, nos 

processos de expressão e purificação de proteínas virais recombinantes, nesse 

trabalho foi proposto a utilização da TOP7, uma proteína carreadora solúvel e 

altamente estável, carreando epítopos da proteína NS1 do vírus da Dengue.  

Já a escolha da proteína NS1 do vírus da dengue como antígeno-alvo 

neste estudo, se deu, pois essa proteína é um importante biomarcador para o 

diagnóstico precoce de infecções por dengue e também tem sido intensamente 

investigada como um alvo potencial para vacinas e terapias antivirais baseadas 

em anticorpos.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1. EPIDEMIOLOGIA DA DENGUE 

2.1.1. No mundo 

O termo dengue é de origem espanhola e significa melindre, manha, 

uma referência ao estado de moleza e prostração que o indivíduo doente 

apresenta depois de ser infectado pelo vírus (BRASIL, 2010). O primeiro caso 

clínico de infecção por dengue foi relatado em 1789 por Benjamin Rush, médico, 

que caracterizou a doença como uma "febre remitente biliar" (RUSH, 1789). O 

termo febre da dengue (DF) foi usado como um nome padrão para a doença após 

1828 (MUÑOZ, 1828). Em 1903, Graham apontou a importância do Aedes aegypti 

na transmissão desta doença, confirmado anos depois (CHANDLER; RICE, 1923; 

CLELAND et al., 1919). 

O primeiro isolamento do vírus da dengue aconteceu no Japão em 

soldados japoneses (KIMURA; HOTTA, 1944). No mesmo período pesquisadores 

americanos conseguiram isolar o vírus de soldados americanos provenientes do 

Havaí e posteriormente em soldados vindos da Nova Guiné. Nos dois primeiros 

casos o vírus foi denominado de DENV-1 e DENV-2 no isolamento da Nova Guiné 

(SABIN; SCHLESINGER, 1945). Os sorotipos DENV-3 e o DENV-4 foram 

isolados em 1956, nas Filipinas (HAMMON et al., 1960). 

A incidência da dengue em todo o mundo aumentou drasticamente nas 

últimas cinco décadas (WHO, 2009). As áreas infestadas com o vetor também 

aumentaram, se espalhou para o sul da China, países do Oceano Pacífico e 

América (GUBLER, 2010) e hoje 40% da população mundial vivem em áreas de 

risco para doença (figura 1) (CDC, 2013). Os custos mundiais diretos e indiretos 

relacionados com dengue são grandes, atendimento médico, vigilância, controle 

de vetores e perda de produtividade, sendo estimado em cerca de US$ 39 bilhões 

por ano (SELCK et al., 2014). 
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Figura 1- Regiões onde têm sido reportados casos de dengue e as áreas de risco de transmissão 
da doença 

 

Nota: As linhas isotérmicas (janeiro/julho) delimitam a área de risco para dengue, onde essa faixa 
de temperatura possibilita a sobrevivência do Aedes aegpty, o principal vetor do vírus. Fonte: 
adapatado de WHO, 2014. 

Estima-se que 390 milhões de pessoas são infectadas com dengue 

anualmente no mundo, dos quais 96 milhões manifesta sintomas clínicos 

aparentes e necessita de hospitalização (BHATT et al., 2013). A rápida expansão 

mundial do DENV deve-se ao intenso processo de urbanização, mudanças 

climáticas, aumento da população, aumento de viagens internacionais (figura 2) e 

a falta de medidas eficazes de controle dos mosquitos transmissores (GUBLER, 

2006, MOI et al., 2016). As projeções apontam que até 2080, mais de 5 bilhões de 

pessoas poderão estar expostas ao risco de infecção por esse vírus (HALES et 

al., 2002). Assim, há uma necessidade urgente de melhoria na vigilância 

sorológica para permitir que as autoridades se preparem adequadamente para um 

surto. 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moi%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27398060
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Figura 2- Mapa global das rotas de transporte aéreo. 

 

Nota: A rápida locomoção de pessoas de áreas endêmicas para diferentes pontos do planeta pode 
favorecer a expansão da dengue e casos autóctones podem acontecer se presente os vetores de 
transmissão facilitando o surgimento de novas áreas de transmissão do vírus. Fonte: Adaptado de 
KILPATRICK; RANDOLPH, 2012. 

2.1.2. NO BRASIL  

A dengue é um dos maiores problemas de saúde pública do Brasil. 

Considerado um país tropical, tem o clima quente e úmido fornece um ambiente 

receptivo, e altamente favorável para a proliferação do principal vetor da dengue. 

A atividade do DENV ocorre durante todo o ano, mas a maioria dos surtos e os 

mais altos níveis de infestação do vetor apresentam um padrão sazonal marcante, 

ocorrendo durante a estação chuvosa, de dezembro a maio, que também são os 

meses mais quentes do ano (SIQUEIRA et al., 2005). 

A primeira epidemia de dengue no Brasil aconteceu no estado do Rio 

de Janeiro em 1845 (Schneider; Droll, 2001). Outras três epidemias foram 

relatadas durante os anos de 1851, 1853 e 1916 no estado de São Paulo 

(COSTA, 2001). Na década de 50, houve a eliminação do mosquito transmissor, 

A. aegypti, consequentemente das doenças transmitidas por ele, na época não só 

a dengue, mas também a febre amarela (TEIXEIRA et al., 1999).   
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A dengue voltou a aparecer no país em 1981 causando uma nova 

epidemia no estado de Roraima, devido a uma reinfestação em áreas urbanas 

pelo A. aegypti (PINHEIRO; NELSON, 1997; SCHNEIDER; DROLL, 2001). No 

entanto, a doença apenas recebeu atenção adequada em 1986 e 1987, após o 

DENV-1 ser introduzido no Rio de Janeiro (DICK et al., 2012, SCHATZMAYR et 

al., 1986, SIQUEIRA et al., 2005, TEIXEIRA et al., 2009). O DENV-1 também foi 

responsável por epidemias no Ceará e Alagoas em 1986 e em Pernambuco, em 

1987 (BARRETO; TEIXEIRA, 2008).  

A doença se espalhou para diversos estados brasileiros no ano de 

1994, atingindo as regiões Sudeste (São Paulo e Rio de Janeiro), Nordeste 

(Ceará, Rio Grande do Norte, Bahia, Piauí e Alagoas), Norte (Tocantins) e no 

Centro-Oeste (Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Goiás e Distrito Federal), com 

alta incidência na região Nordeste (FERES et al., 2003). Atualmente o Brasil é 

uma área endêmica para dengue, onde a transmissão vem ocorrendo de forma 

continuada e com um relevante número de óbitos (figura 3). O país também tem 

enfrentado alguns períodos de epidemias, geralmente relacionado com a 

introdução de um novo sorotipo ou alteração do sorotipo predominante, em áreas 

anteriormente indenes (figura 4) (BRASIL, 2015). 
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Figura 3- Óbitos notificados relacionados com dengue nos últimos 26 anos. 

Os números foram obtidos no site do Ministério da Saúde, acessado em 
http://portalsaude.saude.gov.br/.  

Figura 4- Entrada dos sorotipos da dengue no Brasil 

 

Nota: Cronologia de introdução dos sorotipos de dengue no Brasil. Os estados onde os sorotipos 
da dengue foram principalmente identificados são destacados em verde. A figura foi montada com 
informações coletadas da literatura como descrito no artigo. Fonte: adaptado de FARES et al., 
2015. 
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Em 2015, foram registrados 1.649.008 casos prováveis de dengue no 

Brasil – casos notificados (figura 5). A região Sudeste registrou o maior número 

de casos prováveis (1.026.226 casos; 62,2%) em relação ao total do país, 

seguida das regiões Nordeste (311.519 casos; 18,9%), Centro Oeste (220.966 

casos; 13,4%), Sul (56.187 casos; 3,4%) e Norte (34.110 casos; 2,1%). Foram 

confirmados 1.569 casos de dengue grave e 863 óbitos, o que representa um 

aumento no país de 82,5% em comparação com o mesmo período de 2014, 

quando foram confirmados 473 óbitos (Secretaria de Vigilância em Saúde − 

Ministério da Saúde – BRASIL, 2016). 

Em 2016, SE 1 a SE 52, foram registrados 1.500.535 casos prováveis 

de dengue (figura 5), a região Sudeste registrou o maior número de casos 

prováveis (858.273 casos; 57,2%) em relação ao total do país, seguida das 

regiões Nordeste (324.815 casos; 21,6%), Centro Oeste (205.786 casos; 13,7%), 

Sul (72.650 casos; 4,8%) e Norte (39.011 casos; 2,6%). Em 2017, até a SE 7 

(1/1/2017 a 18/02/2017), foram registrados 48.177 casos prováveis de dengue no 

país, com uma incidência de 23,4 casos/100 mil hab., e outros 18.878 casos 

suspeitos foram descartados (Secretaria de Vigilância em Saúde − Ministério da 

Saúde – BRASIL, 2017). 



22 

 

Figura 5- Distribuição dos casos notificados de dengue 1990-2015. 

Os números foram obtidos no site do Ministério da Saúde, acessado em 

http://portalsaude.saude.gov.br/.  

2.2. AGENTE ETIOLÓGICO 

O DENV é um arbovírus pertencente à família Flaviviridae, gênero 

Flavivírus, um grupo constituído por vírus antigenicamente relacionados que 

causam doença em seres humanos, incluindo o vírus do zika (ZIKAV), o vírus da 

encefalite japonesa (JEV), vírus da febre amarela (YFV), vírus do Nilo Ocidental 

(WNV) (MOI et al., 2016).  

Existem quatro sorotipos antigenicamente relacionados (DENV1, 

DENV2, DENV3 e DENV4), que diferem em 25-35 pares de bases na sequência 

de nucleotídeos (LEE et al., 2012). A infecção com um sorotipo confere imunidade 

permanente contra esse sorotipo, mas apenas uma proteção temporária contra a 

infecção por outros sorotipos, e todos os sorotipos estão envolvidos com o 

acometimento da enfermidade e com o surgimento de formas graves (SHUIPING 

et al., 2007). 

http://springerplus.springeropen.com/articles/10.1186/s40064-016-3604-4#CR12
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2.3.  ESTRUTURA E GENOMA VIRAL 

Os vírions maduros são esféricos (figura 6), pequenos, medem entre 

40 e 60 nanômetros (nm) de diâmetro e são envelopados (LINDENBACH; RICE, 

2003; MURPHY, 1980). Internamente, apresentam um nucleocapsídeo de 

estrutura icosaédrica de aproximadamente 30nm, o qual é envolto por uma 

bicamada lipídica derivada de membranas da célula hospedeira (RAY; SHI, 2006; 

LINDENBACH et al., 2007).  

Figura 6- Estrutura da partícula de DENV. 

 

Nota: Em (A) Partícula imatura. Possui 60 espículas (círculo) proeminentes em sua superfície, 
tornando-a menos lisa que a partícula madura. (B) Estrutura do vírus maduro. A membrana é lisa e 
é completamente recoberta por uma estrutura protéica. Fonte: Adaptado de MACKENZIE; 
GUBLER; PETERSEN (2004). 

O RNA é de cadeia simples, de sentido positivo, com genoma de 

aproximadamente 11 kb, composto por 10 genes, contendo um grande quadro de 

leitura aberta (ORF) (ROOPASHRI et al., 2015). Este RNA viral codifica uma 

longa poliproteína precursora que, após sucessivas clivagens por proteases do 

hospedeiro vertebrado e do próprio vírus (RICE et al., 1985), resulta na formação 

de três proteínas estruturais (C, prM e E) e de sete proteínas não-estruturais 

(NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5) (figura 7) (CHAMBERS et al., 

1990). 
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Figura 7- Esquemas de organização do genoma infeccioso do DENV e da poliproteína precursora. 

            

Nota: (a) O genoma é constituído por um RNA fita simples com polaridade positiva e apresenta em 
sua extremidade 5’ UTR uma estrutura denominada cap. A extremidade 3’ UTR não contem uma 
cauda poliadenilada. (b) O genoma do DENV possui apenas uma única fase aberta de leitura e 
sua tradução é direcionada para o Retículo Endoplasmático (RE), gerando uma poliproteína 
precursora. (c) Ao longo da sequência da poliproteína existem sítios de clivagens onde proteases, 
celular e viral, atuam gerando assim 3 proteínas estruturais (C, prM/M e E) e 7 proteínas não 
estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). Fonte: Adaptado de ASSENBERG et 
al., 2009. 

 

2.4. PROTEÍNAS VIRAIS  

A síntese protéica ocorre no retículo endoplasmático rugoso (RER), e 

as proteínas estruturais são ancoradas nele no lado luminal, onde ocorrem 

montagem e maturação do virion. A ORF é flanqueada por regiões 5 'e 3' não 

traduzidas altamente estruturadas (UTRs), que desempenham papéis reguladores 

na tradução das proteínas virais e da replicação do genoma do RNA viral 

(WHITEHEAD et al., 2007). 

a 

b

b 

c 
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2.4.1. Proteínas Estruturais 

A proteína C contém 112 a 127 aminoácidos e aproximadamente 13,5 

kDa. Possui um domínio hidrofóbico que interage com membranas celulares, 

sendo atribuído à mesma um papel na montagem viral. A proteína C nascente 

apresenta um domínio hidrofóbico C-terminal que atua como uma sequência sinal 

transmembrana para a translocação da prM para dentro do lúmen do retículo 

endoplasmático (HENCHAL; PUTNAK, 1990). 

A proteína prM (26 kDa) é a glicoproteína precursora da proteína de 

Membrana, M (8 kDa) que sofre uma clivagem proteolítica durante a morfogênese 

viral e leva a formação da proteína M. A principal função de prM é evitar a 

exposição prematura da forma fusogênica da proteína ENV durante a passagem 

pela via secretória celular (BARTENSCHLAGER; MILLER, 2008; CHAMBERS et 

al., 1990; CLYDE; KYLE, 2006). 

A proteína E do DENV, com 51 a 60 kDa,  A proteína E destaca-se por 

ser o maior componente glicoprotéico presente na superfície do DENV, associada 

a numerosas atividades biológicas importantes. Ela atua como proteína ligante, 

interagindo com receptores presentes na superfície de células alvo e mediando a 

endocitose da partícula viral. Tal proteína é responsável pela fusão da bicamada 

lipídica do vírus à membrana citoplasmática da vesícula endossômica e participa 

da dissociação do nucleocapsídeo no citoplasma (CHANG, 1997; LINDENBACH; 

RICE, 2001).  

2.4.2. Proteínas Não Estruturais 

As proteínas não-estruturais (NS) estão envolvidas na modulação da 

resposta do hospedeiro e na replicação do RNA viral (KHROMYKH; WESTAWAY, 

1997). A NS2A, a NS2B, a NS4A e a NS4B são pequenas proteínas hidrofóbicas 

associadas à membrana e/ou a outras proteínas para exercerem seus papeis 

biológicos, envolvidos no ciclo replicativo do DENV. A NS4B aparentemente 

modula a replicação viral através da interação com outra proteína não estrutural a 

NS3. Além disso, a NS4B pode estar associada à inibição da resposta de 

interferon (IFN do tipo 1) em indivíduos infectados (LINDENBACH; RICE, 2001; 
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UMAREDDY et al., 2006). Em particular, a NS2B se associa à porção proteásica 

da NS3 para formar uma serino-protease ativa (NS2B-NS3), que cliva junções 

protéicas na poliproteína viral (MELINO; PACI, 2007). 

A NS3 (69-70 KDa) é caracterizada como uma proteína multifuncional 

com atividades de serino-protease (NS2B-NS3); de helicase (atua na dissociação 

da dupla fita de RNA sendo potencializada quando a NS3 está associada a NS4B 

durante a replicação do RNA viral); de NTPase (hidrolisa ATP para fornecer 

energia durante os processos de replicação); e de RTPase (atua provavelmente 

removendo o grupo fosfato da região 5’ N-terminal que parece estar envolvido no 

processo de adição da estrutura cap na extremidade 5’ UTR do genoma viral). 

Além disso, a interação NS3/NS5 pode estimular as atividades enzimáticas da 

proteína NS3 (nas porções helicase e NTPase). Em resumo, a NS3 exerce um 

papel fundamental no ciclo de vida dos flavivirus, participando ativamente do 

processamento da poliproteína e nos processos de replicação do RNA viral 

(ASSENBERG et al., 2009; LINDENBACH; RICE, 2001; MELINO; PACI, 2007; 

UMAREDDY et al., 2006). 

A proteína NS5 possui peso molecular de aproximadamente 100-103 

kDa e é a maior e mais conservada dentro dos flavivírus (LINDENBACH; RICE, 

2001) com atividade de RNA polimerase dependente de RNA e atividade metil-

transferase. Na porção C-terminal desta proteína localiza-se uma sequência com 

atividade de RNA polimerase dependente de RNA responsável pela replicação, 

sintetizando cópias negativas e positivas do RNA viral. As fitas negativas servem 

de molde para a transcrição das fitas positivas de RNA que serão utilizadas para 

a tradução de novas poliproteínas (LINDENBACH; RICE, 2001; MELINO et al., 

2007; QI et al., 2008). O motivo metiltransferase, constituído de aproximadamente 

320 resíduos de aa, localizado na porção N-terminal desta proteína é responsável 

pela adição do cap e pela metilação da extremidade 5’ UTR  (ASSENBERG et al., 

2009).   

2.4.2.1. NS1 

A proteína NS1 (figura 8), com aproximadamente 46-55 kDa, 352 

aminoácidos, é uma glicoproteína com importante papel na replicação viral. 
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Reconhecidamente está envolvida na patogenia e na ativação do sistema 

complemento (JACOBS et al., 2000). O NS1 intracelular interage com várias 

proteínas do hospedeiro para auxiliar na replicação viral, tradução e produção de 

virion. Durante a infecção por flavivírus, NS1 interage e relocaliza estas proteínas 

no local da replicação viral (CERVANTES et al., 2015). 

A NS1 é encontrada tanto em sua forma ligada à célula quanto 

secretada em forma de hexâmeros, que circula no sangue da pessoa infectada A 

secreção da proteína NS1 atinge níveis elevados nos soros de pacientes (RIGAU-

PÉREZ et al., 1998; YOUNG et al., 2000). Os anticorpos contra esta proteína 

podem ser detectados em soro de pacientes antes mesmo do RNA viral ser 

detectado por RT-PCR (ALCON et al., 2002), tornando-se um importante 

marcador da fase aguda da infecção. 

Vários ensaios comerciais, teste rápidos, estão disponíveis para a 

detecção do antígeno NS1. O soro é o tipo mais comum de amostra, mas a NS1 

de dengue também pode ser detectada em amostras de urina durante a fase 

aguda da infecção DENV (CHUANSUMRIT et. al., 2011). Por último, o antígeno 

NS1 podem ser detectados no líquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com 

sintomas neurológicos (ARAÚJO et al., 2011). 
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Figura 8- Estrutura cristalográfica da NS1 de DENV-1 (PDB ID: 4OIG) 

 

Nota: (a) Face estruturada e (b) face não-estruturada. Área em destaque em vermelho na face 
não-estrutura- referente a região do epítopo utilizado para a construção das quimeras desse 
estudo. No centro da figura, também em destaque, maiores detalhes da região que foi extraída da 
NS1 do DENV para inserção na TOP7 e a sequencia de aminoácidos correspondente ao epítopo 
selecionado para produção da quimera estudada neste trabalho.  

2.5.  CICLO DE VIDA DO DENGUE ENTRE SERES HUMANOS E 

MOSQUITOS 

O DENV é transmitido geralmente através de dois ciclos de vida, isto é, 

ciclo silvestre onde os mosquitos Aedes infectam os primatas não humanos em 

habitats de floresta tropical e o urbano onde há a infecção dos humanos (figura 9) 

(HALSTEAD et al., 1988). O vírus da Dengue é transmitido pela picada da fêmea 

do mosquito Aedes  infectada (LAMBRECHTS et al., 2010).  

Sequence (222-232) 

TCIWPKSHTLW 
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Figura 9- Ciclo de transmissão do vírus da dengue 

Nota: A transmissão silvestre do vírus do dengue, as áreas rurais onde o ciclo silvestre pode afetar 
populações humanas. Além disso, a transmissão transovariana (TOT), na qual os mosquitos 
infectados com vírus transferem o vírus para seus ovos (isso tem sido mostrado em algumas 
espécies). Fonte: adaptado de VASILAKIS et al., 2011. 

Os mosquitos transmissores da dengue são antropofílicos, vivem em 

torno de habitações humanas e encontram nos numerosos recipientes com água 

parada ao redor das casas (figura 10), tambores de armazenamento de água, 

tanques aéreos, garrafas, baldes e itens de resíduos descartados, seus principais 

criadouros. Entre a alimentação de sangue e ovoposição, mosquitos fêmeas 

adultas descansam dentro ou perto de habitações humanas (WHO, 2009). O ciclo 

de vida do mosquito Aedes, dura 8-10 dias. Consiste em duas fases: fase 

aquática (larvas, pupas) e terrestre (ovos, adultos) (KHETARPAL; KHANNA, 

2016). 



30 

 

Figura 10- Possível criadouro do mosquito Aedes, recipiente com água parada. 

Nota: Foto de uma casa de uma comunidade na cidade do Recife. Apesar do descaso da 
população na eliminação dos criadouros do mosquito Aedes, as pessoas menos favorecidas que 
vivem em comunidades acabam não tendo instruções adequadas para combater o vetor como 
também a ausência de saneamento básico apropriado. Desta forma a dengue, assim como outras 
arboviroses também é um problema social. Fonte: Elaborado pelo autor. 

O Aedes aegypti, prevalente nos trópicos, tem sido o vetor mais 

importante nas regiões tropicais e subtropicais. Esse mosquito está intimamente 

associado com grandes epidemias de dengue, devido à sua capacidade de 

transmitir a doença de forma eficiente (MOI et al., 2016).  

Outro importante vetor é o A. albopictus, pois pode facilmente se 

adaptar a novos ambientes, incluindo regiões temperadas. A propagação deste 

vetor para países livres da A. aegypti tornou possível a entrada do vírus da 

dengue em novos locais (REZZA, 2012). A. albopictus é um importante vetor para 

a transmissão do DENV na China e na Europa (KRAEMER et al., 2015).  

Os mosquitos podem tornar-se infectados picando a pessoa doente, 

durante o estágio virêmico causado pelo DENV. Os vírus infectam as células 

epiteliais do intestino do mosquito e disseminam-se sistemicamente até as 

glândulas salivares e outros tecidos (CHENG et al., 2016).  Após um período de 

incubação de aproximadamente 11 dias, um mosquito infectado é capaz de 

transmitir o vírus aos indivíduos susceptíveis (NISHIURA et al., 2007). As fêmeas 
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infectadas podem também transmitir o vírus à sua prole (através dos ovos), pela 

transmissão transovariana (GUBLER, 1998).  

Embora o ciclo de transmissão de humano-humano (com o DENV 

sendo carreado pelo mosquito) ser considerado o método mais importante de 

propagação, a dengue também pode ser transmitida verticalmente durante a 

gravidez e através de transfusão sanguínea (PATTERSON et al., 2016). 

Já no corpo humano, o vírus se replica dentro de células do sistema 

mononuclear fagocitário (macrófagos, monócitos e células B). Infestando ainda 

mastócitos, células dendríticas e células endoteliais (KING et al., 2000). O vírus 

pode infectar os leucócitos do sangue periférico, fígado, baço, linfonodos, medula 

óssea, timo, coração, rins, estômago, pulmões e possivelmente o cérebro, 

sugerindo passagem pela barreira hematoencefálica (HAYES et al., 1992; 

PUCCIONI-SOHLER et al., 2015). 

Após o DENV ser introduzido no hospedeiro, inicia-se o ciclo de 

replicação viral (figura 11), consiste no desencadeamento de uma série de 

eventos ao nível da célula hospedeira permissiva, os quais são: adsorção, 

penetração, desnudamento, tradução, replicação, montagem, e brotamento das 

partículas virais (ANDERSON, 2003; CLYDE et al., 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Puccioni-Sohler%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26222363
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Figura 11- Modelo esquemático do ciclo de vida do vírus da dengue (DENV) 

 

Nota: A entrada da partícula viral ocorre através da via de endocitose mediada por receptor. No pH 
ácido do endossoma a proteína E sofre mudanças conformacionais que levam a fusão das 
membranas viral e endossômica. O RNA viral é traduzido e inicia-se o processo de replicação. A 
montagem das partículas virais ocorre no RE, e as novas partículas imaturas recém-formadas, 
seguem pela via de secreção e completam a maturação na rede trans-Golgi. Posteriormente os 
vírus são liberados pela célula hospedeira. Adaptado: KATO; HISHIKI, 2016. 

O DENV infecta as células através das interações entre as proteínas E 

das partículas virais e receptores celulares (CRUZ et al., 2015) (figura 12). Após 

a ligação, o DENV é internalizado em células através de endocitose mediada pelo 

receptor clatrina e o tráfego feito pelo compartimento endossomal, no qual o pH 

baixo induz mudanças estruturais na proteína E, resultando em fusão da 

membrana viral. O RNA viral de cadeia positiva é então liberado no 

citoplasma. Como o RNA é de polaridade positiva de cadeia simples funciona 

como RNAm e é posteriormente traduzido pela maquinaria celular, gerando assim 

proteínas virais no retículo endoplasmático (RE) (KATO; HISHIKI, 2016).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hishiki%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27164125
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hishiki%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27164125
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A montagem das partículas do DENV ocorre no RE, e os virions brotam 

como partículas virais imaturas que incorporam 60 picos triméricos das proteínas 

prM e E. Estas partículas imaturas são então transportadas através do Golgi. 

Durante a saída, prM é clivado pela serina protease celular. Em seguida, as 

partículas virais maduras infecciosas são libertadas para o espaço extracelular 

através de exocitose e ganham a corrente sanguínea do hospedeiro infectado. 

Portanto, nesse período de viremia, um mosquito (Aedes) pode se infectar 

durante o repasto sanguíneo, assim o ciclo de vida do DENV é fechado 

(KATO; HISHIKI, 2016). 

Figura 12- Representação esquemática do processo de entrada do vírus da dengue. 

 

Nota: O virion maduro ou fica ligado diretamente a um receptor de membrana celular (A) ou utiliza 
vários factores de ligação (b) para desencadear finalmente a via endocítica dependente de 
clatrina. Adaptado de KHETARPAL; KHANNA et al.,  2016). 

2.6.  RESPOSTA IMUNE 

As respostas imunitárias humoral, celular e inata do hospedeiro estão 

implicadas na progressão da doença e nos sinais clínicos mais severos, e 

desempenha papéis importantes tanto na proteção como na patogênese da 

doença (KURANE et al., 2011; SANGKAWIBHA et al., 1980). O papel paradoxal 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hishiki%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27164125
https://www.hindawi.com/46948628/
https://www.hindawi.com/89417684/
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da resposta imune do hospedeiro na evolução da doença, está associado à 

infecção consecutiva por dois sorotipos DENV diferentes.  A base para a 

imunidade do hospedeiro na evolução da doença envolve (1) anticorpos 

neutralizantes de vírus dirigidos contra proteínas virais e (2) cascatas imunitárias 

desencadeadas pelas células T de memória ativada por epítopos virais (KURANE 

et al.,  2011; SANGKAWIBHA et al., 1980).  

A primeira exposição de um indivíduo a qualquer um dos quatro 

sorotipos do vírus da dengue é conhecida como infecção primária por dengue, 

que pode ser assintomática. Na infecção primária, altos títulos de anticorpos, 

imunoglobulina M (IgM) e imunoglobulina G (IgG), aparecem em 3-5 e 6-10 dias, 

respectivamente, após o início da infecção. A presença de IgM é transitória, 

desaparecendo em 2-3 meses após o início da doença, enquanto a IgG persiste 

durante toda a vida (GUZMAN et al., 2010). Assim, a infecção primária com um 

sorotipo particular proporciona imunidade ao longo da vida contra esse sorotipo, 

embora não proporcione imunidade cruzada de proteção contínua contra os 

demais sorótipos. 

Estudos epidemiológicos demostraram que pacientes com dengue 

primária, depois de um período de proteção cruzada, estão em maior risco de 

desenvolver dengue grave durante uma infecção consecutiva com outro sorotipo 

DENV. Esse fenômeno deve-se ao fato de que a resposta imune do hospedeiro 

em uma infecção secundaria dirige uma resposta precoce contra o sorotipo da 

primeira infecção, mas não ao sorotipo infectante corrente. Assim a resposta das 

células T dirigida contra o sorotipo que infectou antes não confere proteção e 

ainda estão associadas com a ativação de cascatas imunes que induzem 

sintomas graves (KURANE et al., 2011; MATHEW et al., 1999). 

Durante uma segunda infecção com sorotipo diferente, a presença de 

baixas quantidades de anticorpos heterotípicos (que formam complexos com 

DENVs) promove o acesso do vírus aos monócitos, via receptores de fixação do 

sistema complemento (Fc), levando a um aumento da carga viral e a gravidade da 

doença. Esse fenômeno é conhecido como ADE (Antibody-dependent 

enhancement). Os principais agentes deste fenómeno são os anticorpos reativos 

cruzados produzidos contra o laço de fusão e prM, que se verificam ser 
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fracamente neutralizante levando ao aumento da infecção em baixas 

concentrações (ALWIS et al., 2011; DEJNIRATTISAI et al., 2010). Embora tenha 

sido observado que a ADE resulta na gravidade da doença, nem todos os casos 

graves estão associados com infecções secundárias e nem mesmo todas as 

infecções secundárias progridem para as formas graves da doença (MURPHY; 

WHITEHEAD, 2011).  

Teorias propostas também sugerem que durante o processo de 

infecção pelo DENV, a ativação da célula endotelial causada por monócitos, 

células T, sistema complemento e várias outras moléculas inflamatórias é 

responsável pela perda de plasma. Já a trombocitopenia pode estar relacionada 

com alterações no megacariocitopoiese, que se manifesta por infecção de células 

hematopoiéticas humanas e o crescimento de células progenitoras 

comprometidas (GUZMAN et al., 2003, WHO 2011). 

2.7.  SINAIS CLÍNICOS DE DENGUE 

Os sintomas geralmente aparecem 4-7 dias após o período de 

incubação, após a picada de um mosquito infectado (MOI et al., 2016). O espectro 

de doenças clínicas pode variar de doença assintomática a uma ampla gama de 

síndromes com manifestações clínicas graves, alterações na permeabilidade 

microvascular endotelial e nos mecanismos tromborreguladores (SHAMIMUL et 

al., 2016). Essas condições provavelmente representam estágios 

progressivamente graves de um espectro contínuo de dengue (SWAMINATHAN; 

KHANNA, 2013).  

2.7.1. Dengue clássica- DF 

DF é uma febre auto-limitante, durando geralmente por 5-7 dias. As 

características clínicas do DF variam de acordo com a idade do doente. Os bebês 

e crianças pequenas podem ter doença febril indiferenciada com erupção 

maculopapular. As crianças mais velhas e adultos podem ter um leve quadro febril 

ou doença grave com febre alta (geralmente bifásica), dor de cabeça intensa, dor 

retro-orbitária, mialgia, artralgia, náuseas, vômitos, e petequeias. Leucopenia e 

trombocitopenia são geralmente observadas em todas as idades. Em alguns 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hasan%20S%5Bauth%5D
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casos, podem estar presentes complicações hemorrágicas como sangramento 

gengival, sangramento gastrointestinal, epistaxe, hematúria e menorragia 

(ROOPASHRI et al.,  2015; SWAMINATHAN; KHANNA, 2013;). 

2.7.2. Dengue hemorrágica- FHD 

A dengue hemorrágica (FHD) é a forma mais grave da doença e ocorre 

em até 5% dos casos de dengue (ROCHE; GOULD, 2013). Caracterizada por 

sintomas de DF juntamente com trombocitopenia, manifestações hemorrágicas e 

vazamento plasmático. Para a OMS a FHD trata-se de uma febre com duração de 

2-7 dias, ocasionalmente bifásica, com tendências hemorrágicas evidenciadas por 

pelo menos uma das seguintes situações: Um teste de torniquete positivo, 

petequeias ou púrpuras, hemorragia em mucosas, hematemese, melena, 

contagem de plaquetas ≤100 000/mm3 (WHO, 2009).  

O extravasamento de plasma é o evento fisiopatológico mais 

significativo na determinação da gravidade da FHD, também é a diferença mais 

importante entre FHD e DF. Podem ser observados sinais de insuficiência 

circulatória, tais como irritabilidade, extremidades úmidas frias, face enrugada e 

inquietação. Esta crise geralmente persiste por 24-36 horas. A fase crítica é 

geralmente atingida no final da doença febril, marcada por uma rápida diminuição 

da temperatura e frequentemente acompanhada de distúrbios circulatórios, 

incluindo vazamento plasmático, hemoconcentração e trombocitopenia 

(SWAMINATHAN; KHANNA, 2013). 

2.7.3. Dengue síndrome do choque- SCD 

SCD é definido como FHD acompanhada por um pulso instável, rápido 

e fraco, com pressão de pulso estreita (<20 mm de Hg), pele fria e úmida, dor 

abdominal intensa, vómitos persistentes e agitação. O agravamento do quadro de 

choque pode trazer danos a múltiplos órgãos, além de coagulação intravascular 

disseminada que juntos são responsáveis por uma alta taxa de mortalidade 

associada ao SCD. O paciente pode morrer dentro de 12-24 h depois de entrar 

em choque e pode se recuperar rapidamente com terapia de reposição de volume 

(GURUGAMA et al., 2010; ROCHE; GOULD, 2013; SHIVPURI et al., 2011). 



37 

 

2.8.  PREVENÇÃO E TRATAMENTO 

Atualmente não há antivirais eficazes disponíveis para o tratamento da 

dengue (PANG, 2016). Práticas clínicas atuais se baseiam principalmente na 

administração de paracetamol e fluidos isotônicos intravenosos, 

acompanhamento rigoroso da glicose e dos níveis de plaquetas no sangue (WHO 

2015). O monitoramento e a avaliação do fluxo intenso de plasma são 

vitais. Como a fisiopatologia da dengue envolve um aumento na permeabilidade 

vascular, é necessária uma rápida reposição de fluidos - no entanto, a reposição 

de fluidos em excesso pode levar a hipervolemia, edema pulmonar e dificuldade 

respiratória. Este é um aspecto a ser cuidadosamente avaliado e observado 

principalmente em pacientes idosos, devido alterações cardiovasculares, 

complacência pulmonar e alterações renais, resultando em complicações clínicas 

(BRASIL, 2013; HALSTEAD et al., 2007; WHO 2009). 

2.8.1. Controle vetorial 

A história tem mostrado que as medidas de controle vetores podem ser 

eficazes na redução de doenças virais transmitidas por artrópodes (GUBLER, 

1989; GUZMAN et al., 2006; KOURÍ  et al., 1998; SOPER, 1967).   Os métodos 

de controle vetorial envolvem abordagens de manejo ambiental, químico e 

biológico. No entanto o tratamento com inseticida e nebulização não conseguiram 

produzir a contenção esperada da doença, devido ao alto custo e eficácia limitada 

(LACROIX et al., 2012).  Uma preocupação crescente é a resistência aos 

inseticidas apresentada por alguns espécimes vetores da dengue, e os problemas 

ambientais decorrentes da utilização de produtos químicos potencialmente tóxicos 

(BISSET et al, 2011; GUPTA; BALLAN, 2014). 

Uma abordagem alternativa envolve infectar A. aegypti com a bactéria 

Wolbachia. Estudos iniciais sugerem que isto reduz o tempo de vida adulta do 

mosquito em até 50%. Insetos infectados por Wolbachia transmite-os 

transovarialmente para a próxima geração. Reduzindo assim o tempo de vida do 

mosquito, a competência viral do vetor e a eficiência de transmissão de vírus, 

uma redução significativa de A. aegypti deve ser observada. Outra característica 

importante de Wolbachia é a sua capacidade para induzir a resistência a uma 
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variedade de agentes patogénicos, incluindo DENV, nos insetos hospedeiros 

(LU et al., 2012).  

Outras estratégias que envolvem mosquitos geneticamente 

modificados também estão em desenvolvimento. A mais avançada destas, 

consiste em liberar insetos portadores de um alelo letal dominante (RIDL) e 

procura eliminar as populações de vetores, onde machos portadores do gene 

modificado tornam a sua descendência não viável. Essa construção induz 

toxicidade celular especificamente nos músculos de vôo de pupas fêmeas, 

resultando em fêmeas adultas que são incapazes de voar (Fu et al., 2010; outra 

induz letalidade na fase de larva ou pupa tardia) (PHUC et al., 2007). Ensaios de 

estirpes de mosquito RIDL foram realizados nas Ilhas Cayman, Brasil e Malásia 

pela empresa Oxitec, com redução da população de mosquitos em 95%, relatada 

no campo brasileiro (CARVALHO et al., 2015; HARRIS et al., 2011; HARRIS et 

al., 2012; LACROIX et al., 2012). 

2.8.2. Desenvolvimento de Antivirais 

Embora não esteja disponível nenhum agente terapêutico antiviral 

aprovado para tratar indivíduos que apresentem sintomas de dengue, vários 

potenciais inibidores deste vírus estão sendo estudados e podem ser 

considerados para posterior desenvolvimento (GOULD et al., 2008; LIN; CHEN, 

2016; KINNEY et al., 2005; RAY; SHI, 2006; STEIN et al., 2008; TALARICO et al., 

2005).  

Os vírus da dengue fornecem uma variedade de alvos potenciais onde 

podem agir os inibidores da infecção/replicação. O ideal seria a descoberta de 

fármacos que tivessem sítios de ações diferenciados, podendo agir em diferentes 

alvos do processo de infecção e replicação do vírus. Uma das principais 

limitações é a falta de um modelo animal adequado para simular o estado grave 

da doença, FHD e SCD, e assim poder observar a ação de antivirais nessas 

determinadas condições (LIN; CHEN, 2016). 
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2.8.3. Vacinas 

As vacinas são as principais abordagens preventivas no combate a 

doenças infecciosas. O desenvolvimento de vacinas contra o DENV está em 

curso há mais de 70 anos (SABIN; SCHLESINGER, 1945). Devido à prevalência 

simultânea de quatro sorotipos diferentes, uma vacina contra a dengue deve 

proporcionar proteção a longo prazo para infecções de sorotipos homotípicos e 

heterotípicos.   

Além da vacina Dengvaxia já licenciada em alguns países, vários 

candidatos à vacina contra a dengue estão em estudos clínicos ou sob avaliação 

pré-clínica, e várias estratégias têm sido exploradas para o desenvolvimento de 

vacina (tabela 2). Diferentes estratégias convencionais para produção de vacinas 

tais como as vacinas multivalentes atenuadas, quiméricas, de DNA e inativadas, 

vem sendo utilizadas visando à prevenção da infecção de todos os quatro 

sorotipos do dengue em seres humanos, estimulando predominantemente a 

imunidade contra os vírion do DENV ou as proteínas de envelope expostas na 

superfície viral. Contudo, as evidências atuais dos ensaios clínicos indicam que 

estas vacinas apenas possibilitam uma proteção parcial contra a infecção por 

DENV em seres humanos (KHETARPAL; KHANNA, 2016).   

Tabela 1- Atuais candidatas a vacina da Dengue em diferentes fases de ensaios clínicos 

Adaptado de KHETARPAL; KHANNA, 2016. 
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2.8.3.1. Vacinas atenuadas vivas da dengue 

As vacinas vivas atenuadas, que contêm microorganismos patogénicos 

atenuados, são capazes de produzir uma ampla gama de respostas 

imunitárias. De fato, a estratégia de vacinação da atenuação do vírus tem sido 

utilizada com sucesso no desenvolvimento de várias vacinas de flavivírus, tais 

como o vírus da encefalite japonesa SA-14-14-2 e as vacinas atenuadas do vírus 

da febre amarela 17D (YU, 2010; MONATH, 2008).  No entanto, o 

desenvolvimento de vacinas atenuadas para o DENV ainda não foi bem sucedida 

na prevenção de doenças. Vários destes candidatos à vacina estão em via de 

serem submetidas a ensaios clínicos. 

2.8.3.2. Vacinas quiméricas vivas da dengue 

A vacina Dengvaxia é uma vacina quimérica tetravalente e a primeira 

vacina licenciada no mundo para a prevenção da dengue (CONSTENLA et al., 

2016). Desenvolvida pela Sanofi Pasteur, foi concedida a autorização para a 

comercialização desta vacina em vários países (Lyon, França) (CONSTENLA et 

al., 2016; HADINEGORO et al., 2015).   

Essa vacina se mostrou geneticamente e fenotipicamente estável, em 

estudos pré-clínicos e de fase I, apresentando-se segura com viremia 

relativamente baixa (GUIRAKHOO et al., 2004; MORRISON et al., 2010). Em 

estudo de fase II na Tailândia essa vacina mostrou-se altamente eficaz contra 

sorotipos DENV3 e DENV4, com proteção modesta contra DENV1. No entanto, 

não ofereceu quase nenhuma proteção contra DENV2 (SABCHAREON et al., 

2012).  

Recentemente, dois estudos de eficácia de Fase III de grande escala 

têm sido conduzidos em áreas endêmicas da América Latina e Ásia. A eficácia da 

vacina específica para o sorotipo DENV1 foi de 50,3%, 42,3% para DENV2, 

74,0% para DENV3 e 77,7% para DENV4 em cinco países latino-americanos 

endêmicos (VILLAR et al., 2015). Na região da Ásia-Pacífico, a eficácia da vacina 

média estimada foi de 56,5%, com o seu maior impacto na prevenção de 
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sintomas clínicos relacionados com dengue grave e hospitalização (CAPEDING et 

al., 2014).  

Semelhante ao estudo de fase II na Tailândia, a eficácia específica do 

sorotipo de vacina para DENV2 não foi estatisticamente significativa 

(CAPEDING et al., 2014). Além disso, um estudo de acompanhamento recente de 

longo prazo de 35 000 crianças entre as idades de 2 e 16 anos de idade na Ásia-

Pacífico e países latino-americanos, relataram um aumento da incidência 

inexplicada de hospitalização por dengue grave entre as crianças com idade 

inferior a 9 anos (HADINEGORO et al., 2015).  

Além da vacina Dengvaxia licenciada, outra vacina tetravalente contra 

a dengue (TDV), desenvolvida pela Takeda, é uma vacina quimérica contra o 

dengue. A segurança e imunogenicidade da TDV foram demonstradas através de 

fase I em ensaios independentes nos Estados Unidos e em uma região não 

endêmica de dengue da Colômbia (OSORIO et al., 2014). Uma avaliação 

adicional do estudo clínico de fase II ainda está em processo na Ásia e na 

América Latina (SIRIVICHAYAKUL et al., 2016).  

2.8.3.3.  Vacinas inativadas contra a dengue 

Em comparação com as vacinas vivas contra a dengue, a vacina 

tetravalente inativada é mais segura e desencadeia respostas imunológicas que 

são fáceis de equilibrar contra os quatro sorotipos após a imunização. No entanto, 

o desenvolvimento de uma vacina de dengue inativada é represado por uma 

baixa imunogenicidade e pela falta de respostas imunitárias às proteínas não 

estruturadas.  

A vacina inativada purificada tetravalente com o vírus da Dengue 

(TDEN PIV) está atualmente sendo avaliada conjuntamente por Glaxo Smith Kline 

(Londres, RU) e o Instituto de Pesquisa do Exército Walter Reed (Silver Spring, 

MD, EUA). Em estudo clínico de fase I nos Estados Unidos a imunogenicidade da 

TDEN PIV foi reforçada por alguns adjuvantes para satisfazer a exigência de 

proteção a longo prazo. Avaliação da segurança e imunogenicidade da TDEN PIV 
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em adultos porto-riquenhos foi programada para começar no final de 2016 

(CLINICALTRIALS, 2014).  

2.8.3.4. Proteínas recombinantes, DNA e subunidades de vacinas contra 

dengue 

Uma vacina tetravalente com antígenos recombinantes incluindo quatro 

domínios DENV EDIII foi eficaz na neutralização dos quatros sorótipos do DENV e 

na indução de respostas imunes de memória (BLOCK et al., 2010; CHEN et al., 

2009; LENG et al., 2009). Contudo os anticorpos específicos-EDIII não constituem 

uma parte importante dos anticorpos contra dengue no soro dos pacientes e só 

contribuiu para uma pequena proporção da neutralização DENV in vitro 

(MIDGLEY et al., 2011; WILLIAMS et al., 2012).  Por isso, a eficácia desta vacina 

precisa de ser adicionalmente validada. 

A V180 é uma vacina de subunidade recombinante com base na 

proteína E desenvolvida pela Merck (Darmstadt, Alemanha). Esta vacina está 

atualmente em ensaio de fase I para testar a sua segurança e imunogenicidade 

com e sem adjuvantes (COLLER et al., 2011). Além disso, o Medical Research 

Center US Naval desenvolveu uma vacina de DNA tetravalente, que é composta 

de DNA plasmidial que codifica os  genes prM e E  dos quatro sorotipos do 

DENV, com o adjuvante Vaxfectina (BLAIR  et al., 2006; LU et al., 2003; 

RAVIPRAKASH et al., 2000, 2001).  

2.9.  DIAGNÓSTICO LABORATORIAL 

Considerando que a dengue tem um amplo espectro clínico, as 

principais doenças que fazem diagnóstico diferencial são: influenza, 

enteroviroses, doenças exantemáticas (sarampo, rubéola, parvovirose, eritema 

infeccioso, mononucleose infecciosa, exantema súbito, citomegalovirose e 

outras), hepatites virais, abscesso hepático, abdome agudo, hantavirose, 

arboviroses (febre amarela, Mayaro, Oropouche e outras), escarlatina, 

pneumonia, sepse, infecção urinária, meningococcemia, leptospirose, malária, 

salmonelose, riquetsioses, doença de Henoch-Schonlein, doença de Kawasaki, 

púrpura auto-imune, farmacodermias e alergias cutâneas (BRASIL, 2007). 
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O diagnóstico preciso e precoce da dengue é de fundamental 

importância para o manejo clínico dos pacientes, assim como para a orientação 

de ações epidemiológicas direcionadas para o controle da doença. Por se tratar 

de uma doença de sintomas genéricos, o diagnóstico de dengue com base 

apenas na síndrome clínica não é confiável, e deve ser confirmado por testes 

laboratoriais, uma vez que mais da metade dos indivíduos infectados são 

assintomáticos ou tem febre indiferenciada (SHU; HUANG, 2004).  

Várias técnicas/ferramentas de laboratório convencionais estão 

disponíveis para o diagnóstico da dengue. A confirmação da dengue pode ser 

feita através do isolamento do vírus, amplificação do genoma, bem como a 

detecção de antígenos e anticorpos através de sorologia (PARKASH; SHUEB, 

2015). 

É importante considerar o período da doença em que o paciente se 

encontra (figura 13) e através disso decidir qual o tipo mais apropriado de teste a 

ser utilizado e fazer uma correta interpretação dos resultados obtidos (KAO et al.,  

2005). Por causa da presença da febre e mal-estar, os pacientes procuram 

atenção médica dentro de dois dias após o início dos sintomas. Nesse estágio, o 

diagnóstico é possível apenas pela detecção do RNA viral ou pela presença de 

proteínas do vírus da dengue no sangue. O diagnóstico sorológico não é possível 

até passar o período febril, porque nesta fase não são detectados os anticorpos 

IgM e IgG no sangue (GUZMÁN; KOURI, 2004; HALSTEAD, 2007).  
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Figura 13- Possíveis formas de diagnóstico da doença de acordo com tempo de doença do 
paciente 

 

Nota: O dia 0 é o primeiro dia em que o paciente notou qualquer sintoma da doença. Modificado 
de KIN FAI TANG et al., 2012. 

2.9.1. Isolamento viral 

O isolamento viral é o método mais específico para a determinação do 

vírus responsável pela infecção, considerado o padrão ouro para o diagnóstico 

de infecção por dengue (KAO et al., 2005). A técnica de isolamento viral é 

realizada através da inoculação de soro de pacientes, até 5 dias após o inicio da 

febre (período da viremia), em linhagens celulares de camundongos ou de 

mosquitos (GUBLER, 1998; LANCIOTTI et al., 1992). Após o cultivo da amostra, 

é realizado um ensaio de confirmação que inclui ensaio de imunofluorescência 

ou reação em cadeia da polimerase de transcriptase reversa (RT-PCR), uma 

vez que o efeito citopático nas células infectadas é observado.  

Embora o método de isolamento do vírus proporcione alta 

especificidade, vários aspectos práticos limitam sua utilização. Em primeiro 

lugar, esta técnica é fastidiosa e requer um tempo de incubação longo (7-12 

dias) para o cultivo de vírus e confirmação (RATHAKRISHNAN et al., 2013).  
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Em segundo lugar, exige instalações de laboratório adequadas com 

pessoal bem treinado. Terceiro o baixo nível de título do vírus no soro ou de 

sangue não é adequado para realizar a cultura viral (TELES et al., 2011). Por 

fim, a janela ótima para a cultura do vírus é limitada a 0-7 dias após o início dos 

sintomas (ATIAS et al., 2009; TANG; OOI et al., 2012). Portanto, apesar de ser 

o padrão-ouro para a identificação da infecção por dengue, esta abordagem 

não é prática nos laboratórios de rotina de diagnóstico. 

2.9.2. Amplificação do Ácido Nucléico 

Detecção do DENV por amplificação de ácido nucléico utilizando 

transcrição reversa – reação em cadeia da polimerase (RT-PCR) é sugestivo de 

uma infeção aguda (KONG et al., 2006). Esse método pode ser usado para 

identificar o sorotipo específico. Esta técnica proporciona várias vantagens 

quando combinado com a tecnologia em tempo real, rápido, sensível e 

específico que permite a detecção do vírus em pequenas quantidades do soro do 

paciente durante o período de viremia. São usados oligonucleotídeos iniciadores 

específicos para os sorotipos do DENV (KONG et al., 2006; LANCIOTTI et al., 

1992; MALAVIGE et al., 2004). Todavia, o teste de RT-PCR é caro e exige 

equipamento especializado e pessoal bem treinado, assim, limitando seu uso 

em muitos países em desenvolvimento (CAVALCANTI et al., 2012; FRY et al., 

2011). 

2.9.3. Diagnóstico sorológico 

Os testes sorológicos são amplamente utilizados para a detecção de 

infecções de dengue em países com limitados recursos, pois são baratos e 

fáceis de manusear. Entretanto, a aplicabilidade dos testes sorológicos em 

áreas endêmicas de dengue deve ser avaliada. Em relação a possibilidade de 

reatividade cruzada com outros flavivírus circulantes (TRAN et al., 2006). Estes 

testes incluem ensaio de inibição da hemaglutinação (HI) e ensaio 

imunoenzimático (ELISA) para a detecção de imunoglobulina M (IgM) e 

anticorpos de imunoglobulina G (IgG).  
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2.9.3.1. Ensaio Hemaglutinação  

Este teste costumava ser muito popular e era considerado como 

padrão-ouro para o diagnóstico da dengue. O princípio deste teste baseia-se na 

capacidade da proteína do envelope de dengue em aglutinar os glóbulos 

vermelhos. Os anticorpos anti-dengue presentes nos soros infectados com 

dengue inibi essa aglutinação e a extensão dessa inibição é medida no teste de 

hemaglutinação (WHO, 2009).  O teste foi desenvolvido comercialmente em um 

kit sorológico simples, rápido, sensível e específico. Contudo, o teste foi 

substituído eventualmente por um método com base em ELISA, para a 

detecção de anticorpos IgM e IgG, específicos de dengue, devido às suas 

inúmeras limitações práticas (SHU; HUANG, 2004; SUBEDI et al., 2014,).  

2.9.3.2. Enzyme Linked Immunosorbent Assay – ELISA  

A técnica baseia-se na imobilização da reação antígeno-anticorpo em 

um suporte sólido, seguida de uma reação colorimétrica (BRUM; WEIBLEN, 

2007). Os testes de ELISA podem ser classificados em diretos, indiretos e 

sanduíche (figura 14). 

Figura 14- Os principais tipos de ELISA 

 

Nota- No ELISA direto, a placa é sensibilizada pelo antígeno e depois há a incubação com 
anticorpo marcado. ELISA indireto, os poços são revestidos com antígenos, depois incubado com 
o primeiro anticorpo que pode ser um soro-teste e em outra etapa é adicionado um segundo 
anticorpo conjugado, esse tipo de teste foi o utilizado nesse estudo. ELISA de captura, a placa é 
revestida com um anticorpo, depois adicionado o antígeno e em duas etapas distintas, primeiro é 
adicionado o anticorpo primário (ou soro teste) e depois o secundário marcado. ELISA de bloqueio 
ou competição, em que a presença de anticorpos em determinado soro é revelada pela 
competição com um anticorpo específico (mono ou policlonal) dirigido contra o antígeno. Em todos 
os tipos em seguida é adicionando o cromógeno/substrato e depois de feita a revelação segue-se 
a leitura no fotocolorímetro. Fonte: Thermo Scientific, ELISA technical guide and protocols, 2010. 
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O teste sorológico por ELISA é o principal método de diagnóstico 

utilizado para o diagnóstico da dengue, sendo considerado o método padrão 

preconizado pela Organização Mundial da Saúde e adotado pelo Ministério da 

Saúde no Brasil (BRASIL, 2005). O imunoensaio recomendado é o ELISA de 

captura de IgM. Essa abordagem em geral apresenta alta sensibilidade e 

especificidade, no entanto, as dificuldades envolvendo a técnica, como longo 

tempo na preparação das reações, longas incubações, grande dispêndio de 

antígeno/anticorpo, são fatores limitantes que destacam a necessidade da 

incorporação de uma nova tecnologia para o diagnóstico da doença (WONG et 

al., 2004). Os testes de ELISA também podem ser utilizados para determinar se a 

infecção é primária ou secundária, através da relação IgM/IgG (KUNO et al., 

1991; MIAGOSTOVICH et al., 1999; SHU; HUANG, 2004). 

No Brasil, o kit da PanBio Diagnostics® (Austrália) é utilizado nos 

laboratórios públicos de diagnóstico, e o custo das reações acaba sendo elevado 

devido às taxas de importação. Além disso, a hiperendemicidade e o grande 

número de casos de dengue reportados no país destacam a urgência no 

desenvolvimento de kits de diagnóstico nacional, sensível e específico 

(HUNSPERGER et al., 2009). 

Detecção de Anticorpo de Imunoglobulina M (IgM) 

A detecção de anticorpos IgM específicos de dengue é uma 

ferramenta de diagnóstico útil em países com recursos limitados (PEELING et 

al., 2010). Durante a infecção primária por DENV, o anticorpo IgM é o primeiro 

isotipo de imunoglobulina a aparecer enquanto o anticorpo IgG aparece após 

alguns dias do aparecimento de IgM. Em contraste, durante a infecção DENV 

secundário, anticorpos IgG é a primeira a aparecer após o início dos sintomas, 

enquanto anticorpos IgM aparecem depois de alguns dias em baixo título ou 

mesmo não detectável em alguns pacientes (ATIAS et al., 2009). Por 

conseguinte, a presença de IgG e baixos níveis de IgM durante a infecção 

secundária muitas vezes obstruem o diagnóstico preciso quando se utiliza 

ELISA direto de IgM.  
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Consequentemente, ensaios de captura de IgM de dengue (MAC-

ELISA) foram concebidos para superar a competição de ligação ao antígeno 

entre IgG e IgM e MAC-ELISA tornou-se agora um método amplamente 

utilizado para a detecção de anticorpos IgM anti-DENV (WHO, 2011). Este 

método mostra uma sensibilidade e uma especificidade de 90% e 98%, 

respectivamente, em amostras colhidas após a soroconversão (GUZMAN et al., 

2010, NUNES et al., 2011). 

O ELISA de captura de IgM- (MAC-ELISA) é um exame útil para a 

vigilância porque requer somente uma amostra de soro na maioria dos casos, 

além de ser simples e rápido (GUBLER, 1998; GUZMÁN; KOURI, 2004). Um 

recente problema no diagnóstico sorológico preciso tem sido a reação cruzada em 

regiões que convivem com outras arboviroses (DURAND, 2005).  

Detecção do anticorpo IgG 

O ELISA IgG específico para dengue é introduzido como uma 

alternativa ao ensaio de hemaglutinação. O ELISA de captura de IgG de dengue 

(GAC-ELISA) é o formato mais comumente empregado, além do método indireto 

de detecção de IgG ELISA. O ensaio ELISA de IgG utiliza antígeno viral 

polivalente semelhante ao MAC-ELISA.  O teste de avidez de IgG pode ser 

utilizado para classificar entre a infecção de dengue primária e secundária no soro 

do doente. Este teste de avidez baseia-se no princípio de que os primeiros 

anticorpos produzidos após infecção primária exibem avidez (afinidade de 

ligação) a antígeno mais baixo do que os produzidos depois (PEELING et al., 

2010; PRINCE et al., 2011; SOUZA et al., 2004).  

O ELISA de IgG oferece várias vantagens tais como rapidez, facilidade 

de realização, adequado para estudos de vigilância em grande escala 

(CORDEIRO et al., 2009).  Contudo, semelhante ao teste hemaglutinação, o 

ensaio ELISA baseado em IgG exibe a mesma reatividade cruzada larga com 

outros flavivírus circulantes. Além disso, esse método não consegue identificar o 

sorotipo infectante (PEELING et al., 2010). 
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Detecção de antígeno DENV NS1 

O NS1 de dengue circulante nos soros pode ser detectado utilizando 

de ELISA. Alguns kits fabricados por diferentes empresas estão disponíveis no 

mercado, embora a sensibilidade e a especificidade variem entre eles. Um grande 

número de estudos têm avaliado a sensibilidade e especificidade desses testes 

de ELISA NS1-DENV disponíveis comercialmente (LIMA et al., 2010, 

MUHAMMAD et al., 2016). 

A desvantagem é que tais testes não diferenciam entre os sorotipos de 

dengue, pois essa proteína é altamente conservada para todos os sorotipos. Além 

de que, os ensaios citados são mais bem-sucedidos durante a fase aguda da 

doença e há perda de sensibilidade, com o termino do período de viremia 

(BLACKSELL et al., 2012; HUNSPERGER et al., 2014). 

A importância dos testes de captura para a proteína NS1 é largamente 

reconhecida na literatura (BESSOFF et al., 2008, 2010; QUEIROZ, 2011; SHU et 

al., 2004) como uma ferramenta para diagnóstico precoce para DENV, essencial 

em condições de epidemia e ainda mais valorizada pela necessidade de um 

diagnóstico cada vez mais precoce e facilmente aplicável na rede pública de 

saúde, para reconhecimento de casos e correto manejo de pacientes. 

2.10. PRODUÇÃO DE ANTÍGENOS RECOMBINANTES  

Durante o início dos anos 70 se estabeleceu uma revolução na biologia 

molecular com o surgimento da tecnologia do DNA recombinante. Com esse novo 

avanço tornou-se possível que o DNA eucariótico fosse propagado em 

Escherichia coli (MORROW et al., 1974 e os produtos funcionais sintetizado a 

partir de genes heterólogos clonados em plasmídeos bacterianos (RATZKIN; 

CARBON, 1977; VAPNEK et al., 1977). Embora a clonagem de qualquer gene em 

qualquer vetor seja viável, a obtenção de um produto funcional a partir da sua 

expressão não é tão simples, na prática dezenas de coisas podem dar errado. O 

fraco crescimento do hospedeiro, a formação de corpos de inclusão, a inatividade 

de proteínas e até mesmo a não obtenção de qualquer proteína são alguns dos 

problemas frequentemente encontrados (ROSANO, CECCARELLI et al., 2014). 
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Para se gerar uma proteína recombinante é necessário a obtenção da 

sequência gênica (DNA) codificante para uma determinada proteína. Após a 

subclonagem do DNA em vetores de expressão e a introdução do mesmo num 

sistema de expressão, a proteína desejada é traduzida. Qualidade, 

funcionalidade, rapidez e eficiência na produção, são consideradas características 

importantes no momento de se escolher um sistema de expressão apropriado. Há 

um grande numero de sistemas heterólogos disponíveis como bactérias 

(Escherichia coli e Bacillus subtilis), leveduras (Sacharomyces cerevisiae, Pichia 

pastoris), células eucarióticas de mamíferos, aves e de insetos, transfectadas com 

vetores virais (WALSH, 1998).  

Entre os sistemas de expressão eucariotos utilizandos, as células de 

inseto transformadas via baculovírus, têm sido amplamente empregadas e 

recomendadas para a obtenção de grandes quantidades de proteínas a partir de 

células eucariotas. Esse sistema se caracteriza também por oferecer diversas 

vantagens, por exemplo, a capacidade de fazer modificações pós-traducionais, 

em relação à expressão de proteínas em células procariotas. No entanto, requer o 

cultivo ‘in vitro’ de células de inseto, sendo mais exposto à contaminação 

bacteriana e fungica e o sucesso pode depender de eventos sob os quais não se 

tem muito controle como a transfecção e a recombinação do vetor e do DNA do 

baculovírus (HOCHULI, 1992). O sistema de baculovírus provou ser muito útil 

para a produção de proteínas e glicoproteínas fosforilados (KOST, 1999) e para a 

co-expressão de proteínas que interagem. 

Porém, quando o interesse é a produção de proteínas de organismos 

eucariotos, as leveduras destacam-se como hospedeiras alternativas, por serem 

unicelulares, deterem as vantagens do sistema bacteriano no que diz respeito à 

facilidade de manipulação e cultivo em escala industrial, além de serem capazes 

de realizar modificações pós-traducionais adequadas a várias proteínas (CHEN et 

al., 2003). O sistema de expressão em levedura pode ser uma escolha acertada 

para proteínas que formam corpos de inclusão em bactérias e para a produção de 

proteínas associadas a membranas (CEREGHINO; CLEGG, 1999).  

A E. coli é o sistema de expressão de primeira escolha para a triagem 

inicial de expressão de uma proteína recombinante, porque estas células podem 
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ser facilmente manipuladas, cultivadas de forma barata, além de crescerem 

rapidamente (KHOW et al., 2012; ROSANO; CECCARELLI et al., 2014).  

Essas características fazem com que a E. coli  seja o sistema mais 

amplamente utilizado para a produção de proteínas recombinantes. Existem 

vários protocolos, um grande número de plasmídeos de expressão, e de estirpes 

modificadas que podem ser utilizadas para obter rendimentos elevados de 

proteínas (ROSANO; CECCARELLI et al., 2014). 

Apesar das numerosas vantagens, a E. coli também tem as suas 

limitações como um sistema recombinante, particularmente a incapacidade de 

realizar modificações pós-traducionais como a glicosilação, fazendo com que as 

proteínas recombinantes acumulem-se no citoplasma, ou formem agregados 

insolúveis (corpos de inclusão), devido a sobrecarga dos mecanismos celulares 

normais de processamento de proteínas (WEICKERT et al., 1996). Nos últimos 

anos, novas estirpes, vetores e marcações foram desenvolvidos com a finalidade 

de contornar essas limitações (KHOW et al.,  2012). 

2.11. TOP7 

A TOP7 é uma proteína artificial com 93-resíduos (figura 15), que não 

existe na natureza e foi projetada em 2003 por Brian Kuhlman e Gautam Dantas, 

na Universidade de Washington (KUHLMAN et al., 2003). A proteína foi concebida 

por ab initio utilizando métodos computacionais com a ajuda de algoritmos 

de predição de estrutura de proteínas. A sequência resultante não tinha 

homologia significativa com qualquer sequência de proteína conhecida. Apesar de 

possuir uma nova topologia e sequência, a TOP7 demostrou-se capaz de se 

dobrar no laboratório e verificou-se ser altamente solúvel e monomérica.  

A proteína foi expressa em E. coli, purificada e determinada a sua 

estrutura por cristalografia de raios-X revelando a estrutura predita anteriormente. 

É composta por um núcleo de folhas betas e duas alfa-hélices que foram 

chamadas de hélice A (do resíduo 24-41) e hélice B (a partir do resíduo 55-72) e 

com uma estrutura rígida desprovida de ligações de dissulfetos e glicosilações 

(KUHLMAN et al.,  2003) 

https://en.wikipedia.org/wiki/Amino_acid
https://en.wikipedia.org/wiki/University_of_Washington
https://en.wikipedia.org/wiki/Ab_initio
https://en.wikipedia.org/wiki/Protein_structure_prediction
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Figura 15- Representação da estrutura da proteína sintética TOP7 

 

Nota: Utilizada como proteína carreadora de antígenos NS1- DENV nesse trabalho. Folhas- β 
estão representadas como setas na cor vermelha, hélices- α como espirais na cor azul e regiões 
não estruturadas na cor branca. 

A proteína nativa é altamente solúvel (25-60 mg/ml) e pode ser 

produzida em níveis elevados em E. coli (~100 mg/l) (KUHLMAN et al., 2003). 

Mais importante ainda, a proteína TOP7 tem uma estabilidade notável: retém a 

sua estrutura a altas temperaturas (98°C) e tem uma energia livre de 

desdobramento de 13,2 kcal/mol a 25°C, sem atividade imunogênica (KUHLMAN 

et al., 2003; SOARES et al., 2010).  

Por essas características a TOP7 atraiu grande atenção como um 

carreador para a engenharia de proteínas (BOSCHEK et al., 2009). Em 2009 

Boschek e colaboradores projetaram computacionalmente uma TOP7 quimérica 

(TOP7 CB1) para ligar especificamente a proteína CD4 humana, inserindo uma 

sequência peptídica derivada de um anticorpo específico de CD4 na TOP7. Os 

resultados mostram que esta proteína modificada era capaz de se ligar 

especificamente CD4 e de acordo com simulações de dinâmica molecular, era 

extremamente resistente à desnaturação térmica e química (BOSCHEK et al.,  

2009; SOARES et al., 2010).  
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A TOP7 também foi utilizada para carrear epitopos de HIV. A estratégia 

era apresentar epítopos 2F5 de HIV em conformação semelhante à nativa. Para 

isso foram identificadas curtas sequencias, regiões mais susceptíveis de serem 

reconhecidas por anticorpos que foram inseridas ou substituídas em regiões da 

proteína TOP7. Para selecionar quimeras estáveis estruturalmente foi feito 

simulações de dinâmica molecular. A análise do dicroísmo circular confirmou a 

notável estabilidade estrutural do TOP7-2F5. Os candidatos promissores foram 

produzidos em bactérias e o seu potencial de diagnóstico demostrando por 

microarray líquido (VIANA et al., 2013). Os ELISA e a ressonância plasmônica de 

superfície mostraram uma afinidade superior do pnAb 2F5 por TOP7-2F5 (1,4e-

9M) em comparação com os peptídeos, já bem caracterizados, 9-mer (7,06e-8M) 

e 23-mer MPER, que é o atual padrão utilizado para diagnóstico de HIV (1,27e-

8M) (VIANA et al., 2016). 

Seguindo a mesma estratégia a mesma estratégia de Viana e 

colaboradores 2013 o presente trabalho com o intuito de expor regiões 

imunogênicas da proteína NS1 propôs se utilizar a engenharia de proteínas para 

o planejamento de proteínas quiméricas com potencias vacinais e/ou de 

diagnóstico de dengue. Através da estratégia de “epitope-scaffolding”, onde 

elementos estruturais da NS1 foram transplantados para uma proteína aceptora 

mais robusta (TOP7), conhecida como scaffold. Foram selecionadas regiões 

hidrofílicas da NS1 exposta ao solvente, potencialmente mais imunogênica. Essas 

proteínas foram avaliadas quanto a estabilidade energética e estrutural por de 

novo design e dinâmica molecular.  

O departamento de Virologia da Fiocruz Pernambuco integra o projeto 

“Instituto Nacional de Inovação em Diagnósticos para a Rede Pública”, que tem 

como finalidade desenvolver plataformas de diagnóstico e nacionalizar insumos e 

sistemas de diagnóstico relevantes para a saúde pública brasileira. O presente 

projeto encontra-se alinhado a este objetivo e seus resultados podem contribuir 

na elaboração de moléculas alternativas de interesse em diagnóstico e ou vacinal 

para dengue, a um custo reduzido e com maior eficiência de produção quando 

comparado aos insumos atualmente utilizados pelo SUS. Assim nesse trabalho foi 

realizada a otimização de sequencias codificantes das proteínas quiméricas 
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produzidas por métodos computacionais NS1/DENV-TOP7, levando em 

consideração as sequencias dos epítopos da NS1 de isolados do Brasil. Os 

antígenos foram produzidos em sistema bacteriano e avaliados quanto ao seu 

potencial imunogênico por ELISA. A produção e validação imunológica são os 

principais objetivos desse trabalho, visando a produção de moléculas 

imunorreativas do vírus da dengue com potencial de diagnostico e ou vacinal. 
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3. OBJETIVOS 

3.1.  OBJETIVO GERAL 

Avaliar a antigenicidade de proteínas quiméricas, contendo epítopos de 

NS1 do vírus da dengue, que foram desenhadas por técnicas computacionais. 

3.2.  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

a) Otimizar as sequências correspondentes as proteínas quiméricas 

virais, para a expressão em sistemas bacterianos; 

b) Construir vetores procarióticos de expressão, codificando os genes 

sintéticos, com a finalidade de produzir as quimeras na forma de proteínas de 

fusão com cauda de histidina; 

c) Produzir as quimeras em bactérias e purifica-las através de 

cromatografia de afinidade; 

d) Avaliar a imunogenicidade das quimeras através de ELISA, 

utilizando painéis sorológicos de referência; 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1.  OBTENÇÃO DE PROTEÍNAS QUIMÉRICAS POR MÉTODOS 

COMPUTACIONAIS 

Através de métodos computacionais, incluindo simulação de dinâmica 

molecular e de novo design, um protocolo global de engenharia de proteínas foi 

elaborado em parceria com o grupo de Modelagem de Biomateriais - 

FIOCRUZ/UFPE (figura 16). O protocolo consistiu na seleção de sequências 

curtas (8 a 13 aminoácidos de comprimento) da proteína NS1 do vírus da dengue. 

Essas possíveis sequências antigênicas foram inseridas na TOP7 (“scaffold”). As 

quimeras que se apresentaram energeticamente e estruturalmente mais estáveis 

foram selecionadas para terem os seus genes sintetizados, expressas e depois 

feito à caracterização imunogênica por meio de ELISA indireto. Toda a parte 

computacional foi executada pelo aluno de doutorado Danilo Coelho do programa 

de pós-graduação em Química da UFPE. 

Figura 16- protocolo de engenharia de proteínas 

 

Nota: A metodologia de produção das quimeras conta com uma parte em silico onde se fez o 
desenho racional das mesmas, por meio de ferramentas computacionais com a finalidade de 
construir quimeras com estabilidade térmica e estrutural, apresentando de forma adequada os 
antígenos semelhantes à proteína viral nativa. Elaborada toda parte computacional os antígenos 
passaram a ser validados por ELISA indireto.  
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4.1.1 Seleção das Sequências da NS1  

Para as construções quimeras NS1/DENV-TOP7, regiões hidrofílicas 

foram selecionadas a partir da sequência primária de aminoácidos da NS1 DENV-

1, que por tendência estão mais expostas ao solvente e assim passíveis de serem 

reconhecidas por anticorpos anti-NS1. Para a identificação dessas sequências foi 

utilizado à análise de hidropatia de Kyte-Doolitle (JOHNSON et al., 2014; KYTE; 

DOOLITLE, 1982).   

4.2.  OTIMIZAÇÃO DOS GENES PARA EXPRESSÃO EM SISTEMA 

BACTERIANO 

Os genes correspondentes às proteínas quiméricas, selecionadas ao 

final das análises computacionais, foram otimizados e sintetizadas 

comercialmente pela GenScript para expressão em E. coli da linhagem BL21 Star 

(DE3) (Invitrogen). Foram otimizadas algumas características de interesse, como 

codon usage; estrutura secundária do RNA mensageiro (RNAm); motivos 

repetitivos de DNA, distribuição do conteúdo de guanina (G) e citosina (C); sítios 

crípticos de splicing, sequências longas repetitivas de DNA, presença/ausência de 

sítios específicos de restrição, objetivou permitir um aumento significativo nos 

níveis de expressão das proteínas virais em células procarióticas, além de permitir 

as estratégias de clonagem previamente estabelecidas. 

As sequências otimizadas foram fusionadas a dois sítios múltiplos de 

clonagem: 5’ (Nco I e Nhe I) e 3’ (Xho I e Hind III), que permitem a clonagem do 

gene de interesse, em diferentes vetores de expressão, através de estratégias de 

subclonagem. Desta maneira as sequências dos genes foram otimizados, 

flanqueadas pelos sítios múltiplos de clonagem e enviadas para o laboratório 

clonadas no vetor pUC57-Simple (GenScript), em seguida subclonadas no vetor 

de expressão pRSETA (Invitrogen).  

4.3.  PREPARAÇÃO DO VETOR DE EXPRESSÃO PRSETA (INVITROGEN) 

4.3.1. Preparação de células competentes 

Bactérias E. coli, linhagens NEB5α (utilizadas para clonagem gênica) e 

BL21 Star (DE3) (utilizadas para expressão proteica), ambas obtidas através da 
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companhia Invitrogen, foram tornadas quimicamente competentes para a 

recepção de DNA plasmidial através de tratamento a base de cátions bivalentes 

(cálcio, Ca++ e magnésio, Mg++). Uma colônia de cada linhagem celular foi 

inoculada em cinco mililitros (ml) de meio Luria Bertani (LB) (1% triptona, 0,5% 

extrato de levedura, 1% NaCl), e submetida a crescimento a 37 graus celsius (°C), 

225 rotações por minutos (rpm), durante 18 horas (h). Após esse período, dois e 

meio ml dessa cultura foram inoculados em 250 ml de meio LB, e submetidos à 

agitação de 225rpm, 37°C, até a cultura atingir uma densidade óptica (DO) entre 

0,5 e 0,6 (aproximadamente 2x108 células/ml) no comprimento de onda de 600 

nm. 

As células foram resfriadas em gelo durante uma hora, e transferidas 

para tubos de polipropileno gelados para serem centrifugadas a 4°C, 5500 rpm, 

por cinco minutos. As células foram mantidas a temperatura de aproximadamente 

4°C em todos os passos subsequentes. O sobrenadante foi removido, e as 

células foram totalmente ressuspensas em 30 ml de solução 100 milimolar (mM) 

de cloreto de cálcio (CaCl2) gelada. Após 30 minutos de incubação no gelo e nova 

centrifugação a 4°C, 5000 rpm por sete minutos, as células foram ressuspensas 

em cinco ml de solução 100 mM CaCl2 gelada, acrescida de 15% glicerol, 

aliquotadas e armazenadas a -80°C. A eficiência de transformação das células foi 

verificada através da contagem do número de transformantes obtidos com 1 μg de 

plasmídeo de DNA supercoiled pUC19 (Sigma-Aldrich). 

4.3.2. Preparação do vetor de expressão pRSETA (Invitrogen) 

O vetor pRSETA, um vetor pUC-derivado, (figura 17), foi o utilizado 

neste trabalho. Os insertos de DNA foram posicionados logo após, e em fase, 

com uma sequência que codifica um peptídeo de fusão N-terminal, que, entre 

outros elementos, possui uma região com seis histidinas (His) que, na proteína 

traduzida, funcionará como domínio de ligação ao metal níquel, permitindo 

simples purificação de proteínas recombinantes por cromatografia de afinidade. A 

expressão do gene de interesse é controlada pela ação do promotor T7, 

reconhecido especificamente pela T7 RNA polimerase, através da ação do indutor 

de expressão isopropil β-D-tiogalactosídeo (IPTG). 
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Figura 17- O vetor pRSETA 

 

Nota: possui o forte promotor T7, o sítio de ligação ao ribossomo (Ribosome Binding Site – RBS) e 
o códon de iniciação da expressão adenina-timina-guanina (ATG). Tem um total de 2897 
nucleotídeos, contendo um gene que confere resistência a ampicilina (AMP, marcador de 
seleção). As seis His da porção N-terminal permitem a purificação da proteína de fusão em 
cromatografia de afinidade com resinas com íons metálicos, como o níquel, além de favorecer a 
detecção da proteína com o uso de anticorpos anti-His. Fonte: INVITROGEN, 2016. 

Uma alíquota de 50 μl de células competentes NEB5α, com eficiência 

de 2,5x105 colônias por μg de DNA foi transformada por choque térmico e 1 μg do 

vetor pRSETA (no gelo por 30 min, depois 4 min. a 42ºC). Em seguida as 

bactérias foram semeadas em placa de meio LB sólido suplementado com 

ampicilina (LB/AMP) na concentração de 100 μg/μl. Clones isolados foram 

selecionados de cada placa para a extração de DNA plasmidial, em média escala, 

utilizando o kit QIAprep Spin Midiprep (Qiagen), de acordo com as 

recomendações do fabricante. 

Após a extração e quantificação através de nanofotômetro (Implen), o 

plasmídeo purificado obtido foi submetido à clivagem com a enzima Nhe I (New 

England Biolabs), em uma reação com volume final de 50 μl contendo: 1x tampão 

de clivagem, 5 μg do vetor e 5 unidades (U) da enzima. A clivagem foi realizada a 

37 °C, durante 6 h, e os produtos da clivagem foram visualizados em gel 1% 

agarose corado com brometo de etídio. Em seguida foi realizado uma segunda 

clivagem, e para isso foram adicionados 1x tampão de clivagem e 5 U da enzima 

Nco I (New England Biolabs), seguido por incubação a 37 °C por 6 h. Para 
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confirmar a clivagem do vetor, os fragmentos obtidos foram fracionados junto ao 

DNA intacto (não linearizado) para comparação relativa de peso molecular em gel 

1% agarose corado com brometo de etídio. O vetor linearizado foi, em seguida, 

purificado utilizando o kit comercial QIAEX II Gel Extraction Kit (Qiagen), de 

acordo com as recomendações do fabricante, e quantificado por 

espectrofotometria. 

4.4.  PREPARAÇÃO DOS VETORES CONTENDO OS GENES OTIMIZADOS 

As sequências gênicas otimizadas das proteínas das quimeras foram 

sintetizadas comercialmente e enviadas ao laboratório em plasmídeos pUC57-

Simple (GenScript). Esses plasmídeos foram utilizados para transformar bactérias 

NEB5α quimicamente competentes por choque térmico (no gelo por 30 min, 

depois 4 min. a 42ºC). As reações de transformação continham 50 μL de células 

competentes e 1 μg do DNA pUC57-Simple (GenScript). Clones isolados foram 

selecionados de cada uma das construções e foram realizadas extrações de DNA 

plasmidial em pequena escala, utilizando o kit QIAprep Miniprep (Qiagen), de 

acordo com as recomendações do fabricante. Provas de clivagem enzimática dos 

genes foram realizadas para confirmar a identidade dos clones. As reações de 

digestão foram realizadas com as enzimas Nhe I e Hind III (Biolabs Inc.), com 

volume final de 50 μL cada, contendo: 1X tampão de digestão, 8 μg de cada vetor 

e 8 U de cada enzima. As digestões foram realizadas a 37 °C, durante 4 horas. 

Os produtos das digestões foram fracionados em gel de agarose 1% corado com 

brometo de etídio e a identidade de cada sequência foi analisada através do 

padrão de bandas gerado. Os fragmentos relativos a cada gene otimizado foram 

extraídos do gel e purificados utilizando o kit comercial GMXTM PCR DNA and 

Gel Band Purification kit (GE Healthcare), de acordo com as recomendações do 

fabricante, e quantificados por espectrofotometria. 

4.5.  SUBCLONAGEM DOS GENES OTIMIZADOS NO VETOR PRSETA DE 

EXPRESSÃO BACTERIANA 

Os genes sintéticos purificados foram subclonados no vetor pRSETA, 

utilizando o cassete de clonagem inserido na síntese comercial dos genes e sítios 

enzimáticos preexistentes no vetor. As reações de ligação entre o vetor e cada 
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um dos genes otimizados, previamente purificados, foram realizadas utilizando 

duas quantidades diferentes dos fragmentos referentes aos genes sintéticos (1 e 

5 μl), mantendo uma concentração definida do vetor (100 ng/reação). O volume 

final da reação foi de 10 μl em ambos os casos: 1 μl de 10x tampão de ligação, 

100 ng do vetor linearizado, 0.4 U de T4 DNA Ligase (New England Biolabs) e 

água deonizada em quantidade suficiente para o volume final de 10 μl. Reações 

contendo apenas o vetor linearizado, ou seja, sem os fragmentos sintéticos, foram 

utilizadas como controles negativos da ligação. As reações foram incubadas a 

16°C, durante 20 h, e em seguida utilizadas para a transformação de células 

competentes NEB5α.  

As bactérias transformadas foram semeadas em placa com meio sólido 

LB/AMP e incubadas a 37 °C, durante aproximadamente 16 horas. Após esse 

período, colônias isoladas de cada clone construído foram selecionadas e 

submetidas à propagação do número de células e extração do DNA plasmidial, 

utilizando o kit comercial QIAprep Miniprep (Qiagen). A confirmação das 

subclonagens dos genes otimizados no vetor pRSETA foram realizadas através 

de provas de clivagem externas, utilizando as enzimas Nhe I e Nco I (New 

England Biolabs) e internas (específicas para cada gene). Os fragmentos gênicos 

obtidos foram fracionados em gel 1% agarose e corados com brometo de etídio. 

Desta forma a confirmação das subclonagens foram realizadas através de provas 

de clivagem com enzimas de restrição e sequenciamento. 

4.6.  EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DAS PROTEÍNAS EXPRESSAS 

Os plasmídeos contendo os genes de interesse foram utilizados para 

transformar bactérias, quimicamente competentes, da linhagem E. coli BL21 Star 

(Invitrogen). Após transformação foram crescidas em meio LB/AMP, para a 

seleção das células contendo o plasmídeo pRSETA. As células foram submetidas 

a ensaios de expressão em pequena escala, para avaliar as melhores condições 

de obtenção das proteínas quiméricas, as colônias isoladas de cada construção 

foram inoculadas em 3 ml de meio LB/AMP e incubadas a 37 °C, 225 rpm, 

durante 16 h. Este pré-inóculo foi utilizado para o crescimento em 20 ml de meio 

LB/AMP, a 37 °C, 225 rpm, até que a cultura atingisse uma OD 600nm de 

aproximadamente 0.7. Após esse ponto, a expressão das proteínas 



62 

 

recombinantes foi induzida com 0,1 mM, 0,5 mM e 1 mM de IPTG, durante 4 h a 

25°C, 30°C e 37°C. O sedimento celular foi coletado por centrifugação a 4°C, 

8.000 rpm, por 20 minutos, e ressuspensos em Tampão A [50 mM fosfato de 

sódio (NaH2PO4), 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 8.0]. As células foram 

lisadas através de ultra-sonicação, com seis pulsos de 30 seg, intercalados com 

um minuto de repouso, e amplitude máxima das ondas ultra-sônicas de 40 kHz. 

Em seguida, a cada lisado celular foi adicionado 0,01% de Triton-X 100. Os 

extratos bacterianos foram então homogeneizados e centrifugados a 4°C, 10000 

rpm, por 10 minutos. O sobrenadante obtido após centrifugação, contendo o 

extrato protéico total solúvel em tampão A, foi coletado e armazenado. Os debris 

celulares, contendo a fração proteica insolúvel em tampão A, foram ressuspensos 

em 2x tampão de amostra para eletroforese (2x Laemmli). Tanto a fração solúvel 

quanto a insolúvel foram checadas em gel de SDS-PAGE (15%), a fim de 

determinar em qual delas encontra-se a proteína expressa e estabelecer a 

estratégia de purificação. 

Após a otimização, as proteínas foram expressas em larga escala as 

expressões em larga escala foram realizadas a temperatura de 37°C e 

concentração de 0,5 mM de IPTG, em 500 mL de meio LB contendo 100 mg/mL 

de ampicilina. Apos às 4 h de expressão, os meios foram centrifugados a 10.000 

rpm/ 4°C por 10min. Os sedimentos foram ressuspensos em 20 mL de tampão de 

lise contendo: 50 mM de Tris-HCl, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM e pH 8.0. Os 

centrifugados bacterianos foram sonicados, usando seis pulsos de 30s cada, com 

intervalo de 60s entre os pulsos. Os lisados foram então centrifugados a 10.000 

rpm/4°C por 10 min, adicionados de 100 μL de Triton-X 100. Os sobrenadantes ou 

extratos protéicos foram recuperados. 

4.7.  PURIFICAÇÃO PROTÉICA POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE 

A purificação dos antígenos fusionados à cauda de histidina foi 

realizada através de cromatografia de afinidade em resina de níquel ativada Ni-

NTA (Qiagen). As proteínas foram purificadas por cromatografia de afinidade. Os 

extratos protéicos foram incubados por 1h/4°C sob agitação orbital com uma 

resina de níquel (Ni-NTA Qiagen), previamente equilibrada com tampão de 

equilíbrio (50 mM Tris-HCl pH 8.0, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM). Após 
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incubação, os sobrenadantes foram removidos e as resinas contendo as 

proteínas foram lavadas 3x com o tampão (50 mM Tris-HCl pH 8.0, NaCl 300 mM, 

imidazole 50 mM). Para eluir as proteínas, as resinas foram incubadas com 

tampão (50 mM Tris-HCl pH 8.0, NaCl 300 mM, imidazol 0.5 M), sob agitação 

orbital por 30 min a 4 ºC e posteriormente centrifugadas a 5.000 rpm/ 4 ºC por 2 

min. O sobrenadante ou eluato, contendo as proteínas, foram recuperados. A 

etapa de eluição foi repetida duas vezes em cada purificação.  

A quantificação das quimeras expressas foram realizadas através de 

ensaios de densitometria, utilizando-se como padrão uma curva de Albumina 

Sérica Bovina – BSA com concentrações previamente estabelecidas. As 

quantificações foram realizadas através do programa Kodak Digital Science 1D 

Image Analysis (Kodak). 

4.8.  ENSAIO DE IMMUNOBLOT 

Após purificação, as proteínas quimeras foram ressuspendidas em 

tampão 2x Laemmli desnaturante, fracionadas em gel SDS-PAGE (15%) e 

transferidas para membrana de nitrocelulose. Após o bloqueio das membranas 

em solução 1x PBS-5% leite, as mesmas foram incubadas com os anticorpos anti-

histidina tetravalentes na diluição de 1:500 em solução 1x PBS-1% leite, durante 

aproximadamente 16 horas, sob agitação. Em seguida, as membranas foram 

incubadas com o anticorpo secundário conjugado à peroxidase na diluição de 

1:10.000 (JacksonImmunoResearch), durante uma hora sob agitação. As 

membranas foram lavadas três vezes com 1x PBS-0.05% Tween 20, pH 7.4, e a 

revelação foi realizada através de quimioluminescência, de acordo com as 

recomendações do fabricante. 

4.9.  AVALIAÇÃO DA ANTIGENICIDADE DAS PROTEÍNAS QUIMÉRICAS 

DENV NS1 

4.9.1. ELISA de captura para a proteína DENV NS1 

Os ELISA foram realizados com a finalidade de avaliar se as proteínas 

contendo os epítopos são capazes de ser reconhecidas por anticorpos anti-NS1 

de pacientes infectados com DENV da coorte de pacientes do LAVITE. As placas 
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de ELISA (96 well Flat bottom/Half area - Corning Incorporated) foram inicialmente 

adsorvidas com 2μg/poço e depois de vários ensaios de otimização utilizado 

1μg/ml das proteínas quiméricas. As quimeras foram diluídas em solução 0.1 M 

de carbonato-bicarbonato de sódio pH 9.6 e incubadas por 16h/4°C. Os poços 

foram lavados com tampão (0.01% Tween-20 em 1X PBS) três vezes e em 

seguida a placa foi bloqueada com leite 5% em 1X PBS durante 1h/37ºC. Como 

controle positivo foi utilizado um pool de amostras sorológicas de pacientes DENV 

positivos, diluído em proporção 1:500 e depois se otimizando para 1:50 em 

tampão de ensaio (leite 1% em 1X PBS) e incubado nos poços durante 1h/37°C. 

Após lavar com tampão de lavagem, o mAb anti-IgG humano conjugado à 

peroxidase foi diluído à 1:15.000 e 1:10.000 (concetração otimizada) em tampão 

de ensaio e incubado nas placas por 1h/37°C. Como controle negativo do ensaio 

foi utilizado: um controle negativo para NS1 de flavivírus de um kit comercial 

diluído 1:500 e em ensaios otimizados o controle negativo, um pool de paciente 

negativos para dengue diluído 1:50. A proteína TOP 7 (scaffold) original foram 

utilizadas, nas mesmas condições das proteínas quimeras, como controle de 

antígenos e assim verificar a ocorrência de ligações inespecíficas do soros 

positivos e negativos (anticorpos primários). As absorbâncias resultantes foram 

medidas utilizando o leitor de ELISA Benchmark Plus Microplate 

Spectrophotometer System (Bio-Rad) à 450 nm. 

4.10. COORTE SOROLÓGICA  

A coorte sorológica utilizada neste trabalho está descrita em detalhes 

no trabalho de Melo e outros (2011). De setembro de 2005 a março de 2007, 238 

indivíduos que foram vacinados pela primeira vez contra o vírus da febre amarela 

utilizando a cepa YFV-17DD foram matriculados nesta coorte na cidade de Recife, 

Brasil. Todos os indivíduos participantes eram saudáveis e possuíam mais de 10 

anos de idade, e estavam sendo imunizados pela primeira vez com a vacina YFV-

17DD (Bio-Manguinhos, Fundação Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil). Para 

cada indivíduo, as primeiras três amostras de soro colhidas foram testadas por 

imunoensaio enzimático para detecção de IgM (MAC-ELISA) e IgG (GAC-ELISA) 

e por um ELISA indireto para determinar os níveis de IgM e IgG contra o vírus da 

febre amarela, antes e após a imunização. Além disso, todas as amostras de soro 
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recolhidas foram testadas para anticorpos anti-DENV IgG para estudar a 

reatividade cruzada com YFV. Dessa forma, para as amostras desta coorte temos 

os valores detectados para anticorpos contra ambos os vírus DENV e febre 

amarela. 

4.11. CONSIDERAÇÕES ÉTICAS  

Os painéis sorológicos contendo amostras comprovadamente positivas 

e negativas para dengue, além de amostras de pacientes vacinados contra febre 

amarela - IgG positivos para febre amarela, um flavivírus estritamente relacionado 

com o vírus da dengue, foram obtidos a partir da coorte de amostras humanas 

disponível no LaViTE do CPqAM/FIOCRUZ (MELO et al., 2011). A utilização 

dessas amostras em nossos ensaios foi viabilizada pela aprovação no Comitê 

Nacional de Ética em Pesquisas com Seres Humanos (CONEP, Conselho 

Nacional de Saúde, Ministério da Saúde, Brasil, registro n° 12138). Todos os 

dados foram tratados de forma confidencial e anônima. 

  O presente trabalho foi apreciado e aprovado pela Comissão 

Técnica Nacional de Biossegurança-CTNBio através do parecer de número 

4881/2015. 
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5. RESULTADOS 

5.1.  SELEÇÃO DAS SEQUENCIAS DA NS1 E OBTENÇÃO DE PROTEÍNAS 

QUIMÉRICAS POR MÉTODOS COMPUTACIONAIS.  

Através do gráfico de hidropatia de Kyte-Doolittle para a para a região 

178-352 da NS1 DENV-1 foram selecionados 6 picos negativos (alta solubilidade) 

correspondentes às sequências da Tabela 3.  

Tabela 2- Sequências selecionadas a partir do gráfico de hidropatia. 

 

Destaque em vermelho para a sequência do epítopo utilizada na construção das quimeras nesse 
trabalho 

As sequências dos epítopos na tabela 1 foram inseridas sem alterar a 

estabilidade das regiões escolhidas na TOP7 (scaffold). No entanto apenas foram 

consideradas as quimeras estáveis, tanto em termos de energia quanto de 

estrutura. 
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Tabela 3- Seleção de proteínas construídas usando a TOP7 (scaffold) 

 
                                  a Foram utilizados apenas os resíduos 230-238 
                                  b Foram utilizados apenas os resíduos 232-240 
                      * Unidade Rosetta score 

                       Destaque em vermelho para a proteína quimérica alvo desse estudo 

Dentre as quimeras analisadas que se mostraram estáveis quando 

comparadas à TOP7 original, está 2S20-230_TOP7, utilizada nesse estudo 

(figura 18). 
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Figura 18- Representação das estruturas 2S20-30_TOP7 

 

Nota: Folhas- β estão representadas como setas na cor vermelha, hélices- α como espirais na cor 
azul e regiões não estruturadas na cor branca. As regiões correspondentes aos epítopos estão 
destacadas em amarelo. 

O DNA da quimera foi sintetizado comercialmente para a expressão e 

avaliação imunológica. Porém, devido às diferenças entre os sorotipos (tabela 3), 

foram obtidas sequências de DNA para cada sorotipo (Tabela 4). 

Tabela 4- Região conservada 222-232 da NS1 em cada sorotipo. 

 

As sequências de DNA codificantes das proteínas (Tabela 4) foram 

otimizadas para expressão em E. Coli e clonadas em um vetor comercial (PUC57, 

GenScript®). Estas sequências foram então subclonadas no vetor de expressão 

pRSET A.  
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Tabela 5- Sequências de aminoácidos das proteínas expressas em sistema procarioto 

 

5.2.  SUBCLONAGEM DOS GENES OTIMIZADOS EM VETOR DE 

EXPRESSÃO BACTERIANO 

Bactérias E. coli NEB5α quimicamente competentes foram 

transformadas com o vetor pRSETA vazio, e três clones foram selecionados da 

placa para a preparação de DNA plasmidial. Os plasmídeos obtidos foram 

submetidos à clivagem sequencial com as enzimas Nhe I e Nco I, e migradas em 

gel 1% agarose (figura 19). O fragmento vetorial linearizado foi purificado e 

quantificado por espectrofotometria. 
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Figura 19- Linearização do vetor pRSETA 

 

Nota: O Vetor pRSETA, tem aproximadamente 2.900 pb e foi submetido à clivagem enzimática 
sequencial com as enzimas Nhe I e Nco I, visando a sua linearização e preparação para clonagem 
do gene de interesse. O produto da clivagem foi excisado de gel de 1% agarose corado com 
brometo de etídio, purificado e quantificado por espectrofotometria (5 μg/μL). O padrão de peso 
molecular – M utilizado foi o GeneRuler Express (Fermentas). 

As sequências otimizadas e sintetizadas comercialmente pela 

GenScript foram recebidas clonadas no vetor comercial pUC57, um vetor comum 

de clonagem com 2710 pares de bases (pb). Para confirmação da identidade dos 

genes, os vetores recebidos foram utilizados para transformar E. coli NEB5α e 

extrações plasmidiais foram preparadas em média escala. Para todos os genes, 

os fragmentos purificados foram enzimaticamente inseridos em fase de leitura no 

vetor de expressão bacteriano pRSETA. As reações de ligação foram utilizadas 

para transformar bactérias competentes E. coli NEB5α, e foram preparadas 

extrações plasmidiais das novas construções. O DNA extraído foi 

enzimaticamente clivado para conferir a identidade dos genes de interesse, 

através de migração eletroforética em gel 1% agarose (figura 20). Todos os 

clones liberaram fragmentos de tamanho esperado, confirmando o sucesso das 

estratégias de subclonagem. 
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Figura 20- Corrida eletroforética de produtos da digestão do DNA dos Clones selecionados para 
verificação da clonagem. 

 

1- vetor pRSETA não digerido; 2 e 3- vetor pRSETA.digerido com as enzimas Ncol e Nhel; 4- 
construção não digerida;5 e 6- A digestão dos clones com as enzimas Ncol e Nhel apresentou as 
bandas com tamanho 2802 e 307 pb, correspondente ao vetor e o inserto. M– Marcador de peso 
molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen®). gel de 1% agarose corado com brometo de etídio. 

5.3.  EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DAS PROTEÍNAS EXPRESSAS 

Os plasmídeos comprovadamente ligados aos genes de interesse 

foram utilizados para transformar bactérias, quimicamente competentes, da 

linhagem E. coli BL21 Star (Invitrogen). Inicialmente foram feitos testes para saber 

as melhores condições de indução, a cultura de E. coli Bl21 star positiva, 

contendo os genes heterólogos, foram induzidas com diferentes concentrações de 

IPTG (0,1, 0,5, e 1 mM) e temperatura (25ºC, 30ºC e 37ºC) bandas com massa 

molecular de aproximadamente 13 kDa (corresponde ao tamanho da proteína de 

interesse) foram visualizadas em gel de SDS-PAGE 15%, fortemente expressas 

em todas as condições (Figura 21-A). As proteínas recombinantes se mostraram 

altamente solúveis durante os testes de solubilidade, realizados para determinar 

se as proteínas estavam sendo expressas na sua forma solúvel ou em forma de 

corpúsculos de inclusão.  

Uma vez confirmada a expressão em pequena escala, as bactérias 

transformadas foram novamente inoculadas em meio de crescimento para 

indução em larga escala e purificação. Após a indução, as culturas foram 

ressuspendidas em tampão de coluna e sonicadas (para a liberação das 

proteínas citoplasmáticas), e o sobrenadante (contendo o extrato protéico total) foi 
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aplicado em resina de níquel. Após sucessivas lavagens com tampão A, as 

proteínas recombinantes foram eluídas com tampão B. Foram coletadas amostras 

dos passos da purificação e submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida 

15% e visualizadas por coloração com Azul de Coomassie. Todas as proteínas 

foram expressas e purificadas com sucesso. As proteínas foram quantificadas 

através de comparação com uma curva de BSA de diluição padrão, em ensaios 

densitometria. No entanto o processo de purificação não foi totalmente eficiente 

para impedir a presença de uma proteína contaminante de E.coli, visualizada em 

todas as amostras da proteína de interesse (figura 21-B). Feito um ensaio de 

expressão com E.coli não transformada (vetor vazio) e depois seguindo o mesmo 

processo de purificação a contaminante continuou presente, mostrando ser uma 

proteína da própria bactéria (figura 21-B). 

Figura 21- (A) Teste de condições de expressão em pequena escala, (B) Expressão em larga 
escala e purificação, (C) Imunoblot com anticorpo anti-histidina 

 

Nota: D1/D2/D3/D4 (2S20-230_TOP7_D1/2S20-230_TOP7_D2/2S20-230_TOP7_D3/ 2S20-
230_TOP7_D4/- as quatro quimeras com epítopos NS1/TOP7, TOP7- proteína carreadora nativa e 
que foi usada como controle nos ElISA, BSA-curva de BSA para comparação do rendimento 
proteico. Gel SDS-PAGE 15% corado com azul comassie. Bandas na altura 13kDa 
correspondendo a proteína de interesse.   
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5.4.  ELISA DE CAPTURA PARA A PROTEÍNA DENV NS1-TOP7 

Foram testadas todas as proteínas quiméricas além da própria TOP7. 

O gráfico (figura 22) foi construído no programa Graph Pad Prism, o eixo y 

representa os valores médios de densidade óptica de 450nm para todos 

antígenos quantificados e amostras separadas no eixo x por cores referente a 

identificação dos antígenos distribuídos nas diferente condições que foram 

submetidos (Blank (branco do ensaio), Controle negativo (CN), Controle Positivo 

(CP). Todas as quimeras testadas aparentemente foram reconhecidas quando 

submetidas ao controle positivo e baixo reconhecimento ao controle negativo. A 

TOP7 apresentou um pequeno background ao ser submetido ao controle positivo, 

(trata-se de ligações inespecíficas vistas também no trabalho de Viana et al.,  

2013), e todo esse sinal foi utilizado para realizar o cut off  da quantificação obtida 

pelas quimeras. 

Figura 22- Caracterização antigênica das quimeras NS1-TOP7 por ELISA de indireto 

 

D1 (222-232 _NS1_TOP7_D1), D2 (222-232 _NS1_TOP7_D2), D3 (222-232 _NS1_TOP7_D3), 
D4 (222-232 _NS1_TOP7_D4), TOP7- proteína carreadora onde os epítopos foram inseridos. A 
placa foi sensibilizada com 2 μg/poço dos antígenos. CN (laranja)- controle negativo da reação, os 
antígenos foram submetidos a um soro de kit de diagnostico negativo para flavivívírus (diluição 
1:500). CP (azul)- controle positivo da reação, os antígenos foram submetidos a soros de 
pacientes positivos para dengue da coorte do LaVITE (diluição 1:500). Anticorpo secundário (anti-
IgG humano- 1: 15000). A linha pontilhada indica o cut-off (média do controle negativo mais 3 
vezes o desvio padrão) abaixo do qual foi considerado sem reconhecimento. 
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Neste outro teste foram modificadas algumas condições com a 

finalidade de otimizar o sinal de reconhecimento das quimeras, assim como 

diminuir as ligações inespecíficas apresentada no teste anterior. O gráfico (figura 

23) foi construído no programa Graph Pad Prism, o eixo y representa os valores 

médios de densidade óptica de 450nm para todos antígenos quantificados e 

amostras separadas  no eixo x a identificação dos antígenos avaliados. Todas as 

quimeras testadas aparentemente foram reconhecidas quando submetidas ao 

controle positivo e baixo reconhecimento ao controle negativo. A TOP7 

apresentou um pequeno background ao ser submetido ao controle positivo (trata-

se de ligações inespecíficas vistas também no trabalho de Viana et al.,  2013), e 

todo esse sinal foi utilizado para realizar o cut off  da quantificação obtida pelas 

quimeras. 

Figura 23- Caracterização antigênica das quimeras NS1-TOP7 por ELISA de indireto 

D1 (222-232_NS1_TOP7_D1), D2 (222-232_NS1_TOP7_D2), D3 (222-232_NS1_TOP7_D3), D4 
(222-232 _NS1_TOP7_D4), TOP7- proteína carreadora onde os epítopos foram inseridos. A placa 
foi sensibilizada com 1µg/µl dos antígenos. CN- pool de pacientes negativos para dengue (diluição 
1:50). CP- pool de pacientes positivos para dengue (diluição 1:50). Anticorpo secundário (anti-IgG 
humano- 1: 10000). A linha pontilhada indica o cut-off (média do controle negativo mais 3 vezes o 
desvio padrão) abaixo do qual foi considerado sem reconhecimento. 
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6. DISCUSSÃO 

A dengue é uma das doenças humanas causadas por flavivírus mais 

importante em um contexto mundial. Essa doença tem provocado um numero 

enorme de casos, trazendo um ônus importante para a saúde da população 

mundial provocando elevado quantitativo de óbitos e internações hospitalares, 

além de altos custos para os governos e sistemas de saúde.  

Apesar dos inúmeros esforços para se desenvolver vacinas contra o 

DENV, atualmente há apenas uma vacina comercialmente disponível que 

apresenta limitações. Já a produção antígenos virais recombinantes que pode 

beneficiar tanto o diagnóstico quanto a produção de vacinas apresenta 

dificuldades que acabam por elevar custos. Neste sentido, o presente trabalho 

teve como objetivo avaliar quimeras do vírus da dengue produzidas por métodos 

computacionais, de novo design e dinâmica molecular, como novas alternativas 

para se produzir moléculas de diagnostico e ou de vacinais para esse vírus.  

A construção de uma vacina seria a melhor forma de prevenção para a 

dengue, no entanto as vacinas atenuadas e inativadas, formas clássicas, 

apresentam limitações (WONG et al., 2013). Uma abordagem racional pode 

contornar essas limitações, a construção de vacinas peptídicas, envolvendo a 

identificação das proteínas virais adequadas, assim como os possíveis epítopos 

capazes de estimular resposta humoral e celular, que sejam expostos e que não 

possuam atividade autoimune (DOYTCHINOVA et al., 2007). 

Diversos casos de vacinas peptídicas têm sido geradas com auxílio da 

bioinformática e algumas validadas em estudo in vivo. Alguns exemplos são: 

epítopos da proteína E5 de papilomavírus humano que se apresentaram com 

atividade protetiva em animais (LIAO et al., 2013), peptídeos sintéticos que 

apresentaram elevado nível de proteção contra a Fasciola hepatica em 

camundongos (ROJAS-CARABALLO et al., 2014) e uma vacina de peptídeo 

contra um tipo de câncer de pulmão tem se mostrado capaz de gerar resposta 

imune forte mediada por células T, se encontra em ensaio clínico de fase I 

(SUZUKI et al., 2013). 
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Entretanto a produção de proteínas recombinantes pode ter alto tempo 

de processamento e custos elevado, além de reações adversas para os 

pacientes. Com o aparecimento da tecnologia recombinante de DNA e engenharia 

de proteínas, as proteínas podem ser obtidas com mais facilidade e superior 

qualidade (MARTÍNEZ-ALONSO et al., 2009).  

Uma forma alternativa de se produzir antígenos recombinantes é 

através do uso de proteínas carreadoras. Nesse tipo de metodologia um elemento 

estrutural de um antígeno (epítopo) de uma proteína é transplantado para uma 

região de uma proteína, nesse caso o carreador. Contudo muitas abordagens têm 

visado preservar a estrutura do epítopo que acaba por resultar em carreadores 

quiméricos instáveis. Para superar esta questão, nosso grupo vem empregando 

com sucesso uma nova abordagem computacional, a engenharia conformacional 

de antígenos em uma proteína carreadora altamente estável, a TOP7.  

A estratégia de “epitope-scaffolding”, utilizada neste trabalho, onde 

foram transplantadas estruturas da proteína DENV-NS1 para TOP7 (scaffolds), 

teve como finalidade principal aumentar a chances de reconhecimentos dos 

antígenos por partes dos anticorpos, revelando regiões imunogênicas, 

contribuindo assim de forma bastante positiva para a produção de novas 

moléculas de diagnóstico e vacinal. Além da questão de estabilizar esses 

antígenos, esse transplante teve como finalidade aproveitar as características 

positivas dessa proteína carreadora. 

As proteínas nativas em geral são apenas de 5 a 10 kcal·mol-1 mais 

estáveis do que seus estados desnaturados (CREIGHTON, 1990; Dill et al., 

2008). Como essa barreira energética de desnaturação é baixa, pequenas 

mutações nas proteínas nativas podem desestabilizá-las por completo. Desta 

maneira as estratégias de exposição epitopos fracassam frequentemente devido à 

elevada instabilidade conformacional, resultando na perda de conformação nativa 

e rápida degradação. Uma forma de contorna essa situação é fazendo uso de 

proteínas carreadoras estáveis como é caso da TOP7.   

A TOP7 já foi utilizada para essa finalidade em 2009 por BOSCHEK e 

colaboradores que projetaram computacionalmente uma TOP7 quimérica (TOP7 
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CB1) para ligar especificamente a proteína CD4 humana, inserindo uma 

sequência peptídica derivada de um anticorpo específico de CD4 na TOP7. Os 

resultados mostram que esta proteína modificada era capaz de se ligar 

especificamente CD4 e de acordo com simulações de dinâmica molecular, era 

extremamente resistente à desnaturação térmica e química, além de ser 

produzida em bactérias (BOSCHEK et al., 2009; SOARES et al., 2010). 

Esse estratégia também já foi implementada em outros trabalhos do 

grupo utilizando como referência o epítopo 2F5 de HIV-1, carreado por uma 

proteína sintética solúvel, que foi avaliado quanto a sua capacidade de ser 

reconhecido pelo respectivo anticorpo neutralizante monoclonal. A proteína 

carreadora foi capaz de apresentar o epítopo 2F5, em um contexto similar a 

proteína nativa, sendo capaz de se ligar com altíssima afinidade ao respectivo 

anticorpo monoclonal, validando todos os ensaios/padrões de simulação 

molecular (VIANA et al., 2013). 

A escolha da TOP7 como carreadora aconteceu por dois motivos, o 

primeiro por se trata de uma proteína robusta, portanto boa carreadora de 

epítopos, que suporta grandes mutações sem um ganho energético muito alto. A 

robustez da TOP7 como carreador sob condições extremas de pH e temperatura 

e a sua receptividade para a produção em sistema de expressão bacteriano de 

custo reduzido, revela o potencial dessa proteína em aplicações biotecnológicas 

(SOARES et al., 2010). Além disso, é sintética e desenhada computacionalmente 

pelos desenvolvedores do programa Rosetta (KUHLMAN et al., 2003) e por isso 

não possui atividade imunogênica, apesar de pequena reação acontecer de forma 

inespecífica (BOSCHEK et al., 2009; VIANA et al., 2013).  Essa característica é 

importante tendo em vista preservar a especificidade dos antígenos quiméricos 

que foram produzidos. 

A escolha da NS1 para seleção dos epítopos aconteceu, pois já tem 

sido relatado que as proteínas não estruturais do DENV são promissoras 

candidatas a antígenos vacinais em formulações monovalentes, através da 

indução de respostas de células T (AMORIM  et al., 2011; COSTA et al., 2006, 

2007; HENRIQUES et al., 2013; MLADINICH et al., 2012; ZHANG et al., 

1988). Além disso, essas proteínas são bastante conservadas entre os sorotipos 
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e não são conhecidos por estarem envolvidos no fenómeno ADE (KHAN et al., 

2008).  As proteínas não estruturais são alvos relevantes para as respostas T, 

capazes de controlar a infecção causada por DENV em seres humanos (RIVINO 

et al., 2013, 2015; WEISKOPF et al., 2015). Estas evidências indicam que essas 

proteínas são uma alternativa ao desenvolvimento de vacinas anti-DENV. 

A NS1 induz a produção de anticorpos neutralizantes, trata-se de uma 

glicoproteína altamente conservada, expressa como formas associadas à 

membrana e secretadas logo no inicio da infecção em nível elevado (DIAS et al., 

2013; KASSIM et al., 2011; LIBRATY et al., 2002; LIMA et al., 2010). Os 

anticorpos contra esta proteína pode ser detectada no soro de pacientes antes 

mesmo do RNA viral ser detectado por RT-PCR (ALCON et al., 2002), tornando-a 

um importante marcador da fase aguda da infecção, característica interessante 

para um antígeno diagnóstico. 

As sequências codificantes das regiões da proteína NS1 foram 

selecionadas a partir de isolados do Brasil e da América do Sul. Tendo em vista 

que os kits de diagnóstico comercialmente disponíveis são geralmente baseados 

em cepas virais isoladas a partir de infecções em outras regiões do globo, a 

seleção de sequências antigênicas de isolados locais visou aumentar a 

sensibilidade dos ensaios imunológicos no reconhecimento do repertório de 

anticorpos da nossa população. Estudos evolutivos de DENV têm revelado que a 

sua diversidade genética está aumentando cada vez mais com o passar dos anos 

(HOLMES; BURCH, 2000), um fator que é fortemente influenciado pela alta 

variabilidade genética a que estão sujeitos os vírus de RNA. Isso tem implicação 

direta no entendimento da resposta imunológica do hospedeiro ao vírus, no 

desenvolvimento de vacinas e no campo de diagnóstico (HOLMES, 2006). 

Com a finalidade de obter alto rendimento, as sequências foram 

otimizadas quanto à presença de sítios internos de restrição, sequências 

repetitivas longas de DNA, presença de ORFs secundárias, entre outros 

parâmetros já relatados na literatura como determinantes, em maior ou menor 

grau, para a expressão protéica em sistemas heterólogos. 
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A opção de utilizar um sistema de expressão depende de vários 

fatores, incluindo a utilização pretendida da proteína a ser produzida, a natureza 

biológica da proteína, a quantidade de proteína necessária, além de custo e 

tempo envolvidos na produção e purificação. Pesando todas essas variáveis foi 

escolhido no presente estudo o sistema procarioto utilizando E. coli,. 

Todavia, a maioria das proteínas recombinantes não são 

eficientemente produzida em E. coli devido às diferenças na utilização de códon, 

toxicidade, instabilidade do RNAm e falta de modificação pós-tradução 

(GOEDDEL, 1990;  MAKRIDES, 1996). A formação de corpúsculos de inclusão, 

que são acumulação da proteína recombinante como agregados insolúveis é o 

problema mais comum associado com a produção de proteínas heterólogas 

em E. coli . Estas proteínas agregadas são mal dobradas e biologicamente 

inativas (BANEYX et al., 2004; VILLAVERDE; CARRIÓ, 2003).  

No presente estudo houve uma grande quantidade dos antígenos 

quiméricos na fração solúvel, superando esse principal problema de expressão 

apresentado em trabalhos anteriores (ALLONSO et al., 2011; AMORIM et al., 

2010; DAS et al., 2009; HUANG et al., 2001).  As quimeras contendo TOP7 

apresentaram os valores de rendimentos e solubilidade relativamente maiores 

(~200 mg/l), quando comparados aos achados na literatura. BATRA et al. (2010) 

expressaram o domínio III da proteína ENV de DENV2 com um rendimento final 

maior que 50 mg/l, mesmo valor recuperado por Tripathi et al. (2011) com a 

expressão do domínio III da proteína ENV de DENV3, ambos trabalhando com 

sistema procarioto. Wei et al. (2002) obtiveram 100 mg/l da proteína completa 

ENV sorotipo 2 em sistema eucarioto usando P. pastoris como hospedeiro. 

Os ELISA realizados neste trabalho apontam para um possível 

reconhecimento das quimeras proteicas pelos por anticorpos anti-NS1 de soros 

de pacientes positivos para dengue. O nível de detecção obtido em nossos 

ensaios (2μg/poço e 1μg/ml) é um ótimo resultado se levarmos em consideração 

o nível de NS1 em soro de pacientes infectados na fase aguda da doença. 

Segundo a literatura, os níveis NS1 circulantes variam entre os indivíduos durante 

o curso da doença, e vão desde nanogramas por mililitro a vários microgramas 
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por mililitro, com um caso documentado de valores de até 50 μg/ml de proteína 

NS1 no soro (ALCON et al., 2001).  

Os resultados também apontam para a eficácia da metodologia 

abordada para a geração de proteínas, conformacionalmente adequadas, para a 

utilização em ensaios sorológicos. Desta forma indicando que o desenho racional 

de peptídeos pode otimizar o trabalho de bancada em laboratório e faz dessa uma 

importante alternativa para desenvolver antígenos com fins diagnóstico e vacinais.  
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7. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS  

a) Através das técnicas computacionais foi desenvolvida uma quimera 

energeticamente e estruturalmente estável e selecionada para expressão em 

sistema procarioto, juntamente com as suas variantes para os diferentes sorotipos 

de dengue.  

b) A otimização das sequências gênicas das proteínas quiméricas virais 

desenvolvidas computacionalmente resultou em níveis elevados de expressão de 

proteína sem corpos de inclusão, apresentando alta solubilidade e rendimento em 

sistema de expressão procariótico.  

c) A sensibilidade e a especificidade dos antígenos produzidos podem 

ser consideravelmente melhoradas, com técnicas mais precisas de purificação de 

proteínas forem aplicadas, tais como HPLC. 

d) Os sinais detectados nos ELISA sugerem um possível 

reconhecimento das proteínas quiméricas contendo os epítopos de NS1. 

e) Nossos resultados corroboram com outros  resultados encontrados 

em trabalhos do grupo que  mostram que a TOP7 é uma proteína carreadora 

adequada para proporcionar a estabilidade estrutural necessária a epitopos alvos 

predeterminados, permitindo a utilização dessas moléculas quiméricas 

como possíveis antígenos para reconhecimento específico de anticorpos e/ou 

estimulação da resposta imune. 
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