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Figura 1: Esquema da partícula viral e organização do genoma dos membros do 
gênero Flavivirus.
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Figura 2: Esquema do ciclo de multiplicação do DENV no interior da célula 
hospedeira humana.  
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Figura 3: Classificação dos casos de dengue adotada atualmente pela 
Organização Mundial da Saúde.  
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Tabela 1: Vacinas em desenvolvimento 

Vacina Abordagem Medodologia Empresa Esquema Situação atual 

CYD-TDV 

(ChimeriVax) 

Atenuada, 

tetravalente, 

quimérica 

Substituição dos genes prM e E da amostra 

vacinal da Febre Amarela 17D pelos mesmos 

genes de cada sorotipo do DENV  

Sanofi Pasteur  3 doses, 1 ano Fase 3 concluída 

TDV 

Atenuada, 

tetravalente, 

quimérica 

Atenuação do DENV-2, que fornece o 

'esqueleto' genético para substituições dos 

genes prM-E dos outros sorotipos do DENV 

Takeda               

(antiga Inviragen) 
2 doses, 90 dias Fase 2 concluída 

TetraVax-DV 

Atenuada, 

tetravalente, 

quimérica 

Deleção de 30 bases (∆30) na região 3’UTR do 

genoma dos vírus DENV-1 e DENV-4 
NIH, Butantan Dose única 

Fase 2 em 

andamento  

V180 

Tetravalente, 

recombinante de 

subunidade 

Glicoproteína E truncada produzida em células 

de Drosophila 
Merck 3 doses, 90 dias 

Fase 1 em 

andamento  

TVDV DNA Genes prM e E NMRC/WRAIR 
  

Fase 1  

concluída 

TDEN-PIV Inativada  Vírus inativados e purificados  GlaxoSmithKline 2 doses, 60 dias  
Fase 1 em 

andamento  
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2 JUSTIFICATIVA 
 

A Dengue é uma doença que afeta cerca de 390 milhões de pessoas 

sendo responsável por cerca de 25.000 mortes anualmente no mundo, 

causando grande impacto na saúde pública e na economia de vários países. 

Grandes esforços vêm sendo despendidos pela comunidade científica visando 

desenvolver uma vacina contra a dengue. Entretanto, ainda não foi obtido um 

resultado satisfatório, pois existem grandes obstáculos para o desenvolvimento 

de tal vacina: (i) a vacina precisa promover imunidade duradoura contra os 

quatro sorotipos de DENV, (ii) inexiste uma metodologia adequada, ou seja, um 

modelo animal, para  predizer como as respostas imunes induzidas pela vacina 

iriam interferir com os mecanismos imunopatogênicos da dengue grave e, (iii)  

ainda existem lacunas no entendimento do perfil de resposta imune protetora 

para dengue. A forma mais eficaz de evitar a infecção por DENV seria através 

do combate aos mosquitos transmissores. Contudo, o controle e a erradicação 

da dengue, através do combate ao vetor, têm se tornado cada vez mais difícil 

devido à superpopulação, ao crescimento urbano e ao grande aumento das 

viagens nacionais e internacionais. Por isso, uma das estratégias ideais para o 

controle do DENV é o desenvolvimento de uma vacina segura e eficaz. Deste 

modo, uma alternativa às estratégias vacinais clássicas, é a utilização de 

proteínas quiméricas artificiais. Essa estratégia permite a construção de 

proteínas contendo epítopos sabidamente imunogênicos para os quatro 

sorotipos de DENV – não necessariamente conservados entre os sorotipos - e 

que podem ser arranjados de forma a gerar uma resposta protetora equilibrada. 

Assim, essa estratégia seria uma alternativa racional para o desenvolvimento 

de vacinas contra Dengue, reduzindo os riscos de uma vacina desbalanceada.  

Além de serem utilizadas como alvos vacinais, estas proteínas quiméricas 

podem ser utilizadas também para desenvolvimento de testes de diagnóstico 

para a dengue. É de senso comum que os testes de diagnóstico laboratorial 

desempenham um papel crucial na assistência ao paciente. A disponibilidade 

de testes específicos para dengue é extremamente importante para 

confirmação da doença em casos suspeitos e deveria ser uma das prioridades 

na saúde pública, ainda mais no momento em que vivemos atualmente, com a 
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co-circulação do DENV, CHIKV e ZIKV, que apresentam semelhança entre os 

sintomas encontrados em pacientes infectados por algum deles, surgindo a 

necessidade de intensificar os estudos para criação de um teste que não gere 

resposta cruzada entre eles. Além disso, o diagnóstico é importante para 

vigilância da doença e o monitoramento dos sorotipos circulantes do vírus. 

Apesar de já existirem inúmeras técnicas de diagnóstico, essa estratégia é um 

diferencial, pois é possível construir antígenos, para utilização em testes de 

diagnóstico, contendo epítopos sabidamente imunogênicos para os quatro 

sorotipos de DENV, além da possibilidade de arranjos a serem reconhecidos 

por anticorpos presentes em soros de pacientes sem resposta cruzada com 

outros arbovírus e com maior segurança.  

Diante deste contexto, a hipótese deste trabalho é de que proteínas 

quiméricas, contendo epítopos imunogênicos do DENV, desencadeiam uma 

resposta imunológica tetravalente balanceada, gerando assim uma vacina 

segura e testes de diagnóstico eficientes para dengue. 
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3 OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo Geral 
 

Obter proteínas quiméricas contendo epítopos imunogênicos dos quatro 

sorotipos do DENV para utilização no desenvolvimento de vacinas e/ou 

diagnósticos para o Dengue virus.  

 

3.2 Objetivos específicos  
 

�  Desenhar e produzir proteínas quiméricas contendo epítopos 

imunogênicos dos quatro sorotipos do DENV. 

 

�  Testar a reatividade in vitro das proteínas quiméricas utilizando soros de 

pacientes infectados e indivíduos nunca infectados.  

 

�  Avaliar a imunogenicidade da proteína quimérica EnvEpII em 

camundongos C57BL/6 e BALB/c. 

 

�  Avaliar a resposta imune humoral e celular dos camundongos 

imunizados. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

4.1 Desenho dos minigenes que codificam para as proteínas quiméricas 
 

Ao longo do desenvolvimento desse projeto, 11 proteínas quiméricas 

foram desenhadas e produzidas. Uma proteína quimérica piloto (denominada 

qDV) contendo epítopos da proteína do C, prM, NS1, E e outras 10 proteínas 

quiméricas, contendo epítopos das proteínas E e NS1 dos DENV 1-4 (Tabela 2 

– página 42). 

4.1.1 Proteína qDV  
 

A proteína qDV foi desenhada pelo Dr. Carlos Eduardo Calzavara. Para 

tal, foi feito o download de todas as sequências de genomas completos de 

DENV depositadas no NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/viruses/variation/dengue/) e selecionadas 

aquelas isoladas apenas na América do Sul (16 de DENV1, 21 de DENV2, 39 

de DENV3 e 6 de DENV4). As sequências foram agrupadas de acordo com o 

sorotipo viral e seus genomas alinhados 

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/), utilizando-se o “setup’ padrão da 

matriz de alinhamento. Dessa forma, 4 sequências-consenso foram obtidas; 

uma para cada sorotipo viral. Cada uma das 4 sequências-consenso obtidas 

foram então submetidas a busca por similaridade de sequências utilizando-se o 

algoritmo Blast-P (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins). As 4 

sequências com maior homologia (uma sequência de cada sorotipo viral) foram 

descarregadas e submetidas à busca por epítopos imunogênicos. As 

sequências selecionadas foram então realinhadas para identificação das 

sequências de aminoácidos consenso entre os sorotipos DENV 1-4. As regiões 

do genoma dos DENV envolvidas diretamente na indução de resposta imune 

contra o vírus foram avaliadas in silico. Os epítopos mais imunogênicos foram 

identificado através do servidor BepiPred 1.0 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/) utilizando-se o “setup’ padrão do 

algoritmo. Foram selecionados 13 epítopos de proteínas do DENV: 3 da região 

do capsídeo, 3 do envelope, 2 da pr/M e 5 da NS1 (Figura 4). Esses epítopos 
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foram arranjados e entre eles adicionados espaçadores baseados no 

aminoácido glicina. Posteriormente, essa sequência de aminoácidos foi 

submetida a diversas análises bioquímicas como análise de hidrofilicidade e 

exposição ao solvente, dentre outras (http://web.expasy.org/protscale/ e 

https://www.predictprotein.org). A sequência de aminoácidos foi então 

resubmetida ao servidor BepiPred para verificar se os epítopos anteriormente 

selecionados foram mantidos. A sequência de aminoácidos foi então 

retrotraduzida para a geração de uma sequência de nucleotídeos codificando 

para a proteína quimérica recém-construída 

(http://www.bioinformatics.org/sms2/rev_trans.html). Após as análises in silico, 

um minigene foi desenhado (1) de modo a permitir a expressão de uma 

proteína quimérica usando diferentes sistemas de expressão sem necessidade 

de etapas de PCR e adição ou remoção de sequências, bastando apenas 

utilizar as enzimas de restrição adequadas para cada sistema de expressão, e 

(2) editado e otimizado para expressão em bactérias e leveduras, permitindo 

maior eficiência de uso de códons, menor formação de estruturas secundárias 

de RNA, diminuição do conteúdo de G e C, exclusão de sítios de restrição 

indesejáveis, sem afetar a sequência de aminoácidos final. O minigene qDV foi 

então submetido a síntese comercial (GeneSCRIPT, USA).  

 

Figura 4: Estrutura esquemática da proteína qDV. 
A: Todos os 13 epítopos selecionados da região do C, pr/M, E e NS1 foram arranjados 
para construção da proteína quimérica, gerando um minigene de 1400 pb que codifica 
para uma proteína de 50 kDa. B: Os epítopos foram modelados in s ilico para avaliação 
de sua estrutura, acessibilidade e outros parâmetros estruturais.  
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4.1.2 Outras proteínas quiméricas utilizadas no estudo 
 

Além da proteína qDV, outras dez proteínas quiméricas contendo 

epítopos do DENV foram construídas utilizando uma metodologia semelhante, 

estas por sua vez, pela Dr. Bárbara Resende Quinan. Entretanto, para 

aumentar a precisão da predição de epítopos, a ferramenta BepiPred  foi 

utilizada com o score threshold de 0.7 (duas vezes maior do que o parâmetro 

padrão) e, além disso, a predição de epítopos foi realizada utilizando apenas a 

sequência consenso das proteínas E e NS1 para cada um dos sorotipos. Oito 

epítopos não-conservados (quatro da proteína NS1 e quatro da proteína E). 

foram selecionados. Estes epítopos foram arranjados para construção de dez 

proteínas quiméricas compostas por: (1) quatro epítopos não-conservados para 

cada um dos sorotipos (quatro proteínas quiméricas contendo epítopos da 

proteína E e quatro contendo epítopos da proteína NS1), (2) uma proteína 

quimérica contendo quatro epítopos consenso para proteína do envelope e (3) 

uma proteína quimérica contendo quatro epítopos consenso para proteína NS1.   

Um esquema representativo da construção destas proteínas está mostrado na 

Figura 5 e Tabela 2 (página 42). 
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Figura 5: Representação esquemática da construção das proteínas quiméricas. 
Utilizando ferramentas de bioinformática, oito epítopos potenciais foram selecionados. 
Estes epítopos foram combinados para construção de dez proteínas quiméricas 
diferentes (cinco contendo epítopos do E (A) e cinco contendo epítopos da NS1(B)). 
 

 

B 
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Tabela 2: Proteínas quiméricas produzidas no estudo e seus respectivos 
números de aminoácidos e tamanhos. 

Identificação  
Número de 
aminoácidos  

Tamanho da 
proteína  

qDV 466 50 KDa 

NS1EpI               
(Epitopo potencial 1) 

110 13 KDa 

NS1EpII               
(Epitopo potencial 2) 

147 16 KDa 

NS1EpIII              
(Epitopo potencial 3) 

157 17 KDa 

NS1EpIV              
(Epitopo potencial 4) 

119 13 KDa 

ChimNS1              
(Consenso dos 4 epítopos 

potenciais para NS1) 
137 15 KDa 

EnvEpI               
(Epitopo potencial 1) 

151 17 KDa 

EnvEpII               
(Epitopo potencial 2) 

193 21 KDa 

EnvEpIII              
(Epitopo potencial 3) 

156 18 kDa 

EnvEpIV              
(Epitopo potencial 4) 

151 16 KDa 

ChimEnv              
(Consenso dos 4 epítopos 

potenciais para E) 
166 18 KDa 

 

4.2 Produção das proteínas quiméricas  
 

4.2.1 Preparação de bactérias E. coli DH5α, M15 e BL21 competentes  
 

Para o preparo de bactérias competentes para a transformação, uma 

alíquota de 50 µL de culturas das bactérias E. coli DH5α, M15 e BL21 foram 

inoculadas em tubos cônicos de 50 mL contendo 5 mL de meio Luria Broth 

(meio LB: NaCl, 10 g; peptona, 10 g; extrato de levedura, 5 g por litro) sem 

antibiótico. Os tubos foram incubados em agitador orbital a 200 rpm a 37°C por 

18 a 24 horas. No dia seguinte, 1 ml de cultura foi inoculado em Erlenmayer de 

500 ml contendo 100 ml de meio LB sem antibiótico incubado em agitador 
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orbital a 200 rpm a 37°C, até que fosse obtida uma densidade óptica a 600 nm 

(DO600nm) entre 0,4 e 0,6. Após, a cultura foi transferida para tubos cônicos de 

50 ml e deixada por 15 minutos em banho de gelo e, em seguida, centrifugada 

por 15 minutos a 3000 rpm a 4°C. O pellet bacteriano foi delicadamente 

ressuspendido em 25 mL de solução de cloreto de cálcio (CaCl2, 0,1M; 

HEPES, 0,1M) gelada e deixado em banho de gelo por mais 20 minutos. 

Novamente, foi feita a centrifugação por 15 minutos a 3000 rpm 4°C e o 

sobrenadante foi descartado. Após, o pellet foi dissolvido delicadamente em 1 

ml de CaCl2 /glicerina (CaCl2 a 0,1 M; glicerina a 15%) gelada e alíquotas de 50 

µL foram distribuídas em microtubos de 0,6 mL, previamente resfriados em 

banho de gelo. As bactérias competentes foram armazenadas a -70°C até 

momento do uso. 

 

4.2.2 Preparação dos minigenes que codificam para as proteínas 
quiméricas (insertos) 

 

4.2.2.1 Amplificação do plasmídio pUC57 clonado com cada um dos 
minigenes  

 

Os minigenes sintéticos que codificam para as proteínas quiméricas, 

foram obtidos comercialmente da GenScript inseridos no plasmídio pUC57 nos 

sítios de restrição das enzimas BamHI e HindIII. 

Para obtenção de DNA plasmidial das construções pUC57-qDV, pUC57-

NS1EpI, pUC57-NS1EpII, pUC57-NS1EpIII, pUC57-NS1EpIV, pUC57-

ChimNS1, pUC57-EnvEpI, pUC57-EnvEpII,  pUC57-EnvEpIII,  pUC57-EnvEpIV  

pUC57-ChimEnv  suficiente para os experimentos de clonagem dos minigenes 

nos vetores de expressão, tais plasmídios foram amplificados na bactéria E. 

coli DH5α. Para tal, bactérias DH5α competentes foram transformadas com 

100 ng de cada construção plasmidial.  

Em todos os experimentos de transformação foi utilizado o método 

químico. Aos tubos contendo 50 µL de bactérias competentes, foram 

adicionados os plasmídios de interesse e, estes incubados em banho de gelo 

por 30 minutos. Em seguida as bactérias foram submetidas a um choque 

térmico a 42°C por 2 minutos, e, então, resfriadas em banho de gelo por 5 
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minutos. Todo o volume foi então transferido para tubos de 2 mL contendo 950 

µL de meio LB (NaCl, 10 g; Peptona, 10 g; extrato de levedura, 5 g por litro). 

Em seguida, as bactérias foram incubadas a 37°C, a 200 rpm em agitador 

orbital, por 30 min. Para plaquear, 100 µL da cultura de bactérias foram 

transferidos para placa contendo LB-ágar adicionado de 100 µg/mL de 

ampicilina (Sigma). As placas foram incubadas a 37°C em estufa 

microbiológica por 18 a 24 horas.   

 

4.2.2.2 Extração plasmídio pUC57 clonado com cada um dos minigenes 

por meio de lise alcalina (Miniprep) 

 

Para extração do DNA plasmidial, os clones transformantes foram 

inoculados em 10 mL de meio LB adicionados de 100 µg/mL ampicilina e 

incubadas por 18 a 24 horas a 37°C, a 200 rpm. Os DNA plasmidiais foram 

obtidos utilizando-se o kit QIAprep Miniprep (Qiagen) de acordo com o 

protocolo recomendado pelo fabricante. As preparações de DNA plasmidiais 

obtidas foram quantificadas por espectrofotometria no Nanodrop 1000 (Thermo 

Fisher Scientific) e armazenadas a -20°C.   

 

4.2.2.3 Restrição enzimática para digestão dos minigenes 
 

Para a obtenção dos minigenes de interesse inseridos em pUC57, 

aproximadamente 2 ug de cada construção plasmidial foram digeridos com 1U 

de cada  enzima de digestão: a saber  BamHI Fast digest e HindIII Fast digest 

(Fermentas). A reação de digestão foi incubada por 2 horas a 37°C. A 

verificação dos produtos digeridos foi realizada por eletroforese em gel de 

agarose a 1%. 

 

4.2.2.4 Eletroforese em gel de agarose 
 

A separação dos produtos de digestão foi feita por eletroforese em gel 

de agarose a 1% adicionado do intercalante de DNA comercial SybrSafe® (Life 
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Technologies) em tampão TAE 0,5X (40mM Tris; 20 mM ácido acético; 1mM 

EDTA) a 50-100 V, para visualização dos fragmentos sob luz ultravioleta. Geis 

analíticos foram preparados para a verificação da eficiência da digestão com 

enzimas de restrição e também geis preparativos para o recorte das bandas 

dos DNA de interesse para posterior purificação e utilização em reações de 

ligação plasmídio+inserto.  

 

4.2.2.5 Purificação dos insertos utilizando gel de agarose  
 

Os fragmentos de interesse, correspondentes aos minigenes, foram 

purificados a partir de um gel de agarose 1% preparativo. Para isso, as bandas 

correspondentes aos fragmentos foram recortadas do gel com auxílio de um 

bisturi sob luz UV e os respectivos DNA foram extraídos da agarose utilizando-

se o kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen), de acordo com as instruções do 

fabricante.  Os DNA purificados foram quantificados por eletroforese em gel de 

agarose a 1%, comparativamente a uma preparação de DNA de concentração 

conhecida e também por espectrofotometria no Nanodrop 1000 (Thermo Fisher 

Scientific) e foram armazenadas a -20°C.   

 

4.2.3 Preparação dos vetores de expressão  
 

4.2.3.1 Amplificação dos vetores de expressão pET-21, pET 28 TEV e 
pQE-9 

 

Transformações para amplificação plasmidial também foram realizadas 

com os vetores de expressão vazios (100 ng de cada) como descrito no item 

4.2.2.1.  

Como vetores plasmidiais de expressão foram utilizados: (i) pQE-9 

(Qiagen), que expressa a proteína quimérica em fusão com uma repetição de 6 

resíduos de histidina em sua porção N-terminal, (ii) pET21(Novagen) que 

expressa a proteína recombinante em fusão com uma repetição de 6 resíduos 

de histidina em sua porção C-terminal e (iii) pET 28 TEV (Carneiro, F. R. et al., 

2006) que expressam a proteína quimérica em fusão com uma repetição de 6 

resíduos de histidina em suas porções C- e N-terminal (Figura 6). 
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Figura 6: Representação esquemática dos vetores de expressão utilizados nos 
experimentos de clonagem.  
O vetor pQE-9 (3439 pb) possui o promotor do fago T5 (reconhecido pela RNA 

polimerase da E.coli) e duas sequências do operador la c as quais aumentam a ligação 

do repressor e garantem uma eficiente repressão do promotor T5. O vetor pET-21a 

(5443 pb) possui como promotor o T7 e um operador la c. Os genes clonados são 

expressos logo após ativação da transcrição do gene T7 RNA polimerase por um 

indutor la c, como o IPTG. Este sistema é eficiente na produção de grandes 

quantidades de proteínas específicas. O vetor pET-28 TEV, que possui como 

esqueleto estrutural o vetor pET-28a, possui 5357 pb e teve seu sítio de clivagem de 

trombina substituído por um sitio de reconhecimento de protease, TEV.   
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4.2.3.2 Extração dos vetores plasmidiais de expressão por lise alcalina 
(Miniprep) 

 

Para realização das clonagens, os vetores de expressão vazios também 

foram extraídos por lise alcalina utilizando-se o kit QIAprep Miniprep (Qiagen) 

descrito no  item 4.2.2.2. 

 

4.2.3.3 Restrição enzimática dos vetores de expressão 
 

Cerca de 1 ug dos vetores de expressão pET21, pQE-9 e pET 28 TEV 

foram digeridos com as mesmas enzimas de restrição utilizadas para digerir os 

insertos: BamHI e HindIII (Fermentas). A reação de digestão foi incubada por 2 

horas a 37°C. A verificação dos produtos digeridos também foi realizada por 

eletroforese em gel de agarose a 1%. 

  
4.2.3.4 Purificação dos vetores de expressão digeridos 
 

Para purificação dos vetores de expressão digeridos, foi utilizado o kit 

QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen), de acordo com as instruções do 

fabricante. Os DNA purificados foram quantificados por eletroforese em gel de 

agarose a 1%, comparativamente a uma preparação de DNA de concentração 

conhecida e por espectrofotometria no Nanodrop 1000 (Thermo Fisher 

Scientific) e foram armazenadas a -20°C.   

 

4.2.4 Ligação dos insertos em vetores de expressão 
 

Para subclonagem dos insertos nos plasmídios pQE-9, pET21 e pET 28 

TEV foi feita uma reação de ligação contendo 50 a 100 ng de plasmídio 

digerido e o inserto na proporção vetor:inserto de 1:5 adicionados da enzima 

T4 ligase (Promega) de acordo com as instruções do fabricante da enzima. A 

reação foi incubada a 4°C de um dia para o outro. 

 O cálculo da quantidade inserto necessária foi feito através da fórmula: 

ng de inserto = ng do vetor x tamanho (Kb) inserto x razão molar inserto/vetor 

                                                     tamanho (Kb) do vetor 
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Após ligação foram obtidas as seguintes construções: 

•  pQE-9-qDV, pET 28 TEV-qDV 

• pET-21-NS1EpI, pET-21-NS1EpII, pET-21-NS1EpIII, pET-21-NS1EpIV, 

pET-21-ChimNS1  

•  pET-21-EnvEpI, pET-21-EnvEpII,  pET-21-EnvEpIII, pET-21-EnvEpIV,  

pET-21-ChimEnv 

 

4.2.5 Amplificação das ligações utilizando bactérias competentes 

  

Para amplificação do material obtido na ligação, este também foi 

utilizado para transformar bactérias competentes seguindo o protocolo 

explicado no item 4.2.2.1. A bactéria E. coli M15 foi utilizada para as 

transformações com as construções que utilizaram como vetor de expressão o 

pQE-9 e a E. coli BL21 para construções com os vetores de expressão pET-21 

ou pET 28 TEV. Para tal, a cultura transformada foi centrifugada a 14000 rpm 

por 5 minutos, e após, 800 µL do sobrenadante foi removido sendo o pellet 

bacteriano dissolvido nos 100 µL de sobrenadante restante. Tal suspensão 

bacteriana foi plaqueada em meio LB-ágar contendo 100 ug/mL de ampicilina 

(para E. coli BL21 transformadas com as contruções que utilizaram como vetor 

o pET-21), 100 ug/mL de ampicilina e 25 ug/mL de kanamicina (para E.coli M15 

tranformadas com as contruções que utilizaram como vetor o pQE-9) ou 25 

ug/mL de kanamicina (para E.coli BL21 tranformadas com as contruções que 

utilizaram como vetor o pET 28 TEV). 

 

4.2.6 Digestão das construções plasmidiais para verificação da presença 

do inserto 

 

As construções plasmidiais pQE-9-qDV e pET 28 TEV-qDV foram 

digeridas com as enzimas de restrição BamHI e HindIII, como descrito no item 

4.2.2.3, para a verificação da presença do inserto. Para tal, cerca de 300 ng de 

plasmídio foram digeridos simultaneamente com as enzimas de restrição 

BamHI e HindIII (Fermentas). Os produtos da digestão foram separados por 

eletroforese em gel de agarose a 1% e visualizados sob luz UV. 

 



52 

 

  

4.2.7 PCR de colônia das construções plasmidiais para verificação da 

presença de inserto 

 

No caso das outras construções plasmidiais: pET-21-NS1EpI, pET-21-

NS1EpII, pET-21-NS1EpIII, pET-21-NS1EpIV, pET-21-ChimNS1, pET-21-

EnvEpI, pET-21-EnvEpII, pET-21-EnvEpIII, pET-21-EnvEpIV, pET-21-ChimEnv, 

a presença de inserto foi verificada por PCR. 

Para isso, os clones transformantes foram inoculados em 500 uL de 

meio LB contendo ampicilina (100 ug/mL) e incubados a 37°C por 

aproximadamente 5 h sob agitação a 200 rpm em agitador orbital. Para a PCR, 

foram utilizados 2 uL desta cultura bacteriana como molde, 5 pmol dos 

iniciadores T7 senso e anti-senso (iniciadores  específicos para região do 

promotor T7 do vetor de expressão pET-21 – Tabela 3),  2 µL de tampão STR 

10X Promega (500 mM KCl, 100 mM TrisHCl, 15 mM MgCl2, 1% Triton X-100 e 

2 mM dNTP), 0,3 µL de Taq polimerase (Promega; 5 U/µL) e H2O q.s.p. o 

volume final de 20 µL. A amplificação ocorreu nas seguintes condições: 

desnaturação inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de 95°C por 1 

minuto, pareamento a 58°C por 30 segundos e extensão a 72°C por 2 minutos; 

seguidos de um passo final de extensão a 72°C por 10 minutos. Os produtos 

amplificados foram separados em gel de agarose a 1% e visualizados sob luz 

UV.  

 

4.2.8 Sequenciamento das construções plasmidiais 

 

As construções plasmidiais foram submetidas a uma reação de 

sequenciamento para verificarmos se a inserção do minigene no vetor de 

expressão foi correta. 

Para realização do sequenciamento foram utilizados na reação cerca de 

400 ng da construção plasmidial, 5 pmoles de iniciadores específicos (Tabela 

3), 5 uL de Dye Terminator do kit DYEnamic ET Dye Terminator (GE 

Healthcare) para obtermos um volume final de 10 uL, de acordo com as 

instruções do fabricante.   
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A reação ocorreu da seguinte forma: desnaturação inicial a 95°C por 20 

segundos, seguida de 35 ciclos: 95°C por 20 segundos; pareamento a 56°C 

por 15 segundos; extensão a 60°C por 2 minutos. 

Posteriormente, foi feita a precipitação das reações de sequenciamento 

para eliminação dos nucleotídeos não incorporados de acordo com as 

instruções do fabricante (GE Healthcare).  A leitura foi feita em sequenciador 

automático ABI 3730 (Life Technologies) da plataforma de sequenciamento 

Sanger do CPqRR. As análises foram feitas no servidor Multalin (disponível 

em: http://multalin.toulouse.inra.fr/ - Corpet, F. 1988).  

 

Tabela 3: Iniciadores específicos utilizados na reação de PCR e sequenciamento 
para verificação da inserção correta dos minigenes nos vetores de expressão. 

INICIADOR  SEQUÊNCIA 

T7 senso
1

 5'taatacgactcactataggg3' 

T7 anti-senso
1

   5'gctagttattgctcagcgg3' 

pQE-9 senso
2

 5'cccgaaaagtgccacctg3' 

pQE-9 anti-senso
2

 5'gttctgaggtcattactgg3' 

 

1 
Iniciadores utilizados nas construções plasmidiais: pET-21-NS1EpI, pET-21-NS1EpII, pET-21-

NS1EpIII, pET-21-NS1EpIV, pET-21-ChimNS1, pET-21-EnvEpI, pET-21-EnvEpII, pET-21-
EnvEpIII, pET-21-EnvEpIV, pET-21-ChimEnv e pET 28 TEV-qDV. 
2 
Iniciadores utilizados na construção plasmidial pQE-9-qDV. 
 
 

4.2.9 Expressão das proteínas quiméricas por indução com IPTG 

 

A verificação da expressão das proteínas quiméricas foi feita pela 

indução com 0,75 mM de IPTG. Para isso, os clones selecionados foram 

inoculados em tubos cônicos de 50 mL, contendo 5 ml de meio LB líquido 

adicionados  de ampicilina (100 µg/mL) e/ou 25 ug/mL de kanamicina. As 

culturas foram incubadas a 37°C de um dia para o outro sob agitação a 200 

rpm em agitador orbital. No outro dia, 100 uL de cultura das bactérias 

transformadas com cada um dos clones, foram inoculados, em tubos cônicos 

de 50 mL, contendo 10 ml de meio LB líquido adicionado de ampicilina (100 

ug/mL) e/ou 25 ug/mL de kanamicina. As culturas foram incubadas a 37°C por 

cerca de 2 horas sob agitação a 200 rpm em agitador orbital até atingirem a 

densidade óptica (DO600) entre 0,4 e 0,6. Antes de induzir a expressão, foi 
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retirado em um tubo controle, 1 ml da cultura que foi centrifugado por 5 minutos 

a 14000 rpm. A expressão de proteínas foi induzida através da adição de 0,4 

mM a 1 mM de isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) ao meio a 37°C 

por cerca de 4 horas. Posteriormente, 1 ml da cultura foi centrifugada por 5 

minutos a 14000 rpm. Após centrifugação, o pellet bacteriano foi dissolvido em 

50-200 µL de tampão de amostra 2X (63 mM Tris HCl; 10% glicerol, 2% SDS, 

0.0025% azul de bromofenol; pH 6.8) e aquecido a 100°C por 5 minutos.  

Após a verificação da expressão das proteínas quiméricas, repetiu-se 

este processo, porém em larga escala, utilizando 500 mL de meio LB. 

 

4.2.10 Eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida a 10% para a verificação 

da expressão e purificação das proteínas recombinantes de 

interesse 

 

Tanto as expressões quanto as purificações foram analisadas por 

eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) 10% - 20%, 

realizada em um tampão Tris-glicina/SDS (Tris-Cl, 25 mM; glicina, 250 mM; 

SDS, 0,1%) e com uma voltagem de aproximadamente 100 V. Os geis foram 

corados com Coomassie blue (metanol, 50%; ácido acético, 10%; Coomassie 

blue, 0,25%) por 30 minutos e descorados com uma solução descorante 

(metanol, 45%; ácido acético, 10%) por cerca de 2 horas.  

 

 

4.2.11 Purificação das proteínas quiméricas por cromatografia de 

afinidade 

 

A purificação das proteínas quiméricas foi feita em condições 

desnaturantes. Após a indução da expressão, as células foram centrifugadas 

por 30 minutos, 3000 rpm a 4°C e ressuspendidas com um tampão de 

guanidina (NaH2PO4, 100 mM; Tris-Cl, 10 mM; GuCl, 6 M – pH=8) com volume 

correspondente a 10% do volume da cultura. O extrato bruto bacteriano foi 

centrifugado novamente por 2 h, a 3000 rpm a 15°C e o sobrenadante foi 

submetido a purificação por cromatografia de afinidade a temperatura 

ambiente, utilizando 3 mL de resina de níquel (Qiagen). A coluna foi então 
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lavada com o tampão de guanidina, citado acima, e posteriormente com um 

tampão de uréia (NaH2PO4, 100 mM; Tris-Cl, 10 mM; Uréia, 8 M – pH=8). Para 

terceira lavagem foi utilizado o mesmo tampão de uréia, mas com pH=6,3 e 

posteriormente com pH=5,9. A eluição foi feita utilizando este mesmo tampão, 

mas com o pH=4,5. 

 

4.2.12 Dosagem de proteínas por BCA 

 

Para dosagem das proteínas purificadas o kit BCA – Protein assay kit 

(PIERCE) que detecta de 20 a 2000 ug/mL de proteína foi utilizado seguindo as 

instruções do fabricante. Foram utilizados 25 ul de cada amostra a ser testada 

e a leitura foi feita a 562 nm utilizando um leitor de placas Spectra Max M5. As 

concentrações das amostras foram obtidas com base na curva padrão de BSA 

albumina bovina (BSA). 

 

4.3 Testes de reatividade das proteínas quiméricas com soros de 

indivíduos infectados e nunca infectados por DENV 

 

4.3.1 Amostras utilizadas  
 

A execução dos experimentos utilizando soros de indivíduos já 

infectados e nunca infectados pelo DENV foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da UFMG pelo número de parecer ETIC-172/99 (anexo 10.1). 

As amostras utilizadas para realização dos testes de reatividade das 

proteínas quiméricas foram cedidas para nosso grupo de pesquisa por 

diferentes instituições como pode ser visto na Tabela 4. 

 

 

 

 



56 

 

  

Tabela 4: Amostras utilizadas nos testes de reatividade das proteínas 
quiméricas com soros de indivíduos infectados e nunca infectados pelo 
DENV 

Amostra 
Número de 
amostras 
utilizadas 

Instituição 
fornecedora da 

amostra 

Experimento 
realizado com 
estas amostras 

Soro de indivíduos 
infectados pelo DENV 

IgM positivos 

4 (um de cada 
sorotipo do 
DENV) 

Fundação 
Ezequiel Dias 

Western blot 
(Item 4.3.2) 

Soro de indivíduos 
infectados pelo DENV 

IgG positivos 

4 (um de cada 
sorotipo do 
DENV) 

Centro de 
Pesquisas Aggeu 

Magalhães 

Western blot 
(Item 4.3.2) 

Pool de soros de 
pacientes já infectados 

pelo DENV 
1 

Universidade 
Federal de Minas 

Gerais  

ELISA 
(Item 4.3.3) 

Soro de paciente já 
infectado pelo DENV 1 

2 
Universidade 

Federal de Minas 
Gerais 

ELISA 
(Item 4.3.3) 

Soro de paciente já 
infectado pelo DENV 2 

2 
Universidade 

Federal de Minas 
Gerais 

ELISA 
(Item 4.3.3) 

Soro de paciente já 
infectado pelo DENV 3 

1 
Universidade 

Federal de Minas 
Gerais 

ELISA 
(Item 4.3.3) 

Soro de paciente já 
infectado pelo DENV 1, 

2 e 3 
1 

Universidade 
Federal de Minas 

Gerais 

ELISA 
(Item 4.3.3) 

Soros de pacientes 
nunca infectados pelo 

DENV 
3 

Universidade 
Federal de Minas 

Gerais 

ELISA e Western 
Blot 

 

4.3.2 Western blot 
 

A fim de testarmos a reatividade das proteínas contra anticorpos 

presentes em soro de pacientes infectados pelo DENV e de indivíduos 

saudáveis nunca infectados, foram realizados ensaios de Western blot. Para 

isso as proteínas quiméricas foram submetidas à eletroforese em gel 

desnaturante de poliacrilamida (SDS- PAGE) 10% em um tampão de Tris-

glicina-SDS (Tris,25mM; Glicina, 250mM; SDS, 0,1%) a 100V. 

Posteriormente, as proteínas foram transferidas para uma membrana de 

nitrocelulose (Qiagen), também por eletroforese a 300 mA, no gelo, com a 

utilização de uma solução gelada de transferência (Tris-Base, 25mM; Glicina, 

192mM; Metanol, 20%; SDS0,1%). Após a transferência, as membranas foram 

então bloqueadas com uma solução com leite em pó desnatado a 5% (Molico, 
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Nestlé). Após o bloqueio, as membranas foram incubadas, overnight a 4°C, 

com soros de pacientes infectados pelo DENV e de indivíduos saudáveis 

(Tabela 4) na diluição 1:200. As membranas foram então lavadas com TBS 

Tween (Tris- HCl, 1M; NaCl, 5M; Tween 20, 0,05%), e incubadas  por 1 

hora nessa mesma solução com anticorpo humano anti-IgG conjugado com 

fosfatase alcalina na diluição 1:30.000 (Anti-Human IgG (Fc specific) - Alkaline 

Phosphatase Sigma-A9544) ou anti IgM (Anti-Human IgM (c-chain specific) − 

Alkaline Phosphatase Sigma - A3437). Para revelação, foi utilizada a solução 

NBT/BCIP (Thermo Scientific) e a análise dos resultados foram feitas através 

da observação de bandas diferenciadas na membrana de nitrocelulose. 

 

4.3.3 ELISA 
 

Outro teste realizado para analise de reatividade das proteínas 

quiméricas foi o ensaio imunoenzimático de ELISA, com soros de indivíduos já 

infectados ou nunca infectados pelo DENV, gentilmente cedidos pela Dra. Erna 

Geessien Kroon do Laboratório de Vírus, Departamento de Microbiologia, 

Instituto de Ciências Biológicas, Universidade Federal de Minas Gerais. Para 

isso, após experimentos de análise de dose resposta de cada uma das 

proteínas testadas, uma placa de 96 poços foi sensibilizada a 4°C com 10 

ug/mL das proteínas NS1EpI, NS1EpIII, EnvEpII, EnvEpIII e qDV, diluídas em 

um tampão de carbonato (10 nM Na2C03, 10 nM NaHCO3) pH de 9,6. Cerca de 

18 h após a sensibilização, a placa foi lavada 3 vezes com PBS contendo 0,5% 

Tween 20 (Sigma-Aldrich) e foi bloqueada com uma solução de caseína 1%  

por 2h a temperatura ambiente. Os soros dos pacientes foram utilizados na 

diluição 1:50 (Tabela 4) na mesma solução de bloqueio e 100 uL dessas 

diluições foram adicionados em cada poço e incubados por 1h a temperatura 

ambiente. A placa foi lavada novamente da mesma forma que a lavagem 

anterior e, então, foi realizada uma segunda incubação de 1h, a temperatura 

ambiente, utilizando um conjugado enzimático anti-IgG humano ligado à 

enzima peroxidase na diluição de 1:70.000 (Anti-human IgG (whole molecule) – 

Peroxidase. Sigma A8667). O experimento foi revelado utilizando 3,3’,5,5’-

Tetrametilbenzidina (TMB). A reação foi interrompida com a adição de ácido 
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clorídrico 1M. A leitura da absorbância das reações foi realizada a 450 nm lidas 

em espectrofotômetro de microplacas Spectra Max M5 (Molecular Devices). 

 

4.4 Avaliação da imunogenicidade da proteína EnvEpII 

 

4.4.1 Obtenção dos animais experimentais  

 

A execução dos experimentos in vivo do presente trabalho foi aprovado 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) pelo número de 

licença LW-30/15 (anexo 2). 

Os camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6, machos, com idade 

de 8 a 9 semanas foram adquiridos no biotério de produção do Centro de 

Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ. 

Todos os experimentos in vivo foram realizados no biotério de 

experimentação do Centro de Pesquisas René Rachou/Fiocruz e os animais 

foram manuseados de acordo com o manual de ética em experimentação 

animal da instituição.    

 

4.4.2 Imunização de camundongos utilizando a proteína EnvEpII 

 

O experimento de imunização foi feito em duplicata utilizando um total de 

80 camundongos (20 da linhagem BALB/c e 20 da linhagem C57BL/6 em cada 

experimento). Optou-se pela realização dos experimentos em duas linhagens 

de camundongos diferentes, devido ao perfil de susceptibilidade/resistência de 

cada uma delas. Dessa forma, poderemos analisar qual modelo animal é mais  

apropriado para realização de futuros experimentos utilizando proteínas 

quiméricas do DENV.  

Para a realização da imunização de camundongos com a proteína 

EnvEpII, 20 camundongos, de cada linhagem, foram divididos em 4 grupos 

diferentes:  

•  Grupo PBS 

• Grupo EnvEpII 

•  Grupo Alúmem 
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•  Grupo Alú + EnvEpII  

Tanto os camundongos BALB/c quanto os C57BL/6 foram submetidos a 

um protocolo de três imunizações, com intervalos de 15 dias, como 

representado na Figura 7. Nas imunizações foram inoculados 100 ul de 

formulação vacinal, via subcutânea, no dorso do animal. A formulação vacinal 

continha, dependendo do grupo em questão: (i) 100 ul de PBS estéril (Grupo 

PBS); ou (ii) 10ug da proteína EnvEpII diluída em PBS estéril (Grupo EnvEpII); 

ou (iii) 30% (v/v) de alúmem Rehydragel L. V. (Reheis, Berkeley Heights) 

diluído em PBS estéril (Grupo Alúmen);  (iv) ou 30% (v/v) de alúmem 

Rehydragel L. V. com 10 ug da proteína EnvEpII (Grupo Alú+EnvEpII). Nos 

dias 0 e 37 foram realizadas coletas de sangue por via retro orbital para análise 

da resposta humoral. A eutanásia dos animais foi feita no dia 49 para coleta do 

baço e sangue e análise da resposta celular.  

 
 

Figura 7: Esquema da imunização com a proteína EnvEpII em camundongos das 
linhagens BALB/c e C57BL/6 para avaliação da resposta humoral e celular. 
Camundongos das duas linhagens foram divididos em 4 grupos diferentes: PBS;  

EnvEpII; Alúmem; Alú+EnvEpII (n=10 para cada grupo) sendo o  protocolo de 

imunização feito como descrito no item 4.4.2.  
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4.4.2.1 Avaliação da resposta humoral 

 

4.4.2.1.1 ELISA 

 

A produção de anticorpos nos animais imunizados foi verificada por meio 

de testes imunoenzimáticos (ELISA) realizados nos soros dos animais que 

tiveram seu sangue coletado nove dias após a última imunização. As placas 

Maxisorp® Nunc-Immuno de 96 poços foram sensibilizadas com 10 ug/mL da 

proteína EnvEpII diluída em tampão carbonato (10 nM Na2C03, 10 nM NaHCO3 

pH=9,6) de um dia para o outro a 4°C. No dia seguinte, as placas foram 

bloqueadas com soro fetal bovino (SFB) [Sigma Aldrich] 10% diluído em PBS 

(tampão fosfato 0,15M pH=7,2) por 2h a 37°C. As amostras de soro foram 

diluídas 1:200 em tampão de bloqueio e incubadas por 2h a 37°C. As placas 

foram então lavadas com PBS contendo 0,5% Tween 20 (Sigma-Aldrich) e em 

seguida com PBS puro. Posteriormente, foram adicionados os anticorpos 

secundários, diluídos em tampão de bloqueio, anti-IgG total (Anti-Mouse IgG – 

Peroxidase antibody produced in rabbit – Diluição: 1:10.000) [Sigma Aldrich], 

anti-IgG 1 (Goat Anti-Mouse IgG1-HRP – Diluição: 1:4.000) [Southern Biotech], 

anti-IgG2a (para BALB/c) [Goat Anti-Mouse IgG2a-HRP – Diluição: 1:4.000] 

[Southern Biotech] ou anti IgG2c (para C57BL/6) [Goat Anti-Mouse IgG2c-HRP – 

Diluição: 1:4000] [Southern Biotech] marcados com peroxidase e incubados por 

1h a 37°C . A reação foi revelada utilizando-se 3,3’,5,5’-Tetrametilbenzidina 

(TMB) [Sigma-Aldrich]. A reação foi interrompida com a adição de 50 uL de 

uma solução de H2SO4 a 2 M. A leitura da absorbância foi realizada a 450 nm  

em espectrofotômetro de microplacas (Spectra Max M5 - Molecular Devices). 

 

4.4.2.1.2 Soroneutralização 

4.4.2.1.2.1 Células BHK21 
 

Linhagem celular BHK21 é derivada de fibroblastos de rim de hamster 

Mesocricetus auratus neonato de um dia de idade. O cultivo das células BHK-

21 foi feito utilizando-se meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) 

suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) [Cultilab, Campinas] 

contendo 100 UI/mL de penicilina, 100 µg/mL de sulfato de estreptomicina e 
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0,25 µg/mL de anfotericina B (Gibco BRL) e incubação em estufa com 

atmosfera de 5% de CO2 a 37°C. Tais células foram utilizadas nos 

experimentos de titulação viral. Esta linhagem foi gentilmente cedida pela Dra. 

Erna Geessien Kroon do Laboratório de Vírus, Departamento de Microbiologia, 

Instituto de Ciências Biológicas, Universidade Federal de Minas Gerais. 

 

4.4.2.1.2.2  Dengue virus 
 

Neste trabalho utilizou-se o Dengue virus 3 (DENV-3), cedido pelo Dr. 

Flávio Fonseca com o título de 5,2x104 pfu/mL. Esta amostra viral foi isolada de 

pacientes com dengue do município de Ribeirão Preto – SP. 

 

4.4.2.1.2.3 Ensaio PRNT50 
 

Os soros dos camundongos imunizados com a proteína EnvEpII foram 

testados por soroneutralização para avaliar a presença de anticorpos 

neutralizantes anti-DENV-3. Os soros murinos foram aquecidos a 56 ºC por 30 

min para inativar o complemento, imediatamente antes do uso, e foram diluídos 

serialmente em meio DMEM nas razões de 1:10 a 1:160 para determinação do 

título de anticorpos neutralizantes. Para tal, 180 uL de uma suspensão de 

DENV-3  com cerca de 50 pfu de DENV, foram adicionadas a 180 µL da 

diluição do soro e incubados a temperatura ambiente por 1h sob agitação. Em 

seguida, 170 µL desta diluição foram adicionados à monocamada de cultura de 

células BHK-21 crescidas por 48h, em meio DMEM (Cultilab) com 5% de SFB. 

Além disso, 150 µL do mesmo DMEM (Cultilab) usado nas diluições, foram 

adicionados a uma câmara por placa para o controle de células. Depois da 

adsorção viral, o inóculo foi desprezado e, em seguida, foi adicionado 1 mL de 

meio 199 suplementado com antibióticos, 5% de SFB e 1% de CMC 

(carboximetilcelulose) [Sigma Aldrich]. As placas foram incubadas a 37°C em 

estufa com atmosfera de 5% de CO2 por 5 dias. Observações do efeito 

citopático viral ao microscópio foram feitas em intervalos de 24 horas. Após 

período de incubação, as células foram fixadas em solução de formaldeído a 

3,7% de um dia para o outro e coradas com solução de cristal violeta a 1% 

(p/v) em PBS. Cada soro foi testado em duplicata e as placas de lise foram 



62 

 

  

contadas para se obter a média do número observado nas duas câmaras. A 

presença de anticorpos neutralizantes foi determinada a partir da diluição em 

que houve, pelo menos, 50% de redução na infecção (soroneutralização de 

50%, PRNT50) quando comparado ao controle de vírus. 

 

4.4.2.2 Avaliação da resposta celular  

 

4.4.2.2.1 Cultura de esplenócitos  

 

Os baços dos camundongos imunizados foram coletados 49 dias após a 

primeira imunização para obtenção dos esplenócitos e avaliação da resposta 

celular contra a proteína EnvEpII. Os baços foram macerados em filtro de 70 

µm (Cell strainers – Falcon) para obtenção de uma suspensão de células que 

foram transferidas para tubos cônicos de 50 mL. Os tubos foram centrifugados 

por 10 min a 1300 rpm a 4°C, sendo o sobrenadante descartado. As hemácias 

presentes no pellet foram lisadas utilizando-se 9 mL de água destilada e 1 mL 

de PBS 10X.  Os tubos foram novamente centrifugados por 10 min a 1300 rpm 

a 4°C, o sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido em 1 mL de meio 

RPMI 1640 (Invitrogen). Os esplenócitos foram contados utilizando-se o 

contador automático Countess® Cell Counting Chamber Slides (Invitrogen). 

Os esplenócitos (1 x 106 células/mL) foram, então, plaqueados em 

placas de cultura de 96 poços com fundo em “U” (Becton Dickinson - BD), e no 

volume final de 200 uL por poço. Cada poço foi adicionado ou não da proteína 

EnvEpII, na concentração de 2 cg/poço, em meio RPMI 1640 (Invitrogen) 

suplementado com 10% de SFB inativado (Sigma Aldrich), 3% de solução de 

antibiótico/antimicótico (Invitrogen) e 2 mM de L-glutamina (Sigma Aldrich). As 

placas foram incubadas a 37oC e atmosfera de 5% de CO2 por 6 h, 16 h ou 24 

h.  
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4.4.2.2.2 Imunofenotipagem por citometria de fluxo  

 

O ensaio de imunofenotipagem celular foi realizado seguindo protocolo 

previamente publicado (Belkaid, 2008). Após incubação de 6, 16 e 24 horas 

das culturas, as placas foram centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos a 4°C e 

após o sobrenadante foi coletado e armazenado a -70°C. Posteriormente, 20 

cL de Fc blocking solution (BSA a 2%) foram adicionados por poço. A BSA tem 

a função de bloquear a porção Fc dos anticorpos e diminuir a possibilidade de 

ligações inespecíficas. Após 30 min de incubação a 37°C com a BSA, foram 

adicionados à suspensão celular, os anticorpos monoclonais, diluídos em 

tampão fosfato 0,015 M, pH 7,2; 0,5% BSA (PBS-wash), específicos para 

moléculas de superfície celular para avaliação de células T (CD3) e suas 

subpopulações (CD4 e CD8). A ativação celular de linfócitos, determinada pela 

presença da molécula CD25, também foi avaliada, assim como a molécula 

CD74. As especificações dos anticorpos utilizados estão descritas na Tabela 5. 

Após incubação por 30 min a 4°C, as células foram lavadas duas vezes com 

PBS-wash. Por fim, o sobrenadante foi descartado e as células fixadas com 

solução fixadora (formaldeído a 2%; pH 7,2). As células foram analisadas em 

citômetro de fluxo FACSFortessa (Becton Dickinson), selecionando-se a 

fluorescência das populações de linfócitos. Cem mil eventos foram adquiridos. 

Controles isotípicos foram utilizados em todos os experimentos. 
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Tabela 5: Anticorpos utilizados para imunofenotipagem celular 

Marcador Fluorescência  Clone Atividade 

CD3             
(BD Horizon) 

BV605 145-2c11 Identificação de linfócitos T 

CD4         
(Biolegend) 

PerCP-Cy5.5 RM4-4 
Identificação de linfócitos T 

auxiliares 

CD8             
(BD Horizon) 

PE-CF594 53-6.7 
Identificação de linfócitos T 

citotóxicos 

CD25            
(BD Pharmigen) 

PE PC61 

Receptor de cadeia α de lL-2 em 

linfócitos; molécula importante na 

ativação intermediária de linfócitos 

CD74            
(BD Pharmigen) 

FITC In-1 

Co-receptor de MIF (Fator de 

inibição de migração de 

macrófagos) 

 

4.4.2.2.3 Avaliação do padrão de citocinas nos sobrenadantes de cultura 

por citometria de fluxo 

 

Os níveis de citocinas dos sobrenadantes de cultura estimuladas ou não 

com a proteína EnvEpII no tempo de 24 h foram quantificados utilizando-se o 

BD Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit, (Becton 

Dickinson), que emprega uma mistura de 7 esferas de poliestireno, de 

intensidades de fluorescência distintas, recobertas com anticorpos específicos 

para as citocinas de camundongos detectadas no canal de fluorescência 3 

(FL3). A utilização de uma mistura de esferas permite a avaliação simultânea 

de diversas citocinas de interesse no mesmo ensaio, empregando-se pequenos 

volumes de amostra. 

Nesse estudo, a metodologia sugerida pelo fabricante foi modificada 

conforme descrito a seguir: em uma placa de 96 poços de fundo “U” (Becton 

Dickinson) 25µL do sobrenadante de cultura de esplenócitos, previamente 

centrifugados, foram adicionados em seus respectivos poços. Alíquotas de 25 
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uL dos padrões de citocinas foram submetidas à diluição seriada com o 

diluente G (solução diluente tamponada), em tubos de poliestireno de 5 mL, 

para que ficassem nas seguintes concentrações:  

•  “Top standard” (TS) – 5000 pg/mL 

•  1:2 – 2500 pg/mL 

•  1:4 – 1250 pg/mL 

•  1:8 – 625 pg/mL  

•  1:16 – 312,5 pg/mL 

•  1:32 – 156 pg/mL 

•  1:64 – 80 pg/mL 

•  1:128 – 40 pg/mL 

•  1:256 – 20 pg/mL 

•  Controle negativo: 25 uL de diluente G apenas  

Além dos sobrenadantes de cultura, os padrões também foram 

transferidos para a placa de 96 poços. Posteriormente, 15 uL da mistura de 

esferas de captura, marcadas com anticorpos monoclonais anti-IFN-γ, TNF-α, 

IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17 foram transferidos para a placa destinados ao 

controle negativo e às amostras a serem testadas. Posteriormente, foram 

adicionados 17 uL de um coquetel de anticorpos monoclonais marcados com 

ficoeritrina (PE) (Human Inflammation PE Detection Reagent) em cada um dos 

poços e as misturas foram incubadas por 3h, à temperatura ambiente, ao 

abrigo da luz e sob agitação em um agitador orbital de placas a 170 rpm. Após 

a incubação, as esferas de captura foram lavadas com 160 uL da solução 

“Wash Buffer” e centrifugadas a 400xg, por 10 minutos a 18°C. 

Cuidadosamente, o sobrenadante foi descartado. Após a incubação, foram 

adicionados 200µL de solução “Wash Buffer”, para ressuspensão das esferas e 

posterior leitura das amostras no citômetro de fluxo FACScan® (BD).  

Inicialmente, para a análise dos dados, as microesferas foram separadas 

em gráficos de distribuição pontual FL3 x FL2, onde as sete esferas com 

intensidades de fluorescência distintas ocuparam posições específicas ao 

longo do eixo Y (FL3). A análise do deslocamento das esferas ao longo do eixo 

X (FL2) foi empregada como variável proporcional à concentração de cada 

citocina presente na amostra (Figura 8A e 8B).  
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Figura 8: Representação esquemática da análise de citocinas presentes no soro 
de camundongos, através do ensaio de CBA. 
A: Discriminação das microesferas conjugadas com anticorpos monoclonais de 

captura de citocinas com diferentes intensidades de fluorescência, posicionadas em 

regiões específicas ao longo do eixo Y (FL3) em gráficos de distribuição pontual 

FL2xFL3. B: Histograma das microesferas, ao longo do eixo X (FL2) em gráficos de 

distribuição pontual FL2xFL3, proporcional à concentração de cada citocina presente 

nas amostras.  

 

4.5 Análise estatística  
 

Para análise dos resultados obtidos nos experimentos para avaliação da 

imunogenicidade da proteína EnvEpII em camundongos, a análise estatística 

foi realizada a partir do teste não paramétrico ANOVA- seguido de Tukey, com 

o objetivo de detectar diferenças entre as médias dos grupos estudados. O 

nível de significância definido foi de p<0,05 e todas as análises foram 

realizadas utilizando-se o Software GraphPad Prism 5.0 (San Diego, CA). 

A 

B 



67 

 

  

5 RESULTADOS 
 

5.1 Obtenção dos clones produtores das proteínas quiméricas utilizadas 
no estudo 

 

Os minigenes correspondentes a cada uma das proteínas quiméricas 

produzidas foram sintetizados comercialmente e foram fornecidos clonados no 

vetor pUC57 (sítios de restrição: BamHI e HindIII). Assim, para as 

subclonagens nos vetores de expressão, as construções em pUC57 foram 

digeridas com as enzimas de restrição BamHI e HindIII, para a liberação do 

fragmento (minigene) permitindo assim as suas respectivas subclonagens nos 

vetores pQE-9, pET 28 TEV ou pET-21 (coluna 3 da Tabela 6). Os fragmentos 

(minigenes) purificados foram ligados aos vetores pQE-9, pET 28 TEV ou pET-

21, previamente digeridos com as mesmas enzimas, utilizando-se a enzima T4 

DNA ligase como descrito no item 4.2.4 de Materiais e Métodos. 
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Tabela 6: Identificação das proteínas produzidas. 

1. Identificação 
da proteína 

2. Identificação após 
clonagem em vetor de 

expressão  

3. Tamanho do 
minigene (pb) 

4. Tamanho do amplificado 
para confirmação da clonagem 

qDV 
pQE-9-qDV 

pET 28 TEV-qDV 
1400 

Confirmação realizada por 
digestão 

NS1EpI          pET-21-NS1EpI 261 446 

NS1EpII         pET-21-NS1EpII 372 557 

NS1EpIII         pET-21-NS1EpIII 402 587 

NS1EpIV         pET-21-NS1EpIV 288 473 

ChimNS1        pET-21-ChimNS1 342 527 

EnvEpI          pET-21-EnvEpI 384 569 

EnvEpII         pET-21-EnvEpII 510 695 

EnvEpIII         pET-21-EnvEpIII 399 584 

EnvEpIV         pET-21-EnvEpIV 384 569 

ChimEnv        pET-21-ChimEnv 429 614 

 

Os produtos de ligação (coluna 2 da Tabela 6) foram utilizados para 

transformar quimicamente bactérias E. coli da linhagem BL21, no caso dos 

vetores pET-21 ou pET-28 TEV ou bactérias E. coli M15 no caso do vetor pQE-

9. A seleção dos clones transformantes foi realizada meio LB contendo 

ampicilina (BL21+pET-21), ampicilina+kanamicina (M15+pQE-9) ou kanamicina  

(BL21+pET-28 TEV). A verificação da presença dos insertos de interesse nos 

clones transformanates, foi feita através da escolha aleatória de algumas 

colônias que foram crescidas para realização de PCR ou terem seus 

respectivos plasmídios extraídos para digestão plasmidial.  

Para a confirmação da presença do inserto por digestão, os plasmídios 

obtidos (pET 28 TEV-qDV e pQE-9-qDV) foram digeridos com as enzimas 

BamHI e HindIII. A Figura 9 mostra um gel de agarose a 1% representativo dos 

diversos experimentos para clonagens realizadas. Na Figura 9A, observamos a 

liberação de um fragmento de 1400 pb indicado pela seta branca referente ao 

inserto qDV sendo liberado do plasmídio pUC57. Este fragmento foi purificado 
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e utilizado nos experimentos de subclonagem em vetores de expressão. Nas 

canaletas 3 a 5 e 8 a 10 (setas brancas) pode-se verificar a liberação do 

fragmento de 1400 pb, correspondente ao minigene qDV, clonado nos vetores 

de expressão pET 28 TEV e pQE-9, respectivamente.   

 

 

Figura 9: Clonagem do minigene qDV nos plasmídios pET 28 TEV e pQE-9. 
Gel de agarose a 1% corado com GelRed (Biotium) e visualizado em transiluminador 
UV, representativo dos diversos experimentos para a clonagem do minigene qDV nos 
vetores de expressão. A: Canaletas (1) pUC57-qDV não digerido; (2) pUC57-qDV 
digerido com BamHI e HindIII. B: Canaletas (1) pET 28 TEV sem inserto e não 
digerido; (2) pET 28 TEV-qDV não digerido; (3 a 5) pET 28 TEV-qDV obtido de três 
colônias diferentes digerido com BamHI e  HindIII; (6) pQE-9 sem inserto e não 
digerido; (7) pQE-9-qDV não digerido; (8 a 10) pQE-9-qDV obtido de três colônias 
diferentes digerido com BamHI e  HindIII. As bandas de aproximadamente 1400 pb, 
indicada pelas setas brancas, corresponde ao minigene qDV. As bandas com 
tamanhos moleculares variando entre 1,5 e 6 Kb correspondem aos vetores utilizados 
para as clonagens. PM: Padrão de tamanho molecular (1Kb High Range DNA ladder  
(Fermentas). 

A confirmação da presença do inserto nos clones transformantes das 

demais construções plasmidiais foi feita pela PCR utilizando-se iniciadores 

específicos (Tabela 3).  

A Figura 10 mostra um gel de agarose a 1% representando os tamanhos 

dos amplificados obtidos por PCR para as subclonagens realizadas utilizando-

se os vetores de expressão que tinham como inserto uma sequência com 

epítopos para proteína NS1. Como mostrado na coluna 4 da Tabela 6, os 

amplificados possuem tamanhos que variam de 440 pb a 590 pb.   
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Figura 10: Confirmação da presença dos insertos (minigenes) que codificam 
para proteínas quiméricas contendo epítopos para NS1.  
As culturas dos clones bacterianos da linhagem BL21 transformados com as 

construções plasmidiais pET-21-NS1EpI (A), pET-21-NS1EpII (B), pET-21-NS1EpIII 

(C), pET-21-NS1EpIV (D) e ChimNS1 (E) foram submetidas a PCR para a verificação 

da presença do inserto que codificam para cada uma das proteínas quiméricas. Os 

números 1 a 10 representam cada colônia selecionada. As colônias indicadas com 

uma seta vermelha foram selecionadas para continuação dos experimentos. PM: 

padrão de peso molecular Mass Ruler DNA Ladder Mix 80 – 10000 pb.  
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Para os vetores de expressão que receberam como inserto uma 

sequência com epítopos para proteína E, a confirmação da presença do 

mesmo também foi realizada por PCR. A Figura 11 representa os amplificados 

obtidos após a utilização de iniciadores específicos para os vetores de 

expressão clonados com os insertos de interesse. Foram observadas bandas 

que variam de 480pb a 700pb (Coluna 4 da Tabela 6).   

 

Figura 11: Confirmação da presença de inserto que codificam para proteínas 
quiméricas que contém epítopos para E por PCR. 
As culturas dos clones bacterianos da linhagem BL21 transformados com as 

construções plasmidiais pET-21-EnvEpI (A), pET-21-EnvEpII (B), pET-21-EnvEpIII (C), 

pET-21-EnvEpIV (E) e ChimEnv (D) foram submetidas a PCR para a verificação da 

presença do inserto que codificam para cada uma das proteínas quiméricas. Os 

números 1 a 10 representam cada colônia selecionada. As colônias indicadas com 

uma seta vermelha foram selecionadas para continuação dos experimentos. PM: 

padrão de peso molecular Mass Ruler DNA Ladder Mix 80 – 10000 pb.  
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Outra metodologia que utilizada para confirmar a correta inserção dos 

insertos nos vetores de expressão e verificar a presença alguma mutação nas 

suas respectivas sequências, foi o sequenciamento automático de DNA com 

iniciadores específicos (Tabela 3).  

O alinhamento utilizando-se o servidor Multalin, mostrou que os 

minigenes foram corretamente inseridos e que não havia ocorrido mutações. 

 

5.2 Produção das proteínas quiméricas  
 

As proteínas quiméricas, utilizadas neste estudo, foram produzidas em 

sistema procarioto utilizando-se a bactéria E.coli, linhagem BL21 ou M15, 

transformadas com os vetores de expressão pQE-9, pET 28 TEV ou pET-21 

contendo os minigenes, que codificam para as proteínas de interesse sendo a 

indução da expressão proteica feita pela adição de IPTG.   

A Figura 12 mostra um gel representativo da expressão da proteína 

quimérica qDV, utilizando dois vetores de expressão diferentes: o pQE-9 e o 

pET 28 TEV. Na Figura 12A, observa-se a expressão de uma proteína de 

aproximadamente 53 KDa (seta branca) correspondente a 50 KDa da proteína 

quimérica qDV, contendo uma cauda composta por seis resíduos de histidina 

em sua porção C-terminal, quando bactérias da linhagem M15 foram 

transformadas com o plasmídio pQE-9-qDV. Da mesma forma, na Figura 12B, 

nota-se a expressão de uma proteína com aproximadamente 53 KDa referente 

proteína quimérica qDV contendo uma cauda composta por seis resíduos de 

histidina em sua porção N e C- terminal, quando bactérias da linhagem BL21 

foram transformadas com o plasmídio pET 28 TEV-qDV.     
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Figura 12: Verificação da expressão da proteína quimérica qDV.  
Estão mostrados geis representativos de eletroforese em gel SDS-PAGE dos lisados 

de culturas dos clones bacterianos da linhagem M15 e BL21 transformados, 

respectivamente, com os vetores de expressão pQE-9 (A) e pET 28 TEV (B) contendo 

o inserto que codifica a proteína qDV foram induzidos com 0,75 mM de IPTG por 4 

horas. Os resultados foram visualizados através de eletroforese em gel SDS-PAGE a 

10% corado com Coomass ie  Blue . Em A e B, a canaleta 1 representa os controles não 

induzidos por IPTG, enquanto que a canaleta 2 representa a expressão da proteína 

qDV (setas pretas) após indução com IPTG. PM: Padrão de Peso Molecular 

(PageRule r Unsta ined Broad Range  Prote in Ladde r). 

 

 

A Figura 13 mostra um gel representativo das expressões das proteínas 

NS1EpI, NS1EpII, NS1EpIII, NS1EpIV, ChimNS1, EnvEpI, EnvEpII, EnvEpIII, 

EnvEpIV e ChimEnv em pET-21 onde são observadas bandas que variam de 

13 KDa a 21 KDa (Tabela 2 – página 43), resultante do tamanho de cada 

proteína quimérica produzida contendo uma cauda composta por seis resíduos 

de histidina em sua porção C-terminal. 
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Figura 13: Verificação da expressão das proteínas quiméricas NS1EpI, NS1EpII, 
NS1EpIII, NS1EpIV, ChimNS1, EnvEpI, EnvEpII, EnvEpIII, EnvEpIV, ChimEnv.  
Estão mostrados géis representativos de eletroforese em gel SDS-PAGE dos lisados 

de culturas dos clones bacterianos da linhagem BL21 transformados com o vetor de 

expressão pET-21, contendo o inserto que codificam as proteínas quiméricas, que 

foram induzidos com 0,75 mM de IPTG por 4 horas. Os respectivos lisados 

bacterianos foram submetidos a eletroforese em gel SDS-PAGE a 20%, corado com 

Coomass ie  Blue . As canaletas 2, 4, 6, 7, 9, 11, 14, 15, 17 e 19 representam os 

controles não induzidos por IPTG, enquanto as canaletas 1, 3, 5, 8, 10, 12, 13, 16, 18 

e 20 representam a expressão de cada proteína quimérica (setas pretas) após indução 

com IPTG. PM: Padrão de Peso Molecular (Page  Rule r Plus  Pre sta ined Prote in 

Ladde r). 
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A Figura 14 demonstra a purificação realizada por cromatografia de 

afinidade, em resina de níquel, das 11 proteínas quiméricas utilizadas no 

estudo. Tamanhos diferentes das proteínas quiméricas que variam de 13 kDa 

(NS1EpI) a 50 KDa (qDV) foram visualizados como esperado (Tabela 2 – 

página 43). Observa-se que algumas das proteínas apresentaram uma maior 

pureza e quantidade (NS1EpI, NS1EpIII) do que outras (EnvEpI, ChimNS1).    

 
 

Figura 14: Gel representativo das 11 proteínas quiméricas purificadas por 
cromatografia de afinidade em resina de níquel. 
O precipitado de culturas bacterianas induzidas por IPTG para a produção de 

proteínas quiméricas foi lisado, clarificado e adicionado à coluna de níquel. Este gel 

representa a eluição das proteínas utilizando um tampão de Uréia com pH 4,5 e 

podemos observar bandas que variam de 13 a 50 KDa, referente aos diferentes 

tamanhos de cada proteína. A análise da purificação das proteínas quiméricas foi feita 

em SDS-PAGE 20% corado com Coomass ie  blue . Padrão de peso molecular: 

Precis ion P lus Prote in Dua l Color S tandards . 
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5.3 Testes de reatividade das proteínas quiméricas com soros de 
pacientes infectados e não infectados por DENV 

 

5.3.1 Western blot 
 

A fim de testarmos a reatividade das proteínas quiméricas contra 

anticorpos presentes em soros de indivíduos infectados pelo DENV e de 

indivíduos saudáveis nunca infectados, foram feitos ensaios de Western Blot 

com soros disponibilizados pela Fundação Ezequiel Dias e pelo Centro de 

Pesquisas Aggeu Magalhães (Tabela 4 – página 54) . 

A Figura 15 representa uma membrana de nitrocelulose revelada com 

NBT/BCIP contendo 10 ug da proteína qDV após incubação com soros de 

pacientes que já foram infectados pelo DENV-1, DENV-2, DENV-3 ou DENV-4. 

Como controle negativo utilizamos soros de individuos nunca infectados. A 

proteína quimérica foi reconhecida pelos anticorpos, tanto IgM quanto IgG, 

presentes nos soros de pacientes já infectados pelo DENV-1, DENV-2, DENV-3 

ou DENV-4. Entretanto, soros de indíviduos nunca infectados pelo DENV, 

também foram capazes de reconhecer de maneira mais fraca a proteína qDV.  

 

Figura 15: Ensaio de Western blot para análise da reatividade da proteína qDV 
com anticorpos presentes em soros de pacientes infectados e não infectados 
pelo DENV. 
A membrana mostrada acima contendo 10ug da proteína qDV foi incubada com soros 

de pacientes infectados pelo DENV1-4 e nota-se que os anticorpos presentes nos 

soros dos pacientes infectados foram capazes e reconhecer a proteína quimérica. 

Como controle negativo (C-) utilizamos soro de pacientes nunca infectados. 2°: 

controle apenas com anticorpo secundário.    
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As outras dez proteínas quiméricas, NS1EpI, NS1EpII, NS1EpIII, 

NS1EpIV, ChimNS1, EnvEpI, EnvEpII, EnvEpIII, EnvEpIV, ChimEnv, também 

foram submetidas a ensaios de Western blot para análise de reatividade com 

soros de pacientes infectados e nunca infectados. Entretanto, nenhuma delas 

foi reconhecida por anticorpos presentes nos soros testados (resultados não 

apresentados). 

 

5.3.2 ELISA 
 

Outro experimento realizado para testar a reatividade das proteínas 

quiméricas contra anticorpos presentes em soros de pacientes infectados pelo 

DENV e de pacientes saudáveis nunca infectados, foi o ELISA. Para isso, 

foram escolhidas as 5 proteínas quiméricas mais puras e obtidas em maiores 

quantidades (EnvEpII, EnvEpIII, qDV, NS1EpI e NS1EpIII). O experimento foi 

feito sensibilizando-se a placa de ELISA com 100 ng/poço das proteínas 

quiméricas EnvEpII, EnvEpIII, qDV e com 200 ng/poço das proteínas NS1EpI e 

NS1EpIII. 

Primeiramente, testamos as proteínas com um pool de soros positivos 

de indivíduos sabidamente infectados por algum sorotipo do DENV (Tabela 4 – 

página 54). Como controle negativo, utilizamos o soro de um indivíduo nunca 

infectado com DENV. Além disso, foi utilizada a proteína E inteira do DENV-1 

como controle do experimento, indicado no gráfico como “Controle”. A Figura 

16 mostra que todas as 5 proteínas foram reconhecidas por anticorpos 

presentes em soros de pacientes infectados com DENV, sendo que as 

proteínas EnvEpI, EnvEpIII e qDV apresentaram uma maior reatividade ao 

serem comparadas com as proteínas NS1EpI e NS1EpIII.  
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Figura 16: Ensaio de ELISA para análise da reatividade das proteínas NS1EpI, 
NS1EpIII, EnvEpII, EnvEpIII e qDV com anticorpos presentes em soros de 
indivíduos infectados e não infectados pelo DENV. 
Leitura da densidade óptica a 450 nm do reconhecimento das proteínas NS1EpI, 

NS1EpIII, EnvEpII, EnvEpIII e qDV por pool de soros de pacientes já infectados pelo 

DENV e de pacientes nunca infectados através do ensaio imunoenzimático ELISA.  
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 Para análise da reatividade das proteínas quiméricas com soros 

específicos para o DENV-1, DENV-2 e DENV-3, optamos por testar as que 

apresentaram uma maior reatividade com o pool de soros positivos, a saber: 

proteínas EnvEpI, EnvEpIII e qDV. Para isso foram utilizados 2 soros de 

indivíduos que já foram infectados pelo DENV-1, 2 soros de indivíduos 

infectados pelo DENV-2, 1 soro de um indivíduo infectado pelo DENV-3 e um 

soro de um indivíduo que já foi infectado pelos DENV-1, DENV-2 e DENV-3.  

 A figura 17 mostra que as proteínas EnvEpII e EnvEpIII apresentaram 

uma maior reatividade para os soros de indivíduos já infectados pelo DENV-1 

(Figura 17 A e B, respectivamente), enquanto que a qDV apresentou uma 

maior reatividade para o soro do indivíduo já infectado pelos DENV-1, DENV-2 

e DENV-3 (Figura 17C). Enquanto que para os soros de pacientes infectados 

pelo DENV-2 e 3, a reatividade foi baixa para todas as proteínas testadas.    

 

Figura 17: Análise da reatividade das proteínas EnvEpII, EnvEpIII e qDV com 
soros de pacientes infectados pelo DENV 1, 2 e/ou 3 por ELISA. 
Leitura da densidade óptica a 450 nm do reconhecimento das proteínas EnvEpII (A), 

EnvEpIII (B) e qDV (C)  por soros de indivíduos infectados pelo DENV e de indivíduos 

nunca infectados através do ensaio imunoenzimático ELISA. DENV 1.1 e DENV 1.2: 

indivíduos que já foram infectados pelo DENV-1. DENV 2.1 e DENV 2.2: indivíduos 

que já foram infectados pelo DENV-2. DENV-3: indivíduo que já foi infectado pelo 

DENV-3. DENV 1, 2, 3: indivíduo que já foi infectado pelos DENV-1, DENV-2 e DENV-

3. Controle -: indivíduo nunca infectado. 
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5.4 Avaliação da resposta humoral de camundongos BALB/c e C57BL/6 
imunizados com a proteína EnvEpII 

 

5.4.1 ELISA 
 

Com o objetivo de avaliar a capacidade de ativar células B através da 

produção de anticorpos induzida pela proteína quimérica EnvEpII, 

camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6 foram imunizados de acordo 

com o protocolo descrito no item 4.4.2 de Material e Métodos. Para isso, as 

amostras de soro coletadas 37 dias após a primeira imunização foram 

utilizadas para realização de ensaios de ELISA, para detecção dos anticorpos 

IgGTotal, IgG1, IgG2c e IgG2a. 

A Figura 18 mostra os resultados obtidos após a imunização de 

camundongos da linhagem BALB/c. Os títulos dos anticorpos IgGTotal (Figura 

18A), IgG1 (Figura 18B) e IgG2a (Figura 18C) dos dois grupos que foram 

imunizados com a proteína EnvEpII, associada ou não ao adjuvante Alúmem, 

foram significativamente maiores quando comparados aos grupos controle PBS 

e Alúmem (p ≤ 0,001).   
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Figura 18: Avaliação da resposta humoral de camundongos BALB/c imunizados 
com a proteína EnvEpII. 
Gráficos dos valores de absorbância apresentados pelas amostras de soro dos 

camundongos BALB/c 37 dias após a primera imunização, mostrando a produção de 

anticorpos IgGTotal (A), IgG1 (B) e IgG2a (C) nos quatro grupos: PBS: animais 

imunizados com PBS; EnvEpII: animais imunizados com 10 ug da proteína quimérica 

EnvEpII diluída em PBS; Alúmem: animais imunizados com Alúmem diluído em PBS; 

Alú+EnvEpII: animais imunizados com Alúmem e 10 ug da proteína EnvEpII. Dados 

representados como média e desvio padrão da média (SEM). ***, p ≤ 0,001.  
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Os dados da Figura 19 mostram os resultados da produção dos anticorpos 

IgGTotal (Figura 19A), IgG1 (Figura 19B) e IgG2c (Figura 19C) após a imunização 

de camundongos da linhagem C57BL/6. 

A reatividade dos anticorpos IgGTotal e IgG2c contra a proteína EnvEpII, foi 

expressa em absorbância na Figura 19A e C, respectivamente. Novamente, foi 

observado que os dois grupos que form imunizados com a proteína EnvEpII, 

associada ou não ao adjuvante Alúmem, apresentaram uma produção de 

anticorpos significativamente maior quando comparado aos grupos controle 

PBS e Alúmem (p ≤ 0,001).   

A avaliação dos dados de IgG1 mostrou um aumento significativo da média 

dos valores de densidade óptica deste anticorpo em animais que foram 

imunizados com a proteína EnvEpII associada ao adjuvante (Grupo 

Alú+EnvEpII) quando comparado aos grupos PBS, Alúmen e EnvEpII (p ≤ 

0,001; p ≤ 0,001; p ≤ 0,01, respectivamente). 

 

 

 

 

 

 



83 

 

  

 

Figura 19: Avaliação da resposta humoral de camundongos C57BL/6 imunizados 
com a proteína EnvEpII. 
Gráficos dos valores de absorbância apresentados pelas amostras de soro dos 

camundongos C57BL/6 37 dias após a primera imunização, mostrando a produção de 

anticorpos IgGTotal (A), IgG1 (B) e IgG2c (C) nos quatro grupos: PBS: animais 

imunizados com PBS 1X; EnvEpII: animais imunizados com 10 ug da proteína 

quimérica EnvEpII diluída em PBS; Alúmem: animais imunizados com Alúmem diluído 

em PBS; Alú+EnvEpII: animais imunizados com Alúmem e 10 ug da proteína EnvEpII. 

Dados representados como média e desvio padrão da média (SEM). ***, p≤0,001; **, 

p≤0,01. 
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5.4.2 Ensaio de soroneutralização 
 

Para análise da produção de anticorpos neutralizantes anti-DENV 

produzidos pelos camundongos BALB/c e C57BL/6 imunizados, foi realizado o 

ensaio de soroneutralização com o pool de soros coletados 37 dias após a 

primeira imunização dos diferentes grupos avaliados. Para isso, as amostra de 

soro de cada grupo foi diluída serialmente de 1:10 a 1:160 e cada diluição 

testada contra o DENV-3.   

A Figura 20 demonstra a formação de placas causadas pelo DENV-3 em 

células BHK-21.    

 

Figura 20: Efeito citopático do DENV-3 em células BHK-21 verificado em um 
ensaio de soroneutralização 
A: Células BHK-21 com aproximadamente 90% de confluência foram utilizadas como 

controle de células sem infecção pelo DENV-3. B: Células BHK-21 adicionadas de 

aproximadamente 50 pfu do DENV-3 foram utilizadas como o controle de vírus. C: 

Início da formação de placas causadas pelo DENV-3 em poços que já possuíam as 

amostras de soro diluídas. D: Placas formadas em poços que já possuíam as 

amostras de soro diluídas. Aumento de 40X.  
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A Figura 21 mostra os resultados dos ensaios de soroneutralização do 

pool de soros coletados de camundongos da linhagem C57BL/6 imunizados 

com a proteína EnvEpII associada ao adjuvante Alúmem. A presença de 

anticorpos neutralizantes foi determinada a partir da diluição em que houve, 

pelo menos, 50% de redução o número de placas de lise (soroneutralização de 

50%, PRNT50) quando comparada ao controle de vírus. Na diluição de 1:10 foi 

observada uma redução de 54% no número de placas quando comparado ao 

controle de vírus. Com relação aos outros grupos da linhagem C57BL/6 e aos 

animais da linhagem BALB/c não foi observada redução do número de placas 

de lise após incubação com o soro dos animais, ou, na maioria deles, houve 

destruição total da monocamada de células pelo vírus.   

 

Figura 21: Ensaio de soroneutralização para análise da presença de anticorpos 
neutralizantes anti-DENV-3 em pool de soros de camundongos C57BL/6 
imunizados com a proteína EnvEpII associada ao Alúmem. 
O ensaio de soroneutralização foi realizado com diferentes diluições do pool de soros 

de camundongos imunizados com a proteína EnvEpII e a presença de anticorpos 

neutralizantes foi determinada a partir da diluição em que houve, pelo menos, 50% de 

redução na infecção (soroneutralização de 50%, PRNT50) quando comparado ao 

controle de vírus.   
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5.5 Avaliação da resposta celular de camundongos BALB/c e C57BL/6 
imunizados com a proteína EnvEpII 

 

Os esplenócitos dos camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6 

foram coletados 49 dias após a primeira imunização para análise da resposta 

celular através de imunofenotipagem por citometria de fluxo. A expressão de 

marcadores de superfície celular presentes nas células dos camundongos 

imunizados foi avaliada após cultura não estimulada e estimulada pela proteína 

EnvEpII nos tempos 6 h, 16 h e 24 h. Como nenhuma diferença foi observada 

após estimulação antigênica específica, optou-se por mostrar os resultados 

apenas da cultura não estimulada.   

A Figura 22 mostra o número de linfócitos TCD3+ (marcador de linfócito T) 

por valor absoluto (total de leucócitos x percentual- mm3), nos diferentes 

tempos de cultura 6 h, 16 h e 24 h em camundongos BALB/c. Os dados 

mostram que após 16 h de cultura (Figura 22B), o número de células CD3+ por 

mm3 do grupo de camundongos que foi imunizado com a proteína EnvEpII 

associada ao adjuvante Alúmem foi significativamente maior comparado aos  

outros três grupos de animais (p≤0,001). Observamos também que no tempo 

de 16 h, o grupo Alúmem apresentou maior expressão dessas células do que o 

grupo controle PBS (p ≤ 0,05). Nos tempos 6 h e 24 h (Figura 22A e 22C) não 

houve diferença estatística no valor absoluto dessas populações de células 

CD3+ em camundongos BALB/c. 
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Figura 22: Valor absoluto de células CD3+ (mm3) após 6h, 16h e 24h de cultura de 
esplenócitos de camundongos BALB/c imunizados com a proteína quimérica 
EnvEpII. 
O valor absoluto de células CD3+ (mm3) foi analisado por citometria de fluxo em três 

tempos de cultura diferentes: A: 6 h, B: 16 h e C: 24 h a partir de esplenócitos de 

camundongos dos 4 grupos estudados. PBS: animais imunizados com PBS; EnvEpII: 

animais imunizados com 10 ug da proteína quimérica EnvEpII diluída em PBS; 

Alúmem: animais imunizados com Alúmem diluído em PBS; Alú+EnvEpII: animais 

imunizados com Alúmem e 10 ug da proteína EnvEpII. Dados representados como 

média e desvio padrão da média (SEM). *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001. 
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O perfil de expressão da molécula CD3+ em camundongos C57BL/6 

também foi avaliado. A Figura 23 A, B e C representa o número de células 

CD3+ por mm3 após diferentes tempos de cultura, 6 h, 16 h e 24 h (A, B e C, 

respectivamente). Não foi observada nenhuma diferença estatística entre os 

grupos quando avaliados 6h, 16h 24h de cultura de esplenócitos.  

 

 

 

 
 

Figura 23: Valor absoluto de células CD3+ (mm3) após 6 h, 16 h e 24 h de cultura 
de esplenócitos de camundongos C57BL/6 imunizados com a proteína quimérica 
EnvEpII. 
O valor absoluto de células CD3+ (mm3) foi analisado por citometria de fluxo em três 

tempos de cultura diferentes: A: 6 h, B: 16 h e C: 24 h, a partir de esplenócitos de 

camundongos dos 4 grupos estudados. PBS: animais imunizados com PBS 1X; 

EnvEpII: animais imunizados com 10 ug da proteína quimérica EnvEpII diluída em 

PBS; Alúmem: animais imunizados com Alúmem diluído em PBS 1X; Alú+EnvEpII: 

animais imunizados com Alúmem e 10 ug da proteína EnvEpII. Dados representados 

como média e desvio padrão da média (SEM). *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001. 
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A avaliação do perfil de células T auxiliares foi realizada pelos 

marcadores da subpopulação de CD3+. Para isso, a expressão de CD4+ foi 

avaliada e os dados obtidos em experimentos utilizando camundongos BALB/c 

estão representados na Figura 24. No tempo de 16 h (Figura 24B) foi 

observado que o grupo de animais imunizado com a proteína EnvEpII 

associada ao adjuvante Alúmem, apresentou um número de células CD3+CD4+ 

significativamente maior quando comparado ao grupo controle PBS (p≤0,001), 

grupo EnvEpII (p≤0,001) ou grupo Alúmem (p≤0,001). Além disso, animais do 

grupo Alúmem apresentaram número significantemente maior de células 

CD3+CD4+ do que o grupo PBS (p≤0,05).   

Com relação aos tempos de cultura 6 h e 24 h, que estão representados 

na Figura 24A e C, não foi observada nenhuma diferença significativa entre os 

grupos de estudo em relação ao número de células CD3+CD4+/mm3.   
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Figura 24: Valor absoluto de células CD3+CD4+ (mm3) após 6 h, 16 h e 24 h de 
cultura de esplenócitos de camundongos BALB/c imunizados com a proteína 
quimérica EnvEpII. 
O valor absoluto de células CD3+CD4+ (mm3) foi analisado por citometria de fluxo em 

três tempos de cultura diferentes: A: 6h, B:16h, C:24h, a partir de esplenócitos de 

camundongos dos 4 grupos estudados. PBS: animais imunizados com PBS; EnvEpII: 

animais imunizados com 10 ug da proteína quimérica EnvEpII diluída em PBS; 

Alúmem: animais imunizados com Alúmem diluído em PBS; Alú+EnvEpII: animais 

imunizados com Alúmem e 10 ug da proteína EnvEpII. Dados representados como 

média e desvio padrão da média (SEM). *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001. 
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A subpopulação de linfócitos T CD4+ também foi avaliada em 

camundongos C57BL/6 após a imunização com a proteína quimérica EnvEpII. 

Nenhuma diferença significativa foi observada no número de células CD3+CD4+ 

/mm3 nos grupos avaliados, independente do tempo de cultura (Figura 25). 

 

 

 
 

Figura 25: Valor absoluto de células CD3+CD4+ (mm3) após 6 h, 16 h e 24 h de 
cultura de esplenócitos de camundongos C57BL/6 imunizados com a proteína 
quimérica EnvEpII. 
O valor absoluto de células CD3+CD4+ (mm3) foi analisado por citometria de fluxo em 

três tempos de cultura diferentes: A: 6h, B:16h, C:24h, a partir de esplenócitos de 

camundongos dos 4 grupos estudados. PBS: animais imunizados com PBS; EnvEpII: 

animais imunizados com 10 ug da proteína quimérica EnvEpII diluída em PBS; 

Alúmem: animais imunizados com Alúmem diluído em PBS; Alú+EnvEpII: animais 

imunizados com Alúmem e 10 ug da proteína EnvEpII. Dados representados como 

média e desvio padrão da média (SEM). *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001. 
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A população de linfócitos T citotóxicos foi avaliada através da expressão 

de CD8+ após a imunização de camundongos BALB/c e está representada na 

Figura 26. Após 16 h de cultura, foi observado um maior número de linfócitos T 

CD8+ em animais imunizados com a proteína EnvEpII associada ao adjuvante 

Alúmem, quando comparado aos grupos PBS, Alúmen e EnvEpII (p≤0,001). 

Além disso, o grupo Alúmem apresentou número significativamente maior de 

células CD3+CD8+ quando comparado ao grupo controle PBS (p≤0,05).   

Com relação aos tempos de cultura 6 h e 24 h, que estão representados 

na Figura 26A e C, nenhuma diferença estatística no número de células 

CD3+CD8+/mm3 foi observada entre os grupos de estudo.   
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Figura 26: Valor absoluto de células CD3+CD8+ (mm3) após 6 h, 16 h e 24 h de 
cultura de esplenócitos de camundongos BALB/c imunizados com a proteína 
quimérica EnvEpII. 
O valor absoluto de células CD3+CD8+ (mm3) foi analisado por citometria de fluxo em 

três tempos de cultura diferentes: A: 6 h, B:16 h, C:24 h, a partir de esplenócitos de 

camundongos dos 4 grupos estudados. PBS: animais imunizados com PBS; EnvEpII: 

animais imunizados com 10 ug da proteína quimérica EnvEpII diluída em PBS; 

Alúmem: animais imunizados com Alúmem diluído em PBS; Alú+EnvEpII: animais 

imunizados com Alúmem e 10 ug da proteína EnvEpII. Dados representados como 

média e desvio padrão da média (SEM). *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001. 
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A Figura 27 mostra o perfil do marcador de linfócitos T citotóxicos, CD8+, 

em camundongos da linhagem C57BL/6 imunizados. Nenhuma diferença 

estatística foi observada entre os números de células CD3+CD8+ por mm3 

após 6 h, 16 h e 24h de cultura, em nenhum dos grupos de estudo.  

 

 

 

 
Figura 27: Valor absoluto de células CD3+CD8+ (mm3) após 6 h, 16 h e 24 h de 
cultura de esplenócitos de camundongos C57BL/6 imunizados com a proteína 
quimérica EnvEpII. 
O valor absoluto de células CD3+CD8+ (mm3) foi analisado por citometria de fluxo em 

três tempos de cultura diferentes: A: 6 h, B:16 h, C:24 h, a partir de esplenócitos de 

camundongos dos 4 grupos estudados. PBS: animais imunizados com PBS; EnvEpII: 

animais imunizados com 10 ug da proteína quimérica EnvEpII diluída em PBS; 

Alúmem: animais imunizados com Alúmem diluído em PBS; Alú+EnvEpII: animais 

imunizados com Alúmem e 10 ug da proteína EnvEpII. Dados representados como 

média e desvio padrão da média (SEM). *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001. 
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O perfil de ativação de linfócitos T CD4+ e T CD8+ pela expressão do 

marcador celular CD25+ também foi avaliado. A Figura 28 representa os 

resultados obtidos em camundongos BALB/c. Os dados mostram que não 

houve diferença significativa no valor absoluto de células CD4+CD25+ e 

CD8+CD25+ entre os grupos avaliados, após 6 h de cultura (Figura 28 A e B). 

A Figura 28 C e D mostra o número de linfócitos T CD3+CD4+ e 

CD3+CD8+, após 16 h em cultura. Não houve diferença significativa no número 

de células CD4+CD25+ entre os grupos de estudo (Figura 28C). Entretanto, a 

avaliação de linfócitos T CD8+CD25+ apresentou número de células 

estatisticamente maior no grupo Alú+EnvEpII quando comparado ao grupo 

PBS (p≤0,05). Em relação aos outros grupos EnvEpII e Alúmen, não foi 

observada nenhuma diferença estatística (Figura 28D). 

A Figura 28 E e F mostra o número de células T CD4+ e CD8+ ativadas, 

respectivamente, 24 h após cultura. Em relação ao valor absoluto de células 

CD4+CD25+, não foi observado diferença significativa entre os grupos (Figura 

28 E). A análise do número de células CD8+CD25+ se apresentou 

significativamente maior no grupo Alú+EnvEpII comparado ao grupo Alúmen 

(p≤0,05) [Figura 28F].  
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Figura 28: Valor absoluto de células CD4+CD25+, CD8+CD25+ (mm3) após 6 h, 16 h 
e 24 h de cultura de esplenócitos de camundongos BALB/c imunizados com a 
proteína quimérica EnvEpII. 
O valor absoluto de células CD4+CD25+, CD8+CD25+ (mm3) foi analisado por 

citometria de fluxo em três tempos de cultura diferentes: A e B: 6 h, B e C:16 h, E e F 

:24 h, a partir de esplenócitos de camundongos dos 4 grupos estudados. PBS: animais 

imunizados com PBS; EnvEpII: animais imunizados com 10 ug da proteína quimérica 

EnvEpII diluída em PBS; Alúmem: animais imunizados com Alúmem diluído em PBS; 

Alú+EnvEpII: animais imunizados com Alúmem e 10 ug da proteína EnvEpII. Dados 

representados como média e desvio padrão da média (SEM). *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; 

***p ≤ 0,001. 
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 A análise do perfil de ativação celular em linfócitos T CD4+ e CD8+ 

também foi realizada em animais C57BL/6 através da expressão de CD25. A 

Figura 29 representa os dados obtidos após a imunização de camundongos, 

nos tempos 6 (A e B), 16 (C e D) e 24 (E e F) horas de cultura. Não foi 

observada nenhuma diferença significativa em relação ao perfil de ativação de 

linfócitos T CD8+ entre os grupos e tempos de cultura avaliados.  

 Com relação à avaliação de células T CD4+CD25+ observou-se maior 

expressão desses marcadores em células de camundongos que receberam a 

proteína quimérica EnvEpII associada ao adjuvante Alúmen quando comparado 

aos animais do grupo controle PBS no tempo de 16 h (p≤0,05) [Figura 29C]. 

 

 

 

 

 



98 

 

  

 

Figura 29: Valor absoluto de células CD4+CD25+, CD8+CD25+ (mm3) após 6 h, 16 h 
e 24 h de cultura de esplenócitos de camundongos C57BL/6 imunizados com a 
proteína quimérica EnvEpII. 
O valor absoluto de células CD4+CD25+, CD8+CD25+ (mm3) foi analisado por 

citometria de fluxo em três tempos de cultura diferentes: A e B: 6 h, B e C:16 h, E e 

F:24 h, a partir de esplenócitos de camundongos dos 4 grupos estudados. PBS: 

animais imunizados com PBS; EnvEpII: animais imunizados com 10 ug da proteína 

quimérica EnvEpII diluída em PBS; Alúmem: animais imunizados com Alúmem diluído 

em PBS; Alú+EnvEpII: animais imunizados com Alúmem e 10 ug da proteína EnvEpII. 

Dados representados como média e desvio padrão da média (SEM). *p ≤ 0,05; **p ≤ 

0,01; ***p ≤ 0,001. 
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A expressão de CD74, receptor do fator de inibição de migração de 

macrófagos (MIF), foi avaliada em linfócitos T CD4+ e CD8+, nos tempos 6, 16 

e 24 horas, em animais BALB/c e C57BL/6 (Figuras 30 e 31).  

A Figura 30 representa os resultados obtidos após cultura de 

esplenócitos de animais BALB/c nos tempos 6, 16 e 24 h. Nenhuma diferença 

significativa entre os grupos em relação ao valor absoluto de células 

CD4+CD74+ e CD8+CD74+ nos tempos de cultura 6h e 24h (Figura 30A, B, E e 

F) foi observada. Quando avaliado o tempo de 16 h de cultura celular, foi 

verificada expressão significativamente maior de células CD4+CD74+ pelo 

grupo Alú+EnvEpII quando comparado aos grupos PBS (p≤0,001), EnvEpII 

(p≤0,001) e Alúmem (p≤0,05) [Figura 30 C].  

Em relação ao valor absoluto de células CD8+CD74+, foi observada 

diferença significativamente maior em animais do grupo Alú+EnvEpII 

comparado ao grupo PBS (p≤0,05) [Figura 30D]. Não foi observada diferença 

estatística em relação aos outros grupos.  
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Figura 30: Valor absoluto de células CD4+CD74+, CD8+CD74+ (mm3) após 6 h, 16 h 
e 24 h de cultura de esplenócitos de camundongos BALB/c imunizados com a 
proteína quimérica EnvEpII. 
O valor absoluto de células CD4+CD74+, CD8+CD74+ (mm3) foi analisado por 

citometria de fluxo em três tempos de cultura diferentes: A e B: 6 h, B e C:16 h, E e 

F:24 h, a partir de esplenócitos de camundongos dos 4 grupos estudados. PBS: 

animais imunizados com PBS; EnvEpII: animais imunizados com 10 ug da proteína 

quimérica EnvEpII diluída em PBS; Alúmem: animais imunizados com Alúmem diluído 

em PBS; Alú+EnvEpII: animais imunizados com Alúmem e 10 ug da proteína EnvEpII. 

Dados representados como média e desvio padrão da média (SEM). *p ≤ 0,05; **p ≤ 

0,01; ***p ≤ 0,001. 

 

 

 

Camundongos BALB/c 



101 

 

  

A expressão de CD74 por linfócitos T CD4+ e CD8+ também foi avaliada 

em camundongos da linhagem C57BL/6 imunizados com a proteína EnvEpII, 

associada ou não ao adjuvante Alúmen, comparado ao grupo controle (PBS) 

(Figura 31). 

A Figura 31 A e B mostra, respectivamente, o número de células 

CD4+CD74+ e CD8+CD74+ observado após 6 h de cultura. Não houve diferença 

estatística no valor absoluto de células CD4+CD74+ entre os grupos estudados 

(Figura 31A). A Figura 31B mostra os dados obtidos com relação às células 

CD8+CD74+ onde observou-se um número significativamente maior destas 

células no grupo Alú+EnvEpII comparado com o grupo Alúmem (p≤0,05). Não 

houve diferença significativa quando comparado aos grupos PBS e EnvEpII.  

A Figura 31 C e D representa os resultados obtidos após 16h de cultura, 

enquanto a figura 31 E e F representam aqueles obtidos 24 horas após cultura. 

Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas em relação à 

expressão de CD74 em linfócitos T CD4+ e CD8+ entre os grupos de estudo. 
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Figura 31: Valor absoluto de células CD4+CD74+, CD8+CD74+ (mm3) após 6 h, 16 h 
e 24 h de cultura de esplenócitos de camundongos C57BL/6 imunizados com a 
proteína quimérica EnvEpII. 
O valor absoluto de células CD4+CD74+, CD8+CD74+ (mm3) foi analisado por 

citometria de fluxo em três tempos de cultura diferentes: A e B: 6 h, B e C:16 h, E e 

F:24 h, a partir de esplenócitos de camundongos dos 4 grupos estudados. PBS: 

animais imunizados com PBS; EnvEpII: animais imunizados com 10 ug da proteína 

quimérica EnvEpII diluída em PBS; Alúmem: animais imunizados com Alúmem diluído 

em PBS; Alú+EnvEpII: animais imunizados com Alúmem e 10 ug da proteína EnvEpII. 

Dados representados como média e desvio padrão da média (SEM). *p ≤ 0,05; **p ≤ 

0,01; ***p ≤ 0,001. 
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5.6 Avaliação do padrão de citocinas  

 
Os níveis de citocinas do sobrenadante de cultura de esplenócitos após 

24 horas de cultura de células, na presença ou ausência de estimulação 

antigênica específica pela proteína EnvEpII, foram quantificados utilizando-se o 

sistema Cytometric Bead Array (CBA) [Becton Dickinson]. Os valores foram 

apresentados em delta de estimulação, ou seja, o valor da cultura estimulada 

subtraído pelo valor da cultura não estimulada.  

A Figura 32 representa a produção das citocinas IL-10, IL-17A, TNF-α, 

IFN-γ, IL-6, IL-4 e IL-2, 24 horas após a cultura de esplenócitos. Quando 

avaliado o nível da citocina IL-17A em sobrenadante de cultura de células 

estimuladas de camundongos da linhagem BALB/c, o grupo Alú+EnvEpII 

apresentou produção de IL-17A significativamente maior comparado aos 

grupos PBS, EnvEpII e Alúmen (p≤0,001, p≤0,001, p≤0,01, respectivamente) 

[Figura 32B]. Semelhante aos resultados de IL-17A, a avaliação dos níveis de 

IL-2 em sobrenadante mostrou que o grupo Alú+EnvEpII apresentou níveis 

significativamente mais elevados desta citocina comparado aos grupos PBS, 

EnvEpII e Alúmen (p≤0,01, p≤0,05 e p≤0,01, respectivamente) [Figura 32G].  

Em relação à citocina IFN-γ, o grupo EnvEpII apresentou níveis 

significativamente mais elevados desta citocina quando comparado aos grupos 

PBS, Alúmem e Alú+EnvEpII (p≤0,05) [Figura 32D]. A citocina IL-4 mostrou-se 

significativamente mais elevada nos grupos EnvEpII e Alú+EnvEpII comparado 

ao grupo Alúmem (p≤0,05 e p≤0,001, respectivamente). No entanto, não foi 

observada diferença estatisticamente significativa comparado ao grupo PBS 

(Figura 32F).   

 Nenhuma diferença significativa foi observada entre os grupos, quando 

avaliados os níveis de citocinas IL-10, TNF-α e IL-6 (Figura 32A, C e E, 

respectivamente).  
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Figura 32: Análise de citocinas IL-10, IL17, TNF, IFN-γ, IL-6, IL-4 e IL-2 do 
sobrenadante de cultura de esplenócitos de camundongos da linhagem BALB/c 
após 24 h de estímulo com a proteína EnvEpII. 
Os níveis das citocinas foram quantificados utilizando-se o sistema Cytometric Bead 

Array (CBA), por citometria de fluxo, a partir de sobrenadante de cultura de células de 

camundongos dos 4 grupos estudados. PBS: animais imunizados com PBS; EnvEpII: 

animais imunizados com 10 ug da proteína quimérica EnvEpII diluída em PBS; 

Alúmem: animais imunizados com alúmem diluído em PBS; Alú+EnvEpII: animais 

imunizados com alúmem e 10 ug da proteína EnvEpII. Dados representados como 

média e desvio padrão da média (SEM). *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001. 
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A figura 33 representa os níveis de citocinas em sobrenadante de cultura 

de esplenócitos de camundongos C57BL/6, após 24 h de cultura. Semelhante 

ao observado em camundongos da linhagem BALB/c, também foram 

observados níveis significativamente mais elevados de IL-17A no grupo 

Alú+EnvEpII quando comparado aos grupos PBS (p≤0,05), EnvEpII (p≤0,01) e 

Alúmem (p≤0,01) [Figura 33B]. Em relação à citocina IL-2, foram observados 

níveis significativamente aumentados no grupo Alú+EnvEpII comparado aos 

grupos PBS e Alúmem (p≤0,01) (Figura 33G). Não foi observada diferença 

significativa dos níveis das citocinas IL-10, TNF, IFN-γ, IL-6 e IL-4 (Figura 33A, 

C, D, E e F) nos sobrenadantes de cultura de células, estimuladas por 24h com 

a proteína EnvEpII, entre os grupos de animais da linhagem C57BL/6  

estudados. 
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Figura 33: Análise de citocinas IL-10, IL17, TNF, IFN-γ, IL-6, IL-4 e IL-2 do 
sobrenadante de cultura de esplenócitos de camundongos da linhagem C57BL/6 
após 24 h de estímulo com a proteína EnvEpII. 
Os níveis das citocinas foram quantificados utilizando-se o sistema Cytometric Bead 

Array (CBA), por citometria de fluxo, a partir do sobrenadante de cultura de células de 

camundongos dos 4 grupos estudados. PBS: animais imunizados com PBS; EnvEpII: 

animais imunizados com 10 ug da proteína quimérica EnvEpII diluída em PBS; 

Alúmem: animais imunizados com alúmem diluído em PBS; Alú+EnvEpII: animais 

imunizados com alúmem e 10 ug da proteína EnvEpII. Dados representados como 

média e desvio padrão da média (SEM). *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001. 
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6 DISCUSSÃO 
 

A dengue é um problema de saúde pública mundial, com epidemias 

recorrentes nas regiões tropicais da Ásia, da África e das Américas. A infecção 

por DENV pode causar quadros clínicos bastante diversificados que vão desde 

uma infecção assintomática até a morte de pacientes com quadros de choque 

hipovolêmico (Gregson & Edelman, 2003; WHO, 2009). 

A Organização Mundial da Saúde já elegeu o desenvolvimento de uma 

vacina contra a dengue como uma de suas prioridades em razão do impacto 

que esta doença causa nos países afetados. Avanços biotecnológicos em 

diversas áreas de pesquisa têm contribuído para o desenvolvimento de 

formulações vacinais mais seguras e eficazes. Dessa forma, diversas vacinas 

candidatas já foram elaboradas, embora não haja ainda nenhuma, 

comprovadamente eficaz e comercialmente disponível (WHO, 2009; Yauch & 

Shresta, 2014).   

É neste contexto que este estudo buscou uma alternativa às estratégias 

vacinais clássicas, através da utilização de proteínas quiméricas artificiais. 

Essa estratégia permite a construção de proteínas contendo epítopos 

sabidamente imunogênicos do DENV, que podem ser arranjados de forma a 

gerar uma resposta protetora equilibrada. Tais proteínas poderiam também ser 

utilizadas para diagnóstico laboratorial da dengue, desempenhando um papel 

crucial na assistência ao paciente. 

Para produção das proteínas quiméricas, o primeiro passo foram as suas 

repectivas construções (design) utilizando-se ferramentas de bioinformática. O 

download de todas as sequências de genomas completos de DENV 

depositadas no NCBI foi realizado. Devido ao fato de que o DENV de um 

determinado sorotipo é filogeneticamente semelhante em uma determinada 

região e é altamente variável em diferentes regiões do mundo (Weaver & 

Vasilakis, 2009), optou-se por trabalhar apenas com sequências encontradas 

na América do Sul. Todos os epítopos selecionados foram separados e 

conectados por uma sequência de aminoácidos, denominada espaçadores. 

Está é uma etapa crucial para construção da proteína, já que eles são 

responsáveis por manter a conformação dos epítopos selecionados quando a 

proteína é expressa, não sendo reconhecidos como uma sequência antigênica 
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(Schubert & Kohlbacher, 2016). Os espaçadores utilizados normalmente são 

baseados no aminoácido glicina, com tamanhos que permitam uma distância 

mínima entre a porção C-terminal de um epítopo e a porção N-terminal do 

epítopo seguinte (Robinson & Sauer, 1998). Além disso, o aminoácido glicina é 

utilizado por não possuir cadeia lateral, permitindo a aproximação de dois 

peptídeos, ao seu tamanho e flexibilidade (Karp, 2005). No presente trabalho 

foi utilizado como espaçador uma sequência composta por resíduos de prolina 

e glicina, o que permitiu a produção de nossas proteínas de interesse.  

A segunda etapa do projeto foi a produção das proteínas quiméricas 

desenhadas. Um dos sistemas utilizados foi o da E. coli da linhagem M15 com 

o vetor de expressão pQE-9 para produção da proteína qDV. A linhagem M15 

possui o plasmídio pRER4 com o gene codificador para o repressor do operon 

Lac presente no pQE-9. Na presença do IPTG, esse repressor é inativado e o 

operon Lac acionado, o que permite a transcrição e tradução dos insertos 

clonados no plasmídeo de expressão resultando na produção das proteínas 

recombinantes de interesse (Sambrook et al.,1998; Qiagen, 2003). Outro 

sistema utilizado foi o da E. coli da linhagem BL21 com os vetores pET-21 e 

pET-28 TEV. Neste sistema, utiliza-se o promotor e a RNA polimerase do fago 

T7. Em vetores de expressão T7 os genes clonados são submetidos ao 

controle do promotor T7, limitando assim sua transcrição. Para que a 

transcrição ocorra, o gene da T7 RNA polimerase deve também estar presente 

na célula, sob o controle de um sistema facilmente regulado pelo operon lac, 

que pode ser também ativado pelo IPTG (Madigan, 2010). A bactéria E. coli 

BL21 é muito utilizada com estes vetores, pois são deficientes em várias 

proteases, sendo capazes de expressar grande quantidade de proteínas 

exógenas (Sørensen & Mortensen, 2005).    

O protocolo de indução da expressão proteica das culturas foi feita 

utilizando IPTG e a purificação das proteínas foi feita da forma desnaturante. A 

presença da cauda com 6 resíduos de histidina nas proteínas recombinantes 

produzidas possibilitou a purificação cromatográfica das proteínas de forma 

que fossem obtidas preparações quase puras com a presença de poucos 

contaminantes (Anwar et al., 2006). As diferentes proteínas quiméricas 

expressas apresentaram níveis de pureza e concentração variadas, sendo que 

todas elas apresentaram uma maior concentração nas frações da purificação 
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com pH mais ácido (pH=4,5). Em alguns casos foi observada, a existência de 

bandas inespecíficas, que não correspondem ao tamanho esperado. Nestes 

casos uma alternativa seria a otimização da metodologia utilizada, aumentando 

o número de lavagens durante a purificação proteica. No caso da proteína 

EnvEp1, há indícios de que ela esteja degradada, já que em outros geis de 

purificação (não mostrado) foi observada uma banda relativamente forte 

correspondente ao tamanho esperado. Nos próximos experimentos de 

purificação desta proteína iremos utilizar inibidores de protease na tentativa de 

impedir que ocorra a degradação proteica. Com relação às outras proteínas, os 

resultados mostram que estão puras e em concentrações satisfatórias.  

Segundo Tan e colaboradores (2007), a proteína E de Flavivírus é 

extremamente sensível à degradação por protease no sistema E. coli de 

expressão. Sabe-se também que grandes proteínas tendem a ser expressas 

em menores quantidades (Jaiswal et al., 2004). Isso seria uma explicação para 

o fato das proteínas NS1 terem sido expressas em maior quantidade do que as 

proteínas do envelope que são maiores, entretanto, este fato não ocorreu com 

a produção da proteína qDV.  

Quanto à reatividade das proteínas quiméricas com anticorpos IgG e IgM 

em soros de indivíduos que já foram infectados pelo DENV e indivíduos nunca 

infectados, verificamos que houve um reconhecimento específico por 

anticorpos presentes em soros de indivíduos que já foram infectados pelo 

DENV 1, 2, 3 ou 4, nos ensaios de Western Blot. Entretanto, anticorpos 

presentes em soros de indivíduos nunca infectados, também foram capazes de 

reconhecer a proteína qDV, ainda que de maneira muito mais fraca. É possível 

que tenha ocorrido uma resposta cruzada fraca com outras viroses da família 

Flaviviridae, como por exemplo, febre amarela, uma doença que grande parte 

da população já foi vacinada (Mansfield et al., 2011).  

Com relação às outras proteínas que não foram reconhecidas por 

nenhum dos soros testados, faz-se necessária a realização de outros 

experimentos nos quais serão testadas diferentes concentrações das proteínas 

quiméricas e dos soros de pacientes, na tentativa de observar a reatividade 

entre eles.     

O ensaio de ELISA foi feito para a análise da reatividade das proteínas 

EnvEpII, EnvEpIII, qDV, NS1EpI e NS1EpIII com soros de indivíduos já 
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infectados e nunca infectados pelo DENV. Os resultados mostraram que as 

proteínas que possuem epítopos do envelope (E) apresentaram uma maior 

reatividade com soros de pacientes já infectados, quando comparadas às 

proteínas que possuem epítopos da proteína NS1. Isso já era previsto, já que a 

proteína E é o maior e mais importante antígeno da superfície viral, além de ser 

o principal alvo de anticorpos do sistema imune do hospedeiro (Lindenbach et 

al., 2007; Mayhob, 2011). Este resultado sugere que as proteínas EnvEpII, 

EnvEpIII, qDV, NS1EpI e NS1EpIII são bastante promissoras para futuras 

utilizações como diagnóstico, já que elas apresentaram uma maior reatividade 

com soro de pacientes já infectados pelo DENV se comparado ao soro de 

pacientes nunca infectados.  

Resultados preliminares deste estudo demonstraram que as proteínas 

EnvEpII e EnvEpIII apresentaram uma maior reatividade para soros de 

indivíduos que já foram infectados pelo DENV-1, enquanto que a qDV 

apresentou uma maior reatividade para o soro de um indivíduo que já foi 

infectado pelos DENV-1, DENV-2 e DENV-3. Já com o soro de indivíduos já 

infectados pelos DENV-2 e DENV-3 nenhuma delas apresentou reatividade. 

Para comprovar tais resultados, será necessário aumentar o número de soros 

testados, para avaliar se tais proteínas quiméricas são reconhecidas por 

anticorpos gerados pela infecção de sorotipos específicos do DENV.     

Para avaliação da imunogenicidade das proteínas quiméricas, 

camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6 foram imunizados com uma 

delas, a EnvEpII. A princípio, optou-se por escolher apenas uma proteína, pois 

este experimento seria uma padronização da técnica, da linhagem de 

camundongo apropriada e o adjuvante que geraria uma resposta mais 

adequada para os objetivos traçados neste estudo. A proteína EnvEpII foi 

escolhida  por causa do  potencial imunogênico da proteína E, que além de ser   

o principal alvo de anticorpos neutralizantes, é também utilizada na maior parte 

de vacinas que estão em fase de teste (Yauch & Shresta, 2014). Além disso, a 

proteína EnvEpII apresentou alta pureza e alto rendimento após purificação. A 

EnvEpII possui epítopos altamente imunogênicos do domínio I da proteína E 

preditos por ferramentas de bioinformática. Alguns estudos mostraram que 

anticorpos monoclonais de camundongos direcionados ao domínio II ligam-se a 

epítopos com reatividade cruzada entre os sorotipos e possuem baixa 
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capacidade de neutralização, enquanto que anticorpos que se ligam ao 

domínio I e III são tipo-específicos e grupo-específicos (Crill & Chang, 2004; Lai 

et al., 2008). Entretanto, anticorpos contra o domínio III, não neutralizantes e 

com reatividade cruzada entre os sorotipos já foram identificados (Sherestha et 

al., 2010). Estudos com soro humano indicam que anticorpos contra epítopos 

do domínio III contribuem para a proteção quando presentes, mas não 

constituem a maior parte dos anticorpos gerados e podem ser substituídos por 

anticorpos neutralizantes direcionados a outros epítopos fora desse domínio 

(Wahala et al., 2009; Williams et al., 2012).  

Os experimentos foram realizados em duas linhagens distintas de 

camundongos, devido aos diferentes direcionamentos das respostas imunes 

geradas em cada uma delas. A população de células T CD4+ (linfócitos T 

auxiliares) é heterogênea, sendo constituída de duas subpopulações: as 

células Th1 e Th2. A resposta Th1 está relacionada com reações inflamatórias 

mediadas por células e as principais citocinas produzidas são: IFNγ, IL-12 e 

TNF-β. A resposta Th2 está associada com a produção de anticorpos por 

células B e as principais citocinas produzidas são IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 

(relacionadas com resposta T reguladora) e IL-13 (Abbas, 2007). Os 

camundongos da linhagem BALB/c são caracterizados por gerar uma resposta 

Th2, já os camundongos C57BL/6 são caracterizados por gerar uma resposta 

Th1 (Watanabe et al., 2004). Dessa forma, seria possível analisar qual modelo 

animal é mais apropriado para realização de futuros experimentos de 

imunogenicidade utilizando proteínas quiméricas do DENV.  

O alúmem foi escolhido como adjuvante, pois já foi mostrado que 

adjuvantes a base de alumínio são capazes de induzir uma forte resposta 

imune inata que consiste na produção de neutrófilos, eosinófilos, células NK, 

monócitos e DC no local da injeção (Kool et al., 2012). Além disso, este 

adjuvante induz uma resposta, predominantemente, do tipo Th2, associada à 

produção de anticorpos e induz a produção de citocinas IL- 4, IL-5, IL-6, e IL-10 

em camundongos. A utilização do alúmem melhora a absorção do antígeno 

utilizado, sendo capaz de exacerbar a resposta imune, facilitando a fagocitose 

e diminuindo a difusão do antígeno, o que permite tempo hábil para células 

inflamatórias se acumularem no local da injeção (HogenEsch, 2014). Além 

disso, diversos trabalhos já demonstraram segurança do uso do alúmem como 
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adjuvante, com um histórico de uso de mais de 70 anos (Kendrick, 1943; Kanra 

et al., 1999; Wang et al., 2000; Berthold et al., 2005; Jones et al., 2005; 

HogenEsch, 2011; HogenEsch, 2014).  

A resposta humoral induzida pela imunização com proteína EnvEpII, foi 

avaliada através do ensaio ELISA indireto com soro de camundongos 

coletados 9 dias após a última imunização. Nos camundongos da linhagem 

BALB/c foram avaliados os títulos dos anticorpos IgGTotal, IgG1 e IgG2a. 

Observamos que a proteína EnvEpII, associada ou não ao adjuvante alúmem, 

foi capaz de estimular uma produção robusta de anticorpos das três subclasses 

analisadas. Resultado semelhante foi observado em soro de camundongos da 

linhagem C57BL/6. Neste caso, foram avaliados os títulos dos anticorpos 

IgGTotal, IgG1 e IgG2c. Interessantemente, foi observado maior produção de IgG1 

por animais imunizados com a proteína EnvEpII associada ao adjuvante 

alúmem, sugerindo que o alúmem auxiliou na ativação da resposta humoral. 

Trabalhos utilizando outras vacinas contra a dengue, como por exemplo, a 

vacina Tetra DIIIC, também mostraram o mesmo padrão de produção de 

anticorpos (Sjatha et al., 2014; Zuest et al., 2015), o que se assemelha também 

a uma eficiente resposta natural contra o DENV.  

Para a avaliação da produção de anticorpos neutralizantes em 

camundongos BALB/c e C57BL/6 foi realizado um ensaio de soroneutralização 

utilizando a técnica PRNT50. Resultados preliminares mostraram que apenas os 

camundongos C57BL/6 foram capazes de produzir anticorpos neutralizantes, 

indicando que esta linhagem de animal seria adequeda para realização de 

futuros experimentos utilizando proteínas quiméricas do DENV, já que uma 

vacina protetora e eficaz deve gerar preferencialmente a indução de anticorpos 

neutralizantes (Thomas, 2014; Yauch & Shresta, 2014; Guy & Jackson, 2016).  

Apesar da geração de anticorpos neutralizantes contra o DENV sempre 

ter sido considerada essencial para o controle da dengue, atualmente a 

relevância da resposta celular também tem sido extensivamente estudada no 

controle da infecção causada pelo DENV, principalmente a resposta gerada 

contra proteínas não estruturais do vírus (Yauch et al., 2010; Han et al, 2012; 

Bäck & Lundkvist, 2013; Rivino et al., 2013; Amorin  et al., 2016). A proteína 

EnvEpII, apesar de ser constituída de epítopos da proteína estrutural E, foi 

capaz de induzir uma produção de linfócitos T CD4+ e CD8+ quando 
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administrada com o adjuvante alúmem em camundongos da linhagem BALB/c 

no tempo de cultura de 16h, diferente do que foi visto em camundongos 

C57BL/6, que não houve diferença significativa em nenhum dos grupos. 

Estudos mostraram que linfócitos T CD4+ e CD8+ específicos para 

antígenos do DENV são importantes no controle da dispersão do DENV para 

outras células e no controle da replicação intracelular (Gil et al., 2009; Rivino et 

al., 2013; Yoshida et al., 2013). Além disso, linfócitos T CD8+ e citocinas 

produzidas por ele, foram encontrados em voluntários imunizados com uma 

vacina tetravalente contendo o DENV atenuado (Weiskopf et al., 2015). Um 

estudo recente feito em modelo animal de encefalite mostrou que a ativação da 

resposta celular é promissora para desenvolvimento de vacinas contra a 

dengue (Amorin  et al., 2016).  

Para analisarmos a ativação das subpopulações de linfócitos T CD4+ e 

CD8+, foi utilizado o marcador CD25. Em camundongos BALB/c imunizados 

com a proteína EnvEpII associada ao alúmem, foi observada uma ativação 

apenas de células T CD8+ no tempo de 16 h, enquanto que em camundongos 

C57BL/6 imunizados com a proteína EnvEpII associada ao alúmem foi 

observada uma ativação de células T CD4+ no tempo de 16 h. Sugerimos que 

os tempos de cultura de esplenócitos foram curtos, e portanto, inapropriados 

para analisar o perfil de ativação celular, que ocorre mais tardiamente. Além 

disso, será necessário repetir os experimentos utilizando proteínas totais do 

vírus para estimular as células. Esta seria uma alternativa para avaliarmos uma 

resposta mais semelhante ao natural, devido à dificuldade de desafio dos 

animais imunizados com DENV.       

Nesse trabalho, foi observado que em camundongos da linhagem 

BALB/c no tempo de 16 h de cultura houve um aumento significativo de 

linfócitos T CD4+CD74+ e CD8+CD74+ no grupo Alú+EnvEpII. Em 

camundongos C57BL/6, apenas no tempo de 6 h de cultura, vemos um 

aumento de número de células T CD8+CD74+ no grupo Alú+EnvEpII 

comparado ao grupo alúmem, sugerindo que após as 6h de cultura, 

camundongos desta linhagem consigam controlar essa expressão, mostrando 

seu perfil de resposta voltado para Th1.  

O receptor CD74 é encontrado em diversas células e possui capacidade 

de se ligar ao fator de inibição de migração de macrófagos (MIF). O MIF é uma 



114 

 

  

proteína altamente conservada expressa em células humanas e desempenha 

uma importante função de retenção de macrófagos nos tecidos, inibindo sua 

motilidade (Asare et al., 2013). Estudos mostram que elevados níveis de MIF 

são produzidos durante infecções virais e em vários casos a produção de MIF é 

aumentada para que seja possível a produção de diversas citocinas, como 

TNF-α, IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IFN-γ e COX2 (Nishihira, 2000; Calandra & 

Roger, 2003; Chuang et al., 2015). No caso da dengue, inúmeros estudos 

mostram que o MIF é um mediador extremamente importante na resposta 

imune do hospedeiro e que existe uma relação entre altos níveis séricos de 

MIF e a gravidade da doença em pacientes infectados (Chen et al., 2006; 

Noisakran et al., 2008; Assunção-Miranda et al., 2010; Chuang et al., 2015). 

Além disso, já foi descrito que o papel do MIF não se limita apenas ao 

recrutamento de células do sistema imune para o local da infecção causada 

pelo DENV. Evidências recentes indicam que a produção de MIF induzida pelo 

DENV pode contribuir para o aumento da permeabilidade vascular e da 

replicação viral (Amin et al., 2006; Lee et al., 2008; Heaton & Randall, 2011; 

Chuang et al. 2011; Shyu et al., 2012; Lee et al., 2013). 

Apesar de haver estudos que relacionam o MIF ao agravamento da 

doença, a expressão da molécula CD74 pode ser benéfica na geração de uma 

resposta imune mais eficaz, já que a molécula de superfície celular CD74, 

regula o dobramento e endereçamento de proteínas do complexo de 

histocompatibilidade de classe II (MHC II) nas células apresentadoras de 

antígenos (Beswick & Reyes, 2009).    

Com relação ao padrão de citocinas produzidas em animais imunizados 

com a proteína EnvEpII, observamos que camundongos BALB/c produziram as 

citocinas IL-2 (proliferação celular), IL-17, IFN-γ e IL-4. Em camundongos da 

linhagem C57BL/6 foram produzidas as citocinas IL-17 e IL-2, pelo grupo de 

animais imunizados com a proteína EnvEpII associada ao adjuvante alúmem. 

Estudos mostram que as concentrações séricas de TNF-α, IL-2, IL-6 e 

IFN-γ são muito altas nos primeiros três dias da doença em pacientes 

infectados pelo DENV, enquanto IL-10, IL-5 e IL-4 tendem a aparecer mais 

tarde (Rathakrishnan et al., 2012). Assim, sugeriu-se que a resposta Th1 é 

vista durante os primeiros três dias e a resposta Th2 ocorre posteriormente. Em 

infecções virais como a dengue, herpes e influenza, por exemplo, a resposta 
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Th1 está ligada a recuperação da infecção enquanto uma resposta tipo Th2 

leva a exacerbação da doença (Chaturvedi et al., 2009). Muitos estudos têm 

investigado os padrões de citocinas em amostras de soro de pacientes com 

FHD e estes estudos mostraram que os níveis de TNF-α, IL-6, IL-10, IL-1β, 

IFN-γ, IL-4, IL-13, IL-7 e MIF estão elevados nestes pacientes (Pinto et al., 

1999; Chen et al., 2006; Bozza et al, 2008; Malavige et al., 2013).  

Em paralelo as respostas Th1 e Th2, a recente descoberta e 

caracterização das células Th17 e respectiva citocina IL-17 forneceu uma nova 

via para a comunicação entre imunidade adaptativa e inata.  As células Th17 

estão envolvidas em uma estratégia de defesa na qual as citocinas produzidas 

por esta linhagem de célula vão para a periferia e interagem com os neutrófilos, 

ativando-os para que estes possam ter a sua função pró-inflamatória 

(Lindenstrøm et al., 2012; Basu et al., 2013). As células Th17 são 

caracterizadas pela produção de IFN-γ e também pela expressão de 

marcadores de superfície como a cadeia alfa de IL-18 (IL-18R1) e CXCR3 

(Ghoreschi et al., 2010). Além disso, um estudo em humanos mostrou que 

respostas geradas por linfócitos Th17 apresentam características fenotípicas 

de células de memória de longa vida, além de possuírem capacidade de 

controlar a própria proliferação para controlar dano tecidual, bem como 

plasticidade de converter em outros tipos de células T (Kryczek et al., 2011; 

Lindenstrøm et al., 2012). Existem alguns estudos que sugerem a relação de 

células Th17 com a patogênese da dengue, entretanto ainda não foi 

esclarecida a função exata que a IL-17 exerce durante uma infecção por DENV 

(Jain et al., 2013; Pagliari et al. 2016), e levando em consideração a 

capacidade de controlar dano tecidual que essas células possuem, ela poderia 

auxiliar na recuperação da doença.  

Atualmente a relevância da resposta celular tem sido extensivamente 

estudada no controle da infecção causada pelo DENV (Yauch et al., 2010; Han 

et al, 2012; Back & Lundkvist, 2013; Rivino et al., 2013; Amorin  et al., 2016). 

Entretanto, estudos sobre a resposta imune gerada em uma infecção causada 

pelo DENV ainda sugere que uma vacina protetora e eficaz deve gerar 

preferencialmente a indução de células B. Essa resposta deve resultar em uma 

eficiente proteção cruzada contra infecções posteriores causada pelo DENV 

dos quatro sorotipos. Uma resposta eficiente precisa induzir a produção de 
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anticorpos neutralizantes em níveis e afinidade suficientes para serem efetivos. 

Além disso, uma vacina contra a dengue deve induzir a produção moderada de 

citocinas pró-inflamatórias, IFN do tipo I, IL-2 (proliferação celular) e outras 

citocinas que tenham a capacidade de relacionar a imunidade inata e 

adaptativa, como por exemplo, o IFNγ. A citocina IL-4 também pode ser 

importante numa infecção causada pelo DENV, pois promove a diferenciação 

de linfócitos Th2 e a proliferação e diferenciação de linfócitos B. Com relação 

aos níveis de células T, uma vacina eficiente contra a dengue deve induzir a 

produção de células T CD4+ e CD8+ contra as proteínas do vírus, porém sem 

um perfil inflamatório exacerbado (Thomas, 2014; Yauch & Shresta, 2014; Guy 

& Jackson, 2016).  

Sendo assim, a imunização com a proteína EnvEpII induziu ativação de 

células B, resultando em forte produção de anticorpos IgGTotal, IgG1, IgG2, tanto 

em camundongos BALB/c quanto em C57BL/6. Entretanto, a produção de 

anticorpos neutralizantes foi vista apenas em camundongos C57BL/6. A 

imunização de camundongos BALB/c induziu a produção de linfócitos TCD3+, 

assim como das subpopulações CD4+ e CD8+, e maior ativação dessas células 

(tempo 16 horas). Observou-se também que em camundongos BALB/c houve 

maior produção das citocinas IL-2, IL-4, IL-17 e IFNγ, enquanto que em 

camundongos C57BL/6 houve maior produção das citocinas IL-2 e IL-17.  

Além disso, a utilização de outros adjuvantes deve ser testada para se 

obter um perfil imunogênico mais completo. Atualmente existem inúmeras 

possibilidades de combinação com o alúmem. Exemplo disso são os CpGs, 

que são dinucleotídeos microbianos, que se ligam ao TLR9 e já foi visto que a 

combinação de adjuvantes que apresentam vários mecanismos de ação 

parecem ser mais eficazes (Krug et al., 2001).          

Novos testes são necessários para escolha do melhor candidato para 

ser usado como vacina contra o DENV.  
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7 CONCLUSÕES 
 

Das 11 proteínas quiméricas produzidas neste trabalho, cinco foram 

utilizadas para realização de teste de reatividade e todas elas foram 

reconhecidas por anticorpos presentes em soros de pacientes já infectados 

pelo DENV. Além disso, uma das proteínas produzidas, a EnvEpII, se mostrou 

eficiente em induzir uma resposta humoral e celular em camundongos BALB/c 

e C57BL/6.   

Os resultados deste estudo demonstram que desenhar, sintetizar, 

expressar e purificar proteínas quiméricas recombinantes em sistemas 

bacterianos é viável e que proteínas artificiais podem ser importantes 

candidatas para o desenvolvimento de vacinas ou sistemas de diagnóstico 

contra doenças infecciosas. 
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8 PERSPECTIVAS 
 

Realizar experimentos de testes de reatividade com as 11 proteínas 

produzidas com soro de coelhos imunizados com DENV 1-4, assim como fazer 

estes mesmos testes com um número maior de soros de indivíduos já 

infectados pelo DENV1-4.  

Otimizar protocolos de imunização e realização de novos experimentos a 

fim de investigar produção de citocinas, perfil imunofenotípico em animais 

imunizados após estimulação com proteínas totais do vírus.  

Realizar testes em animais com as outras 10 proteínas produzidas, com 

o intuito de descobrir um alvo vacinal promissor ou uma proteína que seja 

importante para o desenvolvimento de novos testes de diagnóstico.  
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ANEXOS 

Anexo 1: Comitê de ética em Pesquisa da UFMG 
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Anexo 2: Comitê de Ética no Uso de Animais  

 


