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RESUMO 

PEREIRA, L. R. Desenvolvimento de formulações vacinais contra a dengue baseadas na 

proteína não estrutural 1 (NS1) administrada pela via intradérmica. [Dissertação (Mestrado em 

Parasitologia)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2016. 

 

A dengue é uma doença que nos últimos anos tem alcançado taxas de incidência alarmantes no 

mundo. Esta enfermidade é causada pela infecção com o vírus da dengue (DENV) para o qual o 

principal método de controle, combate ao vetor, não é totalmente eficaz.  Tal situação indica que 

a busca por vacinas seguras e eficazes seja uma prioridade mundial. Neste contexto o uso de 

proteínas não estruturais do vírus representa uma alternativa viável para o desenvolvimento de 

vacinas contra a dengue.  Assim, o presente trabalho teve por objetivo desenvolver e 

caracterizar estratégias vacinais contra o vírus da dengue, baseadas na proteína NS1, utilizando 

a via intradérmica (i.d.) de imunização. A primeira etapa do trabalho consistiu na obtenção dos 

antígenos NS1 e um fragmento derivado da mesma (∆CNS1), cuja deleção na porção C-

terminal (a.a 271-352) poderia resultar na atenuação de possíveis efeitos adversos em 

mamíferos, particularmente no ser humano. Diversas tentativas de obter a ∆CNS1 foram 

realizadas, mas a instabilidade da mesma inviabilizou sua utilização em tentativas de 

imunização.  Por outro lado, foi possível obter uma proteína quimérica envolvendo a fusão 

genética da proteína NS1 de DENV2 com anticorpos monoclonais específicos para receptores 

de células dendríticas (DEC205 e DCIR2). A proteína NS1 recombinante, assim como as 

proteínas quiméricas, foram administradas pelas vias i.d. e i.p em camundongos Balb/c e as 

respostas imunológicas (anticorpos) específicas foram analisadas em relação a diferentes 

parâmetros. A imunização com as proteínas quiméricas resultou em modulação do perfil de 

subclasses de IgG sérico e aumento da afinidade dos anticorpos NS1-específicos frente ao 

antígeno alvo. Além disso, demonstramos a ausência de efeitos adversos associados às 

formulações vacinais, característica essencial em vacinas baseadas na NS1 de DENV. Desta 

forma, o conjunto de dados obtidos neste trabalho destaca, de forma inédita, a combinação da 

estratégia de direcionamento do antígeno para células dendríticas com o uso da via i.d., nunca 

antes testada para antígenos desta natureza. Os resultados lançam perspectivas promissoras para 

o desenvolvimento de vacinas de subunidade contra o vírus da dengue.  

 

Palavras-chave: Dengue. Vacina. NS1. DEC. DCIR2. Intradérmico.  



ABSTRACT 

PEREIRA, L. R. Development of vaccines formulations against dengue based on the 

nonstructural protein 1 (NS1) administered by the intradermal route. [Masters thesis 

(Parasitology)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2016. 

 

Dengue is a disease that in recent years has reached alarming incidence rates in the world. This 

disease is caused by infection with the dengue virus (DENV) to which the main control method 

based on the vector control is not fully  effective. This situation indicates that the search for safe 

and effective vaccines is a global priority. In this context the use of virus non-structural proteins 

is a viable alternative to the development of dengue vaccines. Thus, this study aimed to develop 

and characterize vaccine strategies against dengue virus based on the NS1 protein using the 

intradermal (i.d.) immunization route. The first step in this work consisted in obtaining the NS1 

antigen and a fragment derived from it (ΔCNS1), in which a of the C-terminal part (aa 271-352) 

might result in the attenuation of possible side effects in mammals, particularly humans. Several 

attempts to obtain ΔCNS1 were performed, but the instability of the recombinant protein 

precluded its use in immunization experiments. Moreover, it was possible to obtain a chimeric 

protein based on the genetic fusion of the DENV2 NS1 protein with monoclonal antibodies 

specific for dendritic cell receptors (DCIR2 and DEC205). The recombinant NS1 protein, as 

well as the chimeric proteins, were administered by the routes i.d. and i.p. routes to Balb / c 

mice and various parameters of the specific immune responses (antibodies) were analyzed. 

Immunization with the chimeric proteins resulted in modulation of serum IgG subclass response 

and increased affinity of the NS1-specific antibodies to the target antigen. Furthermore, we 

demonstrated the absence of adverse effects associated with administration of the vaccine 

formulations, an essential characteristic of vaccines based on DENV NS1. Thus, the data set 

obtained in this study highlights, in an unprecedented manner, the combination of a dendritic 

cell antigen targeting approach and the i.d. administration route, a strategy not used before. The 

results raise promising perspectives with regard to the development of subunit vaccines against 

dengue virus. 

 

Keywords: Dengue. Vaccine. NS1. DEC. DDR2.  Intradermal. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 A Dengue  

A dengue é uma doença que atinge mais de 100 países em todo mundo e nos últimos 

anos tem alcançado taxas de incidência alarmantes (1). Esta enfermidade é a principal 

arbovirose circulante em humanos, sendo causada pela infecção com o vírus da dengue 

(DENV), um arbovírus pertencente à família Flaviviridae, gênero Flavivirus, que se 

apresenta sob a forma de quatro sorotipos com capacidade de infectar humanos: DENV-

1, 2, 3 e 4 (2). Estima-se que cerca de 390 milhões de infecções com o DENV ocorram 

por ano em nível global. A disseminação da doença entre continentes tem crescido 

consideravelmente e, sobretudo, a Ásia e as Américas foram caracterizadas como 

regiões de risco, com incidência na faixa de 13 a 67 milhões de infecções em 2010 (3). 

O surgimento global acelerado desta doença está relacionado com as alterações 

demográficas, sociais e climáticas evidenciadas nos últimos anos, incluindo o 

crescimento populacional, a maior circulação de pessoas entre cidades e países, a 

urbanização descontrolada, e a precária infra-estrutura dos programas públicos de saúde 

e controle de vetores (4). Assim, tomando em conta os impactos econômicos e de saúde 

que a dengue causa, a busca por novos métodos efetivos de controle do vírus, como o 

desenvolvimento de uma vacina, torna-se imprescindível. 

A transmissão do DENV ao homem se faz pela picada de mosquitos do gênero 

Aedes, principalmente a espécie Aedes aegypti, durante o processo de hematofogia (5). 

Depois da picada do mosquito, o DENV infecta inicialmente células dendríticas, 

macrófagos e linfócitos (1), na qual o vírus pode ficar em um período de incubação de 

3-14 dias (média de 4 a 7 dias), após o qual o indivíduo infectado pode apresentar um 

estado febril agudo, correlacionado com quadro de viremia.  É principalmente neste 

período de viremia que os mosquitos, ao picarem uma pessoa infectada, podem adquirir 

o DENV, estando apto em cerca de 8-12 dias (período de incubação extrínseca) a 

transmitir o vírus a hospedeiros suscetíveis (6). O reconhecimento e a entrada da 

partícula viral na célula são mediados por interações com a proteína do envelope viral 

(proteína E), no qual o vírus entra na célula por processo de endocitose mediada por 

receptor (7). Após entrada, o endossomo sofre um processo de acidificação, fenômeno 

que propicia mudanças conformacionais na proteína E, com consequente fusão do 

envelope viral à membrana endossomal, liberando o capsídeo para o citoplasma celular. 
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Neste último compartimento, há dissociação do capsídeo e liberação do RNA viral, 

evento que torna o RNA disponível para replicação e tradução das proteínas virais. Com 

as proteínas sintetizadas e o material genético replicado, procede-se a morfogênese 

viral, com posterior liberação de partículas maduras infectantes (8).    

O DENV consiste de um vírus envelopado, cujo material genético é constituído de 

uma fita simples de RNA com orientação positiva, de aproximadamente 10,1 kb. O 

genoma viral codifica para uma poliproteína, a qual após proteólise origina três 

proteínas estruturais (E, C e prM) que compõem a partícula viral, e sete proteínas não 

estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5), que estão envolvidas com a 

replicação viral no interior da célula e a interação com o sistema imunológico do 

hospedeiro (1). A infecção apresenta, em geral, curso de caráter agudo e autolimitado, 

sendo a forma mais banda da doença classificada como Dengue. Entretanto, em alguns 

indivíduos, por mecanismos ainda não totalmente conhecidos, há manifestação de 

formas mais graves da doença, sendo classificadas como Dengue com Sinais de Alarme 

ou Dengue Grave (4,9). A ocorrência destas duas formas graves correlaciona-se, dentre 

outros fatores, com elevada viremia e, especialmente, com infecções secundárias pelo 

vírus da dengue em indivíduos que possuem imunidade prévia contra sorotipos 

heterólogos. Sob este aspecto, a teoria da ADE, do inglês antibody dependent 

enhancement, proposta por Halstead em 1970, defende que a segunda infecção por um 

vírus de sorotipo diferente seria exacerbada pela ligação de anticorpos não 

neutralizantes, gerados durante a primeira infecção, às partículas virais do segundo 

sorotipo viral. Desta forma, haveria a facilitação da entrada de partículas virais em 

células alvo que expressam receptores do tipo Fcγ e, consequentemente, aumento da 

carga viral. Esta última ocorrência em geral resulta em danos teciduais e alteração do 

perfil inflamatório do indivíduo, sobretudo, pela estimulação exacerbada de células do 

sistema imune, que liberam grande quantidade de citocinas, fato que pode levar a 

diversas conseqüências danosas para o indivíduo, sendo este fenômeno uma das 

principais dificuldades ao desenvolvimento de vacinas contra a dengue (11,12). 

1.2 Desenvolvimento de vacinas contra o vírus da dengue. 

Diante de toda esta problemática, e levando em consideração que o método atual de 

combate ao vírus consiste no controle dos mosquitos vetores, que por sua vez não é 

totalmente eficaz, a Organização Mundial de Saúde (OMS) designou que o 
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desenvolvimento de uma vacina contra a dengue, com caráter tetravalente, é uma 

prioridade para uma abordagem mais custo-efetiva na prevenção da doença (6). Com 

este suporte da OMS, nos últimos anos as pesquisas de formulações vacinais contra o 

DENV têm avançado consideravelmente. As principais abordagens vacinais em 

desenvolvimento incluem a utilização de vírus vivos atenuados ou inativados, vacinas 

quiméricas recombinantes, vacinas de vetores virais ou DNA, além de vacinas baseadas 

em proteínas recombinantes (1). Dentre estas estratégias as vacinas baseadas em vírus 

atenuados e quiméricos recombinantes compõem os primeiros esforços no estudo de 

vacinas contra o DENV, os quais se encontram em estágios mais avançados de 

desenvolvimento.  

As vacinas vivas atenuadas (VVA) tem como vantagem o mimetismo à infecção 

natural, em geral sendo capaz de induzir respostas humorais e celulares de longa 

duração. Embora o risco de reversão da atenuação seja alto, vacinas utilizando esta 

plataforma tiveram sucesso como, a da febre amarela (YFV) e da encefalite Japonesa 

(JEV), sendo que a candidata para dengue com maior avanço foi desenvolvida pela 

Walter Reed Army Institute of Research (WRAIR) and GlaxoSmithKline (GSK), com 

caráter tetravalente, tendo em sua composição isolados de DENV atenuados por 

passagem seriada em cultura de células. Ensaios clínicos de fase I e II revelaram a boa 

imunogenicidade da vacina , entretanto, foram encontrados problemas de atenuação 

com alguns virus vacinais (especialmente DENV1 e 4) (1,13). Com a evolução da 

biologia molecular conquistas foram realizadas, sobretudo no aperfeiçoamento dos 

métodos de atenuação e manipulação genética viral. 

Neste sentido outro candidato que demonstrou expressivo avanço nos últimos anos 

foi desenvolvido pelo National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID) e 

se encontra em teste clínico no Brasil junto ao Instituto Butantã. A atenuação dos vírus 

vacinais, obtida por genética reversa, foi resultante de deleções relizadas nas regiões não 

traduzidas (UTR’s) de cepas de DENV. Ensaios clínicos de fase I e II foram realizados, 

sendo demonstrado segurança e imunogenicidade extremamente promissoras, tendo 

recentemente evidenciado capacidade protetora em modelo de desafio humano (1,14–

16). Além desta, outras estratégias de vírus recombinantes quiméricos estão em fase 

clínica de testes, como a DENVax desenvolvida pelo Center for Disease Control (CDC) 

(17,18). 
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 A estratégia vacinal contra a dengue mais avançada até o momento foi desenvolvida 

pela Acambis, licenciada pela Sanofi Pasteur e denominada CYD-TDV (do inglês 

Chimeric Yellow Fever Virus–DENV Tetravalent Dengue Vaccine), e utiliza tecnologia 

de vírus atenuado quimérico, sendo recentemente registrada para uso no México e no 

Brasil. A CYD-TDV foi gerada tendo como base o vírus vacinal da febre amarela (YFV 

17D), o qual teve os genes das proteínas estruturais, prM e E, substituídos pelos do 

DENV, gerando uma vacina tetravalente contendo quatro vírus quiméricos (um 

representativo de cada sorotipo).  Embora esta vacina seja a única que tenha concluído 

ensaios clínicos de fase 3, a comunidade científica tem demonstrado preocupação com 

esta estratégia pois, apesar da segurança, tolerabilidade e imunogenicidade terem sido 

comprovadas junto a ensaios clínicos de fase I e II (19,20), foram observados nos 

ensaios de fase IIb e III proteção parcial não equilibrada entre os sorotipos de DENV, 

com a menor proteção contra o sorotipo 2 (21,22). Esses achados levantaram também 

questionamentos sobre a real fidelidade do correlato de proteção atual existente 

(anticorpos neutralizantes), uma vez que a robusta e tetravalente proteção observada em 

ensaios in vitro (PRNT) não tem se correlacionado com eficácia descrita nos ensaios 

clínicos (23). Além disso, o envolvimento de imunidade celular na proteção contra 

DENV, sobretudo contra proteínas não-estruturais, vem sendo estudadas e mostram-se 

importantes (24).  

Associado a essa última observação, estratégias vacinais de subunidade tendo por 

base proteínas não estruturais do DENV representam uma alternativa atrativa, as quais 

não estão relacionadas ao fenômeno da ADE, sendo, portanto, seguras e promissoras. 

1.3 A NS1: patogênese x antígeno vacinal. 

A NS1 é uma glicoproteína de 46-55 kDa que, apesar de não ter função totalmente 

estabelecida,  é possivelmente requerida na replicação viral, na síntese do RNA de 

orientação negativa e na evasão do vírus ao sistema imunológico do hospedeiro. Esta 

quando é produzida nas células infectadas pode se apresentar associada à membrana 

citoplasmática, ou ainda, de forma diferente das outras proteínas não estruturais do 

DENV, pode ser secretada para o meio extracelular, sendo altamente imunogênica e 

capaz de estimular a indução de resposta imunológica humoral e celular (25,26).  

De acordo a alguns estudos, existe conhecimento da ocorrência de mimetismo 

molecular entre a proteína NS1 do DENV e proteínas humanas. Em conseqüência desta 
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similaridade, tem-se relatado a ocorrência de reatividade cruzada de anticorpos anti-

NS1 com proteínas presentes na superfície de células do hospedeiro, sendo já descrita a 

ligação cruzada destes anticorpos às células endoteliais, plaquetas e alguns fatores da 

coagulação  (27–32). Embora esses efeitos relatados não estejam bem esclarecidos, a 

ligação de anticorpos anti-NS1 cruzada com plaquetas podem resultar na depleção das 

mesmas ou inibir a sua agregação (Figura 1A), assim como ao se ligarem às células 

endoteliais (CE) poderão ocasionar danos às mesmas via ativação do sistema 

complemento, citotoxicidade celular mediada por anticorpo (ADCC) (Figura 1B) ou sua 

ativação direta com conseqüente indução de apoptose. Além disso, a proteína NS1 pode 

contribuir para um aumento da carga viral por perturbar o sistema complemento 

(inibindo a virólise mediada por complemento) (Figura 1C) ou ainda, ao interagir 

diretamente com as CE via TLR4, pode ativar as mesmas e contribuir para o aumento da 

permeabilidade vascular.  (2,27,28,33–36).  

 

  

Figura 1 - Participação da proteína NS1 na imunopatogênese da dengue. Os anticorpos anti-NS1 

podem se ligar às plaquetas induzindo sua depleção ou inibir a sua agregação (A) ou ainda ligarem às 

células endoteliais e induzir danos às mesmas por ativação do sistema complemento ou ADCC (B). Além 

disso, a NS1 contribui para um aumento da carga viral por perturbar o sistema do complemento, o que 
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conduz à proteção das partículas de DENV por inibição da virólise mediada por complemento (C). Juntos, 

estes mecanismos são acreditados para contribuir significativamente para o desenvolvimento de formas 

graves da dengue (DHF/DSS). Adaptado de Amorim et al., (2014).  

Apesar destes achados a proteína NS1 mostra-se como um antígeno vacinal 

importante, a qual apresenta epítopos conservados entre os quatro sorotipos do vírus 

(37), fato que pode contribuir para uma imunidade cruzada importante para uma vacina 

tetravalente contra o DENV. Ao longo dos últimos 27 anos, diferentes abordagens 

vacinais baseadas na NS1, em associação com diferentes vias e adjuvantes, foram 

descritas (38–40), sendo que a imunização de camundongos com a NS1, na forma de 

proteína recombinante ou codificada por vacinas de DNA, tem demonstrado resultados 

promissores, na qual se observa níveis de proteção de até 100% (41–43). Resultados 

animadores também foram encontrados pelo nosso grupo de pesquisa (41), no qual ao 

testarmos uma formulação baseada na NS1 recombinante, em associação com 

adjuvantes, observamos uma taxa de proteção de 50% em modelo de desafio utilizando 

vírus DENV2. Em outro trabalho realizado também em associação com nosso grupo de 

pesquisa (44), ao produzir a proteína NS1 fusionada a dois anticorpos monoclonais 

direcionados para receptores de células dendríticas, foi possível observar a indução de 

respostas imunológicas celular e humoral capazes de conferir proteção aos animais 

imunizados frente ao desafio letal com DENV2 cepa NGC (New Guinea C).   

 Além disso, apesar dos efeitos deletérios da NS1 comentados anteriormente, em 

estudo realizado ao se testar uma forma recombinante e editada da proteína NS1, 

denominada ΔC-NS1 (que apresenta uma deleção aa 271-352 em sua região C-

terminal), foi observado que a formação de anticorpos capazes de reagir cruzadamente 

com plaquetas in vitro foi abolida (45). Também já foi observado que a imunização 

passiva de camudongos com anticorpos direcionados para a ΔC-NS1 reduziu os efeitos 

deletérios observados em modelo de camundongo, como o tempo de sangramento e 

eventos hemorrágicos (46). Diante disso, a NS1 em sua forma editada, reduz seus 

possíveis efeitos danosos sobre o hospedeiro, sendo um antígeno atrativo ao se pensar 

em desenvolvimento de vacinas contra a dengue. Entretanto, o efeito protetor da ΔC-

NS1 frente ao desafio com o vírus da dengue ainda não foi caracterizado, sendo, 

portanto, uma lacuna a ser preenchida de extrema relevância para o campo de vacinas 

contra o DENV e também para o entendimento do real papel da proteína NS1 na 

imunopatogênese da doença. 
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1.4 Direcionamento de antígenos para células dendríticas 

Uma estratégia que tem demonstrado impacto no aumento da imunogenicidade de 

proteínas consiste no direcionamento destas para populações de células dendríticas 

(DC’s). As DC’s são células especializadas em apresentação de antígenos cujas 

principais funções incluem a iniciação e a regulação da resposta imunológica. Como 

possuem capacidade migratória, estas células permitem uma interação entre a 

imunidade inata e adaptativa, captando antígenos em diversos tecidos e apresentando-os 

de forma eficiente, após processamento, aos linfócitos T em órgãos linfóides, podendo 

gerar a indução de respostas imunes antígeno específicas (47,48).  

Uma característica importante das DC’s consiste na presença de receptores 

endocíticos em sua superfície, os quais permitem a captação por endocitose de seus 

ligantes e conseqüente processamento dos mesmos por estas células. Aproveitando-se 

desta propriedade um método eficiente desenvolvido para direcionar antígenos protéicos 

para as DC’s consiste na fusão genética dos mesmos a anticorpos monoclonais (mAb), 

sendo estes capazes de se ligarem especificamente a receptores endocíticos. Assim, o 

antígeno associado ao mAb é direcionado para populações específicas de DC’s quando 

administrados in vivo,  sendo que a captação e processamento do complexo antígeno-

anticorpo leva, em condições adequadas de inflamação, à apresentação antigênica e 

geração de resposta imune celular e humoral direcionada ao antígeno alvo (44,49). Os 

receptores endocíticos DEC205/CD205 e DCIR2 são alguns dos principais alvos desta 

estratégia, ambos pertencentes à família de lectinas do Tipo C (I e II, respectivamente). 

Os mAbs αDEC205 e αDCIR2 (também conhecido como 33D1) tem como alvos 

principais as subpopulações de DC’s CD8
+
DEC205

+
 e CD8

-
DCIR2

+
, respectivamente. 

Estudos comparativos mostraram diferenças na indução de resposta antígeno-específica 

tendo por base estes dois mAbs, na presença de Poly (I:C), sendo observado  que o 

direcionamento para DCIR2 mostrou-se mais eficiente na apresentação de antígenos 

para linfócitos T CD4
+
, cuja população CD8

-
DCIR2

+
 é mais eficiente na apresentação 

de antígeno via MHC-II, enquanto que o direcionamento para DEC205 foi superior na 

indução de resposta mediada por linfócitos T CD8
+
 , uma vez que a população 

CD8
+
DEC205

+
 apresenta conhecida capacidade de realizar apresentação cruzada de 

antígenos (47,50).  
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Apesar destes achados, a utilização destes anticorpos, contendo antígenos 

fusionados, mostrou-se capaz de estimular e aumentar a geração de resposta de células 

tanto TCD4
+
 quanto TCD8

+
 antígeno-específicas, bem como estimular potente resposta 

humoral quando na presença de moléculas estimuladoras para ativação e maturação de 

células dendríticas, principalmente o Poly (I:C) e αCD40 (44,51–55). Em virtude dos 

resultados promissores obtidos até o momento, essas estratégias tornaram-se atrativas e 

promissoras ao campo de vacinologia, tendo inclusive evoluído para testes clínicos. 

 Além do exposto, um aspecto importante quando se utiliza a estratégia de 

direcionamento antigênico aqui descrita é a necessidade de utilizar moléculas com 

capacidade ativadora sobre DC’s, como agonistas de receptores do tipo toll (TLRs), 

caso contrário, ocorre à indução de tolerância ao antígeno utilizado. Sob este aspecto, o 

adjuvante Poly (I:C), constituído de sequências sintéticas de dsRNA e, portanto, 

agonista de TLR3 e MDA5, demonstrou ser efetivo para o direcionamento de antígenos 

para DC’s via mAbs αDEC205 e αDCIR2, sendo aceito para uso em humanos 

(44,48,56). Ao interagir com o TLR3 ou MDA5 o Poly (I:C) pode induzir a produção de 

interferons tipo I  que, além de diversas propriedade antivirais, podem também 

contribuir para maturação de células dendríticas e na polarização da resposta 

imunológica para um perfil Th1  (Longhi et al., 2009). Assim, as características 

descritas tornam Poly (I:C) um promissor adjuvante para combinação da estratégia de 

direcionamento de antígeno para DC’s em associação com uma  via de imunização  rica 

em células dendríticas, como a intradérmica. 

1.5 Via intradérmica de imunização. 

Além da escolha de um antígeno promissor, no desenvolvimento de vacinas, 

especialmente quando se utiliza estratégias baseadas em proteínas purificadas, a indução 

de respostas imunológicas eficazes depende também da escolha de vias de 

administrações adequadas. Atrelado a isso, estudos têm mostrado que a 

imunogenicidade de proteínas pode ser melhorada quando estas são processadas e 

apresentadas por células dendríticas, sendo consenso que imunizações utilizando a via 

intradérmica (i.d) podem ser eficientes devido à elevada proporção de células 

dendríticas nas camadas dérmicas da pele, induzindo respostas imunológicas 

específicas, com elevada produção de IFN-γ (57).  



31 

 

  

Trabalhos têm destacado o potencial de utilização da via i.d. para estratégias vacinais 

contra dengue, sendo observado que ao realizar imunizações com partículas do DENV-

2, utilizando a via i.d, observou-se um aumento do número de células dendríticas 

(células de Langerhans) no sítio de inoculação, bem como maiores títulos de anticorpos 

neutralizantes, que persistiram por mais tempo, em comparação com imunizações pela 

via intramuscular (58).   Além disso, um estudo de fase clínica, utilizando uma 

estratégia vacinal tetravalente (DENVax) contra o DENV  baseada em vírus atenuado 

recombinante, demonstrou que a utilização da via i.d é segura, sendo passível de induzir 

a produção de anticorpos neutralizantes (17,18,59). Desta forma, estudos com 

abordagens vacinais contra o DENV, pela via i.d., demonstram-se atuais e prósperos.   

Apesar destes achados, ainda não existem na literatura estudos de formulações 

vacinais contra o vírus da dengue, baseadas na proteína NS1, utilizando direcionamento 

deste antígeno para DC’s em associação com a via de inoculação i.d. Deste modo, a 

realização do presente projeto teve por expectativa contribuir para geração de dados que 

auxiliem no desenvolvimento de uma vacina eficaz contra o vírus da dengue, na qual 

combinando a proteína NS1 com adjuvante, e administrando esta formulação pela via 

i.d., espera-se obter respostas imunológicas celulares e humorais efetivas contra o 

DENV. 
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2 OBJETIVO 

 O presente projeto teve por principal objetivo desenvolver formulações vacinais 

de subunidade contra a dengue, baseada na proteína não estrutural 1 (NS1) ou sua forma 

editada (ΔCNS1),  a ser administrada pela via i.d. Sendo assim, as principais etapas 

traçadas para atingir este objetivo foram: 

  1. Expressar as proteínas recombinantes NS1 e ΔCNS1 DENV 2 utilizando 

sistema de expressão baseado em Escherichia coli seguido por purificação das proteínas  

por técnica de cromatografia de afinidade, obtendo-as na forma solúvel e com 

imunogenicidade preservada;  

 2. Expressar as proteínas recombinantes NS1 e ΔCNS1 DENV 2 em fusão com 

os anticorpos DEC205 e DCIR2 seguido de purificação, obtendo-as na forma solúvel e 

com imunogenicidade preservada; 

 3. Caracterizar as respostas imunológicas humorais induzidas após imunização, 

pela via i.d. e i.p., de camundongos BALB/C, utilizando a proteína fusionada ou não os 

anticorpos DEC205 e DECIR2, combinadas com o adjuvante Poly (I:C);  

 4. Avaliar a capacidade protetora das formulações vacinais em ensaios de 

desafio intracraniano com cepa de vírus DENV2;  

 5. Verificar possíveis respostas autoimunes induzidas pelas formulações vacinais 

em estudo.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Expressão e purificação da proteína recombinante NS1-JHA1 

 A linhagem de Escherichia coli BL21-(DE3)-RIL transformada com o 

plasmídeo pNS1-JHA1 utilizada nos experimentos já estava disponível em nosso 

laboratório. A sequência utilizada nesta construção teve por base a NS1 do DENV2 

cepa JHA1, um isolado clínico neurovirulento utilizado em modelo de infecção 

padronizado pelo nosso grupo de pesquisa (60). Estoque dessa linhagem foi 

descongelado e cultivado em 50 ml de meio Luria-Bertani (LB) contendo canamicina 

(50 μg/ml) e cloranfenicol (30 μg/ml) à 37 °C sob agitação (200 rpm) em agitador 

orbital por 18 h. Esta cultura foi utilizada como pré-inóculo, sendo cultivada na 

proporção de 1/100 em 4 litros de meio LB e mantida nas mesmas condições de 

crescimento descritas anteriormente até atingir fase de crescimento exponencial média 

(DO600nm= 0,5-0,6). Nessa etapa a expressão da proteína recombinante iniciou-se pela 

adição do indutor Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside - IPTG (SIGMA) na 

concentração final de 0,5 mM e a cultura foi mantida sob as condições descritas 

anteriormente por mais 4 h. Alíquotas da cultura com quantidades equivalentes de 

células foram coletadas antes (T0) e após (T4) indução. Ao fim do período de indução, 

as culturas foram centrifugadas a 10.000 g por 30 min a 4 °C , suspensas em 400 ml de 

tampão A (0,1 M Tris; 0,25 M NaCl; 20% glicerol; 1 mM PMSF; pH 8,2) e submetidas 

a um processo de lise celular por homogeneização à alta pressão (600 psi) por 10 min. O 

lisado resultante foi centrifugado (10.000 x g por 1 h a 4 °C), sendo as frações solúveis 

(sobrenadante) e insolúveis (precipitado) separadas e coletadas. À fração insolúvel foi 

adicionado tampão B (8 M uréia; 0,1 M Tris; 0,25 M NaCl; pH 8.2) na proporção 10 ml 

tampão/litro de cultura induzia. A solubilização foi realizada por 18 h a 4°C, sendo 

posteriormente a solução centrifugada (10.000 x g por 1 h a 4 °C) e utilizada para 

procedimento de renaturação e purificação. Amostras antes (T0) e após (T4) indução, 

bem como alíquotas das frações solúveis (Fs) e insolúveis (Fi), foram desnaturadas a 

100 °C por 5 min e em seguida submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida 

(SDS-PAGE 15%) e ensaios de Western blot utilizando anticorpos monoclonais com 

reconhecimento específico para a cauda de histidina ou para a proteína NS1 DENV2 

(item 3.3). 
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 Uma amostra da fração insolúvel solubilizada (10 ml) foi submetida a processo 

de renaturação in vitro por método de diluição pulsada com auxílio de bomba 

peristáltica (fluxo de 250 µl/min) em 2 L de tampão A, sob agitação constante de 60 

rpm. Após renaturação, a amostra foi novamente centrifugada e filtrada em membrana 

de 0,22μm (Millipore).  A purificação da proteína NS1-JHA1 foi realizada em aparelho 

AKTA – Avant (GE Healthcare Life Sciences), no qual toda a amostra de NS1-JHA1 

renaturada (2 L) foi então aplicada  em coluna HisTrap HP 5 ml (GE Healthcare Life 

Sciences) previamente equilibrada com tampão A. Após aplicação da amostra, a coluna 

foi lavada com 10 volumes de coluna (VC) de tampão A, sendo em seguida a proteína 

eluída pela aplicação de gradiente linear (0 a 1 M) de Imidazol utilizando mistura do 

tampão A com tampão  C (0,1M Tris; 0,25 M NaCl; 1M Imidazol; 20% glicerol; pH 

8.2). Alíquotas das frações protéicas eluídas (15 μl) foram desnaturadas a 100 °C por 5 

min, e em seguida submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 

15%). As frações eluídas restantes, correspondentes ao pico da proteína, foram reunidas, 

transferidas para membrana de diálise (Thermo Scientific, #88244) e submetidas à 

diálise overnight em 2 L de tampão A para retirada de Imidazol. 

3.2 Expressão e purificação da proteína recombinante ΔCNS1-JHA1  

 A expressão, renaturação e purificação da proteína ΔCNS1-JHA1, utilizando 

linhagem de Escherichia coli BL21-(DE3)-RIL capaz de expressar a proteína ΔCNS1-

JHA1 disponível em nosso laboratório, foram realizadas de acordo as condições 

descritas no item 3.1. Os tampões utilizados nas etapas de lise celular e purificação, para 

esta proteína, foram: A (0,1M Fosfato de Sódio; 0,5 M NaCl; 20% glicerol; 1mM 

PMSF; pH 7,0), B (8M Uréia; 0,1M Fosfato de Sódio; 0,5 M NaCl; pH 7,0) e C (1M 

Imidazol; 0,1M Fosfato de Sódio; 0,5 M NaCl; 20% glicerol; pH 7,0).  

 Tendo por objetivo a expressão da proteína ΔCNS1-JHA1 na fração solúvel do 

extrato bacteriano, a indução da expressão desta proteína também foi testada na 

temperatura de 18 °C por um período de 18 h, sendo o processamento da cultura após 

indução realizado de acordo ao descrito anteriormente. Para estes testes, as culturas 

celulares foram feitas em menor escala (50 ml), sendo a indução da expressão da 

proteína ΔCNS1-JHA1 iniciada pela adição de IPTG (0,5 mM) na fase de crescimento 

exponencial correspondente a DO600nm= 1,0. Além disso, a lise das culturas celulares 

(após indução) foi testada em dois tampões: I (fosfato de sódio 0,1M; NaCl 0,5M; 20% 
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glicerol; 1mM PMSF; pH 7,0) ou II (Tris 0,1M; NaCl 0,25M; 20% glicerol; 1mM 

PMSF; pH 7,0). Alíquotas das frações solúveis e insolúveis foram coletas, desnaturadas 

à 100 °C por 5 min e, em seguida, submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida 

(SDS-PAGE 15%) e ensaios de Western blot utilizando anticorpo monoclonal primário  

anti- NS1. 

 Além da purificação da proteína ΔCNS1-JHA1 a partir do produto de 

renaturação realizado por método de diluição pulsada (de acordo ao item 3.1), a 

purificação desta proteína em condições desnaturantes foi também testada. Para isso, 10 

ml do extrato protéico contendo a proteína ΔCNS1-JHA1 solubilizado em tampão 

desnaturante (8M Uréia; 0,1 M Tris; 0,5 M NaCl; pH 7,0) foi aplicado em coluna 

HisTrap HP (5 ml) com auxílio do aparelho AKTA – FPLC (GE Healthcare Life 

Sciences). Após lavagem da coluna com o mesmo tampão desnaturante, a proteína foi 

eluída mediante aplicação de gradiente linear de tampão contendo imidazol (1M 

Imidazol; 8M Uréia; 0,1 M Tris; 0,5 M NaCl; pH 7,0). Alíquotas (10 µL) das frações 

eluídas foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 15%), 

sendo as frações reunidas para utilização nos testes de renaturação por filtração 

tangencial e eletroeluição (item 3.6).  

3.3 Ensaios de Western blot 

Para realização dos ensaios de Western blot as amostras protéicas foram submetidas 

à eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE15%) e transferidas para membrana 

de nitrocelulose (GE Healthcare Life Sciences). O bloqueio da membrana foi realizado 

em solução de PBS-Tween 0,05% com 5% de leite por 2 h, a temperatura ambiente. A 

marcação primária foi realizada por incubação (1 h) com anticorpos monoclonais que 

reconhecem a cauda de histidina (Sigma), ou reconhecem especificamente a proteína 

NS1 Dengue 2, nas diluições de 1:5.000 ou 1:6.000, respectivamente, utilizando tampão 

de bloqueio. Anticorpos anti-IgG de camundongos produzidos em cabra conjugados 

com a enzima peroxidase (Sigma) (diluição 1:10.000) foram usados como anticorpos 

secundários. As bandas reativas de proteínas foram identificadas pela exposição das 

membranas à solução de luminol-peróxido de hidrogênio, de acordo com as indicações 

do fabricante (SIGMA). Como controles positivos e negativos dos ensaios foram 

utilizadas, respectivamente, 1μg das proteínas recombinantes NS1DENGUE 2 (~47 

kDa) (61) e 1μg da proteína EDIII DENGUE2 (~15 kDa) (62).   
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3.4 Otimização da renaturação in vitro da proteína ΔCNS1-JHA1 utilizando 

diferentes tampões. 

 A fração insolúvel da proteína ΔCNS1-JHA1 foi obtida após indução à 37 °C de 

acordo ao item 3.1 e solubilizada em tampão desnaturante (8M Uréia; 0,1M Fosfato de 

Sódio; 0,5 M NaCl; pH 7,0).  O extrato protéico total solubilizado foi quantificado por 

espectrofotometria (63) utilizando coeficiente de extinção da proteína  ΔCNS1-JHA1. 

Três miligramas de proteína foram utilizados para realização de processo de renaturação 

in vitro por diluição pulsada com auxílio de bomba peristáltica (fluxo 250 µl/min.) em 

250 mL de diferentes tampões, como descritos na tabela 1. O produto da renaturação foi 

centrifugado (10.000 x g, 40 min.) e o sobrenadante utilizado para quantificação 

protéica.  Alíquotas de 15 μl do produto de renaturação foram submetidas à eletroforese 

em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 15%. O rendimento da renaturação foi calculado 

tendo como base a quantidade inicial (QPi) e final (QPf) de proteína: (Qf x 100)/ Qi.  

Tabela 1 - Tampões utilizados nos testes de renaturação por diluição pulsada. 

I 0,1 M fosfato de Sódio; 0,5 M NaCl; 10% glicerol; pH 7,0. 

II 0,1 M Tris; 0,25 M NaCl; 10% glicerol; pH 7,0. 

III 0,1 M Tris; 0,5 M NaCl; 10% glicerol; pH 7,0. 

 

3.5 Renaturação gradativa em coluna HisTrap HP. 

 O extrato protéico (70 mg) contendo a proteína ΔCNS1-JHA1  solubilizada em 

tampão desnaturante B (8 M uréia; 0,1 M Fosfato de Sódio; 0,5 M NaCl; pH 7,0) foi 

aplicado na coluna HisTrap HP (5 ml) previamente equilibrada (com tampão B) 

utilizando aparelho AKTA – FPLC (GE Healthcare Life Sciences). Após lavagem da 

coluna com 10 VC de tampão de equilíbrio (para retirar proteínas não ligadas), 

procedeu-se a renaturação protéica pela retirada gradativa de uréia, realizada pela 

aplicação de um gradiente (0-100%) de tampão sem agente desnaturante (0,1 M Fosfato 

de Sódio; 0,5 M NaCl; 20% glicerol; pH 7,0). Após renaturação, a proteína ΔCNS1-

JHA1 foi eluída mediante a aplicação de novo gradiente (0-100%) utilizando tampão 

contendo imidazol (1M Imidazol; 0,1 M Fosfato de Sódio; 0,5 M NaCl; 20% glicerol; 

pH 7,0). Alíquotas das frações protéicas eluídas (15 μl) foram desnaturadas a 100 °C 

por 5 min. e em seguida submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE 15%). 
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3.6 Filtração tangencial e eletroeluição. 

 A proteína ΔCNS1-JHA1 purificada em condições desnaturantes (vide item 3.2) 

por cromatografia de afinidade ao níquel foi submetida ao procedimento de renaturação 

de forma gradual utilizando tampões (Fosfato de Sódio 0,1 M; 0,5 M NaCl; pH 7,0; 

20% glicerol) com concentrações decrescentes de uréia (6 M, 4 M, 2 M, 1 M e 0 M). O 

procedimento de renaturação foi realizado utilizando sistema de filtração tangencial 

(Millipore LavScale TFF System) com membrana Pellicon (Millipore) de 10 kDa de 

acordo ao descrito por Porchia et al. (2011). O produto final foi centrifugado (10.000 x 

g, 40 min.) e uma alíquota do sobrenadante (15 μl) submetida à eletroforese em gel de 

poliacrilamida (SDS-PAGE 15%).  

 A proteína  ΔCNS1-JHA1, purificada em condições desnaturantes, foi também 

utilizada para ensaio de eletroeluição. Para isto, 260 µg de proteína foi submetida à 

eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12,5%), sendo as bandas 

correspondentes à proteína ΔCNS1-JHA1 (~35 kDa) excisadas do gel, submersas em 4 

mL de tampão (25 mM Tris; 2,5 M glicina; 0,1% SDS)  em saco de diálise (3,5 kDa) e 

submetida a eletroforese com 20 mA por 18 h. Após eletroeluição, o produto foi 

centrifugado (10.000 x g, 40 min.) e o sobrenadante (15 µl) submetido à eletroforese em 

gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 15%).  

3.7 Avaliação da influência de diferentes aditivos anti-agregantes sobre a 

renaturação in vitro da proteína  ΔCNS1-JHA1.  

 O extrato da proteína ΔCNS1-JHA1 solubilizado em tampão desnaturante foi 

quantificado, ajustado para uma concentração final de 2 mg/ml (V/V) e utilizado para os 

testes de renaturação.  A renaturação protéica foi realizada por método de diluição direta 

(65), de modo a se obter uma concentração final de 0,2 mg/ml em tampão de 

renaturação (0,1 M Fosfato de Sódio; 0,5 M NaCl; 1 mM PMSF; pH 7,0) contendo os 

aditivos L-Arginina (0 M, 0.25 M ou 0.5 M), D-glicose (0 M, 0.5 M ou 1 M) ou β-

ciclodextrina (0 M, 20 mM ou 40 mM). A mistura referente a cada aditivo foi mantida 

sob baixa agitação por até 120 min. a 4 °C, sendo a intensidade de agregação protéica 

mensurada por espectrofotometria (transmitância a 600 nm). O produto de renaturação 

foi centrifugado (10.000 x g, 40 min.) e o sobrenadante (proteína solubilizada) utilizado 

para quantificação protéica e eletroforese em gel de poliacrilamida a (SDS-PAGE 15%). 
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O cálculo do rendimento de renaturação foi realizado com base na quantidade inicial 

(Qi) e final (Qf) de proteína utilizada no procedimento: (Qf x 100)/Qi. 

3.8 Renaturação protéica utilizando alta pressão hidrostática. 

 Corpúsculos de inclusão (CI) das proteínas NS1-JHA1 e ΔCNS1-JHA1 

expressas em E. coli foram obtidos após lise celular por homogeneização sob pressão 

(600 psi) por 10 min. e centrifugação (10.000 x g, 1 h). Os corpúsculos de inclusão de 

cada proteína (precipitado resultante após centrifugação) foram suspensos 

separadamente em tampão de lavagem A1 (NS1-JHA1) ou A2 (ΔCNS1-JHA1) (Tabela 

2), sonicados (15 seg. ON; 10 seg. OFF; 35% amplitude por 1,5 min.) e centrifugados 

(10.000 x g, 10 min.). Esta etapa de lavagem foi repetida mais uma vez, sendo que ao 

final os CI foram ressuspensos nos tampões B1 (NS1-JHA1) ou B2 (ΔCNS1-JHA1) e 

submetidos à lavagem por mais 2 vezes, como descrito anteriormente.  Ao final os CI 

lavados foram ressuspensos em 10 ml dos tampões B1 (NS1-JHA1) ou B2 (ΔCNS1-

JHA1), sendo armazenados a -20 °C para posterior etapa de renaturação.  

Tabela 2 - Tampões utilizados nos testes de renaturação das proteínas NS1-JHA1 e  ΔCNS1-JHA1 

por alta pressão hidrostática. 

A1 0,1 M Tris-HCl; 50 mM NaCl; 1 mM EDTA; 0,1%  de deoxicolato de sódio; pH 8,5. 

A2 0,1 M Tris-HCl; 50 mM NaCl; 1 mM EDTA; 0,1%  de deoxicolato de sódio; pH 7,0. 

B1 0,1 M Tris-HCl; 50 mM NaCl; 1 mM EDTA; pH 8,5. 

B2 0,1 M Tris-HCl; 50 mM NaCl; 1 mM EDTA; pH 7,0. 

R1 50 mM Tris-HCl; 0,5 M L-Arginina; 1M guanidina; pH 8,5 

R2 50 mM Tris-HCl; 0,5 M L-Arginina; 1M guanidina; pH 7,0 

C1 50 mM Tris-HCl; pH 8,5 

C2 50 mM Tris-HCl; pH 7,0 

 

 Para submeter os CI à renaturação sob pressão hidrostática, os mesmos foram 

diluídos para uma D.O.(350nm) = 1 em tampão de renaturação (R1 para proteína NS1-

JHA1 e R2 para proteína ΔCNS1-JHA1). As amostras foram acondicionadas 

separadamente em sacos plásticos, que foram posteriormente selados. As amostras 

foram então submetidas ao tratamento de renaturação em vaso de pressão R4-6-40/PS-

50 (High Pressure Equipment Company) por 16 h a uma pressão de 2,4 kbar. Após 

descompressão, as amostras foram centrifugadas (10.000 x g, 1 h), dialisadas em 

tampão C1 (NS1-JHA1) ou C2 (ΔCNS1-JHA1) e centrifugadas novamente para 

remoção de proteínas precipitadas. Os sobrenadantes foram utilizados separadamente 
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para purificação das proteínas NS1-JHA1 e ΔCNS1-JHA1 por cromatografia de 

afinidade ao níquel, de acordo ao descrito nos itens 3.1 e 3.2. Os ensaios de renaturação 

por pressão foram realizados em colaboração com a Profª Dra. Lígia E. M. Ferreira Dias (IPEN-

USP). 

3.9 Análise computacional do perfil de hidrofobicidade da protéica NS1-JHA1. 

A determinação do perfil de hidrofobicidade da proteína NS1 DENV2 cepa JHA1 

foi realizada por análise computacional seguindo algoritmo descrito previamente (66). 

A análise foi realizada utilizando o software web IEDB Analysis Resource com base na 

predição de epítopos lineares para células B seguida de predição de hidrofobicidade de 

Parker. 

3.10 Clonagem das proteínas ΔCNS1 e NS1 (cepa JHA1 DENV2) fusionadas a 

anticorpo monoclonal anti-DEC205. 

 As sequências codificadoras para a proteína NS1 e ΔCNS1, ambas da cepa JHA1 

de DENV2 (60), foram obtidas por amplificação, tendo o plasmídeo pNS1-JHA1 

(pET28a) como molde. A amplificação dos genes de interesse foi realizada utilizando a 

enzima Phusion High Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs), de acordo as 

instruções do fabricante, sendo os iniciadores utilizados nas reações de PCR (Reação 

em Cadeia da Polimerase), contendo os sítios de restrição para as enzimas NotI e XhoI, 

descritos no tabela 3. As sequências de DNA codificadoras (NS1 e ΔCNS1) 

amplificadas foram clonadas e propagadas inicialmente utilizando o kit CloneJET PCR 

Cloning (Thermo Scientific), de acordo as instruções do fabricante. Em seguida, as 

sequências NS1 e ΔCNS1 foram subclonadas em fusão com a sequência codificadora 

para região carboxi-terminal da cadeia pesada do anticorpo monoclonal anti-DEC205 de 

camundongo (clone NLDC145), fornecido gentilmente pela professora Dra. Sílvia 

Beatriz Boscardin (Laboratório de Direcionamento de Antígenos para células 

dendríticas/ICB-USP).  

 

Tabela 3 - Iniciadores utilizados para amplificação das sequências ΔCNS1-JHA1 e NS1-JHA1. 

FwNS1 5’-GCTCGAGGAGTTCGGTAGGTTCGATAGTGGTTGCGTTGTGAG-3’, 

RvNS1 5’-GGCGGCCGCTCAGGCTGTGACCAAGGAGTTG-3’ 

RvΔCNS1 5’-CATTGCGGCCGCTCATAGATGCCAAGGTCCTGC-3’ 
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 A confirmação dos plasmídeos recombinantes obtidos foi realizada por análise 

de restrição com as endonucleases NotI e XhoI e sequenciamento dos genes ΔCNS1-

JHA1 e NS1-JHA1 pela técnica de interrupção de síntese com dideoxinucleotídeos 

marcados com fluorocromos. Neste último utilizou-se o sequenciador automático (ABI 

377, Perkin-Elmer Applied Biossystems) disponível no departamento de 

Bioquímica/FCF da USP e reagentes do kit comercial “Big Dye terminator DNA 

sequecing” (Applied Biosystem). Para análise dos resultados do seqüenciamento foi 

utilizado o software SeqMan (LaserGene package, DNASTAR).  

 Os plasmídeos contendo a cadeia pesada do mAb anti-DEC205 (pDEC-NS1-

JHA1 e pDEC-ΔCNS1-JHA1) e sua respectiva cadeia leve (pDEC kappa) foram 

utilizados para transformar linhagem de E. coli DH5α. Clones únicos contendo cada 

plasmídeo foram crescidos separadamente em 100 ml de meio LB contendo 100 μg/ml 

de ampicilina por 16-18 h (200 rpm/ 37 °C). O DNA plasmidial foi purificado 

separadamente a partir das culturas utilizando Kit Midi Prep (Invitrogen) de acordo as 

instruções do fabricante. 

3.11 Expressão e purificação dos anticorpos αDEC e αDCIR2 controles e 

quiméricos.  

 Para ensaio de expressão dos anticorpos recombinantes construídos células 

embrionárias de rim humano (HEK) 293T (ATCC N° CRL-11268)  foram cultivadas de 

acordo a protocolo descrito previamente (44) até atingirem a confluência de 70–80%. 

Neste momento, as células foram lavadas com meio DMEM sem SFB, sendo em 

seguida adicionado às mesmas 20 mL DMEM (suplementado com 1% Nutridoma-SP 

(Roche), 1 x de l-glutamine e 1 x de solução antibiótico/antifúngico) e em seguida 

utilizadas para procedimento de transfecção mediada por polietilenoimina (PEI) com 

quantidades equivalente dos plasmídeos codificando para as cadeias leves e pesadas. 

Dez microgramas de cada plasmídeo foram adicionados para o volume final de 1 ml em 

solução de NaCl (150mM) contendo 4,5 μg de PEI por µg de DNA. Estas misturas 

foram homogeneizadas (10 seg.), incubadas por 5 min. (T.A) e distribuídas sobre as 

placas uniformemente. O sobrenadante referente a 5 placas (teste de expressão dos 

anticorpos construídos) ou 25 placas (produção dos anticorpos em larga escala) foi 

recolhido 5-6 dias após transfecção, clarificado a 1.000 x g (30 min.) e filtrado em 

membrana de 0,22 µm (Corning). Os anticorpos recombinantes contidos no 
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sobrenadante de cultura foram purificados com esferas contendo Proteína G (GE 

Healthcare) também de acordo ao descrito por Henriques et al. (2013). 

 Os anticorpos quiméricos purificados resultantes foram submetidos a ensaio de 

western blot de acordo ao item 3.3, sendo que anticorpo monoclonal anti-NS1 (1:5000) 

foi  empregado como marcação primária e a proteína A-HRP-peroxidase (1:1000) como 

marcação secundária. 

3.12 Ensaio funcionalidade dos anticorpos. 

A funcionalidade dos anticorpos controles (αDEC e αDCIR2) e quiméricos (αDEC-

NS1 e αDCIR2-NS1) foi analisada mediante teste de ligação dos mesmos em seus 

respectivos receptores de acordo a protocolo descrito previamente (44). Para isso células 

CHO que expressam de forma estável os receptores DEC205 ou o DCIR2 foram 

incubadas com os anticorpos diluídos para uma concentração final de 10, 1 ou 0.1 

mg/ml em gelo durante 45 min. Após incubação as células foram lavagens duas vezes 

com PBS 1 x acrecido de SFB a 2% (FBS, Life Technologies), sendo em seguida 

incubadas com anticorpo anti-IgG1 de camundongo conjugado a ficoeritrina (PE) 

(1:2000) durante 30 min. em gelo. Após duas lavagens adicionais, 20.000 eventos foram 

adquiridos usando citômetro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences). 

3.13 Ensaio de Imunização. 

Os experimentos com camundongos foram conduzidos de acordo aos Princípios 

Éticos da Experimentação Animal estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal. Camundongos da linhagem Balb/C machos (6-8 semanas) 

foram inoculados por via i.d. ou i.p de acordo aos seguintes grupos de imunização: 1) 

animais que receberam o anticorpo αDEC (2,5 µg/animal); 2) anticorpo αDCIR2 (2,5 

µg/animal); 3) anticorpo αDEC-NS1 (2,5 µg/animal); 4) anticorpo αDCIR2-NS1 (2,5 

µg/animal); 5) animais que receberam 1 μg da proteína recombinante NS1 DENV2 

(cepa NGC). Todas as formulações vacinais foram adjuvantadas com Poly (I:C) na 

quantidade de 50 µg/animal, sendo utilizado como veículo soro fisiológico. Cada grupo 

de animais (n=5) receberam duas doses das formulações vacinais ou controle, sendo 

adotado um intervalo de 2 semanas entre as doses. Para o experimento de avaliação da 

indução de memória imunológica, transcorridos 146 dias após a administração da 
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segunda dose vacinal os animais foram re-estimulados com a inoculação de 1 µg/animal 

da proteína NS1. 

Para o monitoramento de resposta de anticorpos específicos contra o antígeno 

vacinal, amostras de sangue dos animais foram obtidas por punção do plexo 

submandibular e processadas (coagulação a 37 ºC por 15 min. e retração do coágulo a 4 

ºC por 30 min., seguida de centrifugação à 3000 x g por 30 min., 4 °C) para obtenção de 

soro. As amostras obtidas foram estocadas em freezers a – 20 ºC para posteriores 

análises. As coletas de sangue foram realizadas 14 dias após a administração de cada 

dose do protocolo vacinal. Para acompanhamento da longevidade da resposta humoral 

coletas adicionais foram realizadas nos dias 45, 90 e 160 do protocolo vacinal. Para a 

avaliação de indução de memória imunológica coletas de sangue foram realizadas 

também 7 e 15 dias após re-estímulo com a administração do antígeno NS1.  

3.14 Ensaios de ELISA. 

Microplacas de poliestireno Costar (Corning) foram sensibilizadas por 18 h a 

temperatura ambiente (T.A) com a proteína rec. NS1 purificada (200 ng/poço em 50 µl). 

As placas foram lavadas três vezes com solução PBS 1 x contendo 0,02% de Tween-20 

(PBS-T). Após a lavagem, o bloqueio foi realizado mediante adição 200 µl/poço de 

solução de leite 5% acrescida de albumina de soro bovino (BSA) a 1% em PBS-T 

durante 2 h a temperatura ambiente (T.A). Após novo ciclo de lavagem (3 x), 100 µl dos 

soros diluídos em solução diluente (leite 5% + BSA 0,25% em PBS-T) individuais 

foram adicionados aos poços e incubados a temperatura ambiente por 2 h. Depois de um 

novo ciclo de lavagem (3 x), foram adicionados aos poços, na diluição 1/2000, 50µl do 

anticorpo secundário anti-IgG de camundongo conjugado à peroxidase. Para os 

determinação das subclasses de IgG, anticorpos anti-subclasses IgG1, IgG2a, IgG2b e 

IgG3 foram empregados. Após incubação de 2 h (T.A), as placas foram lavadas 3 vezes 

com PBST e a revelação foi realizada com adição de 100 µL/poço da solução 

reveladora (10 mg de OPD (Sigma) dissolvidos em 10 mL de solução contendo fosfato 

de sódio (Synth) 0,2 M e ácido cítrico (Synth) 0,2 M (pH 4,7) acrescido de 10μL de 

H2O2 30%) por 15 min, à temperatura ambiente sob abrigo da luz, e interrompida com 

50 µL/poço de ácido sulfúrico a 1 M. A leitura da densidade óptica foi realizada a 490 

nm em leitor de placa (Multiscan MS- Labsystems). Considerou-se como valor de título 

o primeiro valor de diluição em que a DO490nm fosse igual ou superior 0,1. 
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Para o ensaio de avaliação da ligação dos anticorpos a epitopos confomacionais e 

lineares a sensibilização das placas foi realizada com a proteína intacta ou previamente 

desnatura por calor (aquecimento a 100 °C por 10 min seguido de resfriamento a 0 °C). 

Todos os demais procedimentos descritos anteriormente foram mantidos. 

3.15 Análise da afinidade dos anticorpos NS1 específicos. 

 Para este ensaio misturas dos soros correspondentes a cada grupo de animais 

imunizados foram avaliadas previamente para a determinação do título de IgG total anti-

NS1 por ensaio de ELISA e foram normalizados para uma D.O. de 1,0. O ensaio de 

afinidade seguiu os procedimentos descritos para ELISA (item 3.14) sendo a este 

acrescida uma etapa de dissociação dos anticorpos anti-NS1 por incubação com várias 

concentrações de tiocianato de amônio diluído em PBS (0.0 M, 0.125 M, 0.15 M, 0.2 

M, 0.3 M, 0.5 M, 1 M, 2 M, 4 M ou 8 M) por 15 min a temperatura ambiente. A 

percentagem de ligação anticorpo-antígeno correspondente a cada concentração de 

tiocianato de amônio testada foi determinada da seguinte forma: D.O. (490 nm) em 

presença de tiocianato de amônio X 100/D.O. (490 nm) em ausência de tiocianato de 

amônio. A concentração de tiocianato de amônio necessária para dissociar 50% da 

ligação do anticorpo ao antígeno foi determinada por cálculo empregando método de 

regressão linear (67).  

3.16 Avaliação da ligação dos soros vacinais à plaquetas humanas. 

Sangue total humano anticoagulado (citrato de sódio) foi obtido por punção venosa 

e centrifugado a 100  x g por 20 min à temperatura ambiente para obtenção de plasma 

rico em plaquetas (PRP). O PRP foi centrifugado a 1.000 x g durante 10 min à T.A, 

sendo o sobrenadante separado (plasma pobre em plaquetas, PPP) e o pellet resultante 

ressuspenso em tampão de lavagem (PBS1 x+EDTA 1 mM) e, em seguida, centrifugado 

novamente (1.000 x g durante 10 min à T.A). Após duas lavagens, as plaquetas foram 

ressuspensas em solução de fixação (PBS 1 x + 1% formaldeído) e incubadas por 10 

min., T.A. Após fixação, as células foram lavadas com PBS 1 x e contadas com auxílio 

de câmera de neubauer. As células (total de 10
6
) foram então incubadas com os soros de 

animais imunizados (a uma concentração de IgG NS1-específico final de 2,5 µg/ml, em 

100 µl) ou anticorpo IgG de camundongo comercial (SouthernBiotech) em igual 

concentração, diluídos em PPP, por 30 min. à T.A. Após incubação, as células foram 

lavadas 2 x com PBS e, em seguida, marcadas com anticorpo anti-IgG de camundongo 
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conjugado (Alexa Fluor-488, BD Biosciences) por 30min à T.A. A ligação a plaquetas 

foi analisada por meio de citometria de fluxo (BD Biosciences). 

3.17 Ensaio de Inibição da agregação plaquetária. 

Amostras de sangue anticoaguladas com citrato de sódio a 3,8% (9:1 vol/vol, 

Sangue/Citrato) foram coletadas de voluntários adultos humanos saudáveis que não 

tinham histórico de tratamentro com qualquer medicação nas últimas duas semanas que 

antecederam a coleta. O sangue citrado foi centrifugado por 10 min a 120 x g (25 °C), 

sendo o sobrenadante coletado para obtenção de PRP. Para preparação do PPP 1 ml de 

PRP foi centrifugada a 850 x g por 30 min, sendo o sobrenadande coletado (PPP). Para 

análise da agregação plaquetária 400 µl de PRP foi incubado separadamente com os 

soros dos animais imunizados (a uma concentração de IgG NS1-específico final de 2,5 

µg/ml, em 400 µl), anticorpo IgG de camundongo comercial (SouthernBiotech) em 

igual concentração ou PBS. Para mensuração da agregação plaquetária as amostras 

foram analisadas em aparelho agregômetro (CHRONO-LOG Corporation/490 2D) por 3 

min, sendo em seguida adicionado ADP (20 µM) à solução como indutor da agregação 

e as amostras foram monitoradas por mais 3 min. O aparelho agregômetro foi calibrado 

preveamente tendo o PPP como 0% agregação. A extensão da agregação foi calculada 

como o aumento da transmissão da luz, durante 3 min após a adição de ADP. (68). 

3.18 Ensaio de alteração da permeabilidade vascular in vitro. 

Células de endotélio de veia umbilical humana (HUVEC, do inglês Human 

Umbilical Vein Endothelial Cells) semeadas em insertos Transwell
®

 (Corning, cód 

3392) recobertos com uma solução de gelatina a 0.2% (Sigma) foram mantidas em 

estufa de 5% de CO2 a 37 °C por 24 h para alcançar a confluência. Em seguida, o meio 

foi trocado e as células tratadas com 10% de misturas de soro dos camundongos 

imunizados pelas vias i.d. ou i.p. Após os tratamentos, as culturas foram novamente 

incubadas a 37 °C e a TEER (resistência elétrica transendotelial, do inglês 

transendothelial electrical resistence) avaliada 6, 10 e 24 h pós-tratamento utilizando-se 

o voltímetro EVOM
2
 com o eletrodo STX100c. Para os cálculos, os valores de TEER 

em ohms (Ω) dos controles negativos (insertos sem células) foram subtraídos dos 

valores obtidos em cada inserto com células. Finalmente, os valores foram 

multiplicados pela área dos insertos resultando na TEER corrigida em Ω × cm
2
.  
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3.19 Análises hematológicas. 

Para as análises hematológicas amostras de sangue total dos animais imunizados 

foram coletadas (sete dias após a segunda dose vacinal) em tubos contendo citrato de 

sódio (7,8%) e utilizadas para confecção de hemogramas com auxílio de aparelho de 

hematologia (Auto Hematology Analyzer – BC2800vet - MINDRAY). Partes das 

amostras de sangue coletadas foram também utilizadas para mensuração do tempo de 

protombina utilizando kit analítico de acordo com as instruções do fabricante 

(Soluplastin, Wiener lab.). 

O tempo de sangramento dos animais imunizados foi determinado (4 dias após a 

administração da 2 dose vacinal) mediante uma transecção de 3 mm realizada na ponta 

da cauda do animal. Gotas de sangue foram gentilmente coletadas com auxílio de papel 

filtro a cada 30 segundos, sendo o tempo de sangramento contabilizado até as manchas 

de sangue recuperadas apresentaram aproximadamente 0,1 mm de diâmetro (45).  

3.20 Avaliação de danos hepáticos. 

Amostras de soro dos animais imunizados, obtidos sete dias após a 

administração da segunda dose vacinal, foram utilizadas para avaliação de parâmetros 

bioquímicos incluindo, determinação das atividades da transaminase glutâmico-pirúvica 

(TGP), da transaminase glutâmico-oxalacética (TGO), e da enzima lactato 

desidrogenase (LDH).  Para estes ensaios foram utilizados kits analíticos seguindo as 

instruções do fabricante (Bioclin, Brasil).  

3.21 Ensaio de desafio. 

Duas semanas após a segunda dose vacinal, os camundongos dos grupos controle ou 

vacinados serão desafiados com o DENV-2 (cepa NGC). Para isto os animais foram 

anestesiados com uma mistura de quetamina-xilazina (100 µL/animal) e inoculados por 

via intracerebral com 30 µL de meio L-15 contendo 50 x DL50 (total de 5x10
5
 UFP) da 

cepa de DENV citada. Os camundongos foram separados em grupos (9-10 

animais/grupo) para cada teste, sendo avaliados por 21 dias quanto ao aparecimento de 

sinais de morbidade (fraqueza muscular, paralisia de membros, arqueamento da coluna, 

paralisia total) e mortalidade. Para fins de cálculo de morbidade a positividade para este 
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parâmetro foi considerada positiva quando os animais apresentaram paralisia em uma 

das patas.   

3.22 Análises Estatísticas 

As análises estatísticas foram realizadas com auxílio do programa GraphPad Prism 5 

utilizando análise de variância (Anova) com subsequente teste de comparação múltipla 

de Bonferroni. Para os dados de sobrevivência e morbidade foi utilizado o teste de Log-

rank  (Mantel-Cox). A significância estatística foi considerada quando p < 0.05, p < 

0.01 ou p < 0.001. 
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4 RESULTADOS 

Os resultados obtidos foram divididos em dois grandes blocos para melhor 

organização e compreensão do conteúdo apresentado. O primeiro bloco foi dedicado à 

descrição das tentativas de obtenção das proteínas NS1-JHA1 e ∆CNS1-JHA1, sendo o 

segundo bloco dedicado à descrição dos ensaios de imunização explorando a via i.d. 

4.1 BLOCO 1- Obtenção das proteínas recombinantes NS1-JHA1 e ΔCNS1-

JHA1. 

4.1.1 Expressão e purificação da proteína recombinante NS1-JHA1. 

 A expressão da proteína NS1-JHA1 foi testada na linhagem de E. coli BL21 

(DE3) RIL após indução com IPTG por 4 h a 37 °C. Como é possível observar na figura 

2A, a proteína foi expressa somente após indução e apresentou massa molecular 

esperada (~43 kDa).  Na condição de cultura testada, a proteína se concentrou somente 

na fração insolúvel do extrato protéico, sendo esta observação confirmada por ensaio de 

western blot utilizando anticorpos monoclonais dirigidos para proteína NS1 de DENV2 

e para a cauda de histidina (presente apenas na proteína de interesse) (Figura 2A).  

Em geral, a superexpressão de proteínas recombinantes em E. coli apresenta a 

desvantagem de deposição das mesmas em corpúsculos de inclusão insolúveis, sendo 

necessário empregar técnicas para obtenção da proteína de interesse de forma solúvel, 

com estrutura e função preservadas (69,70). Assim, neste trabalho adotamos o método 

de renaturação por diluição pulsada seguida de purificação por cromatografia de 

afinidade ao níquel (CAN). Como é possível observar na figura 3 (A e B), a proteína 

NS1 foi purificada, apresentando banda característica de aproximadamente 43 kDa. As 

frações eluídas da proteína foram reunidas e dialisadas para retirada do imizadol, 

apresentando rendimento ao final do processo de 5,5 mg/litro de cultura, sendo 

satisfatório e equiparável ao encontrado na literatura (61,71,72). 

 



48 

 

  

 

Figura 2 - Teste de expressão das proteínas NS1-JHA1 e ΔCNS1-JHA1 na linhagem E. coli BL21-

(DE3)-RIL. Culturas das linhagens E. coli BL21-(DE3)-RIL capazes de expressar as proteínas ΔCNS1-

JHA1 e NS1-JHA1 foram induzidas à 37 °C por 4 h. Amostras antes e após indução das proteínas NS1-

JHA1 (A) e ΔCNS1-JHA1 (B) foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 

15%) e ensaio de western blot utilizando  anticorpos anti-NS1 e anti-HisTag, conforme indicado na 

figura.   Descrição: canaleta M corresponde ao marcador de massa molecular; canaleta T0, ao extrato 

celular total sem indução; canaleta T4, extrato celular total após 4 h de indução; canaletas Fs, fração 

celular protéica solúvel após indução; canaletas Fi, fração celular proteica insolúvel após indução, 

solubilizada em tampão desnaturante contendo 8 M de uréia. 

 A NS1 quando produzida em sua forma nativa na célula infectada pode se 

apresentar de três formas: monomérica (intracelular), dimérica (associada às membranas 

do retículo endoplasmático e citoplasmática) ou hexamérica (secretada para o meio 

extracelular) (73–75). Alíquotas da proteína purificada foram submetidas à eletroforese 

em gel não desnaturante para verificar a formação de estruturas que sugerem formas 

quaternárias (dímeros e/ou hexâmeros).  Como é possível observar na Figura 3-C, a 

proteína NS1 preservou a capacidade de formação de dímeros, sendo evidenciadas no 

gel duas bandas (~43 kDa e ~86 kDa) na ausência de desnaturação protéica, sendo que 

quando a proteína foi  aquecida a 100 °C por 5 min, apenas monômeros,  com massa 

molecular de ~43 kDa, foram visualizados (Figura 3-D). Estes dados servem como 

indicativo da qualidade da proteína obtida, sendo necessários testes adicionais para 

melhor caracterização da estrutura dimérica observada. 
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Figura 3 - Purificação das proteínas NS1-JHA1 e ΔCNS1-JHA1 por cromatografia de afinidade. As 

frações insolúveis do extrato bacteriano das linhagens de E. coli  contendo as proteínas NS1-JHA1 ou ΔCNS1-

JHA1, solubilizadas em tampão desnaturante, foram utilizadas para renaturação por diluição pulsada e posterior 

purificação por método de cromatografia de afinidade ao níquel. A e E) Cromatogramas de eluição das 

proteínas NS1-JHA1  e ΔCNS1-JHA1, respectivamente, utilizando gradiente de Imidazol variando de 0 a 1 

Molar. Amostras da proteína NS1-JHA1 purificada foram submetidas à eletroforese em condições 

desnaturantes (D) ou não (C), as quais foram também empregadas em  ensaio de western blot utilizando 

anticorpo monoclonal anti-NS1. Amostras das frações eluídas da purificação das proteínas NS1-JHA1 ~43 kDa 

(B) e ΔCNS1-JHA1 ~35 kDa (F)  foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 15%).  

Descrição: canaleta M correspondem ao marcador molecular; demais canaletas correspondem às frações dos 

picos de eluição das proteínas ΔCNS1-JHA1 (1-25) ou NS1-JHA1 (5-18), destacadas nos cromatogramas com 

setas em vermelho. 
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4.1.2 Expressão da proteína ΔCNS1-JHA1 na linhagem E. coli BL21 (DE3) RIL. 

 A proteína ΔCNS1-JHA1 também foi expressa na linhagem de E. coli BL21 

(DE3) RIL nas condições testadas. Como é possível observar na figura 2-B, a proteína 

expressa apresentou perfil eletroforético com massa molecular esperada (~35 kDa), 

concentrando-se também na fração insolúvel do extrato bacteriano. Como esperado, esta 

proteína foi reconhecida por anticorpos direcionados para a cauda de histidina (presente 

em sua porção N-terminal) e para proteína NS1 DENGUE2 (Figura 2-B).   

 Uma vez que a proteína ΔCNS1-JHA1 concentrou-se também na fração 

insolúvel (CI), testamos o método de renaturação in vitro por diluição pulsada e o 

produto obtido foi submetido à purificação por cromatografia de afinidade ao níquel. 

Como pode ser observado na Figura 3-E, apenas um pico de eluição, com concentração 

reduzida de imidazol (37mM), foi recuperado, sendo o mesmo constituído de apenas 

contaminantes (Figura 3-F). Durante o processo de renaturação, a proteína de interesse 

precipitou, apresentando-se totalmente instável, fato que justifica a ausência de 

rendimento protéico nas condições testadas. Diante destes dados, outras estratégias de 

renaturação e obtenção da proteína ΔCNS1-JHA1 a partir da fração solúvel do extrato 

bacteriano foram testadas, sendo descritas mais adiante. 

4.1.3 Otimização da expressão da proteína ΔCNS1-JHA1. 

 Em geral, um dos motivos que levam proteínas heterólogas expressas em 

linhagens de E. coli  se concentrarem em CI é a intensa expressão protéica promovida 

por promotores fortes, como o promotor T7 presente em alguns vetores comerciais. A 

superexpressão protéica, em geral, não é acompanhada pelo dobramento intracelular 

correto (que, na maioria das vezes, necessita de chaperonas), tendo como consequência 

o acúmulo das mesmas em CI. Em vista disto, uma das estratégias utilizadas para 

minimizar este efeito foi promover a indução da expressão protéica em temperatura 

reduzida. Este método tem como vantagens a redução das taxas de transcrição e 

tradução, permitindo maior tempo para ação de chaperonas e redução das interações 

hidrofóbicas que contribuem para o dobramento incorreto das proteínas expressas 

(76,77). Assim, na tentativa de obter a proteína ΔCNS1-JHA1 na fração solúvel, a 

indução foi testada em temperatura mais baixa (18 °C) por um período de 18 h. Além 

disso, para a lise da cultura bacteriana foram testados também dois tampões (vide item 

3.2).  
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 Como pode ser observado na figura 4, mesmo após a indução da expressão 

protéica em temperatura reduzida, a proteína ΔCNS1-JHA1 se concentrou na fração 

insolúvel do extrato bacteriano. O emprego de diferentes tampões de lise também não 

influenciou na solubilidade da proteína, sendo que aparentemente sua expressão foi 

reduzida nas condições testadas, mesmo na fração insolúvel. Assim, à luz destes 

resultados, foi necessário aperfeiçoar a obtenção da proteína ΔCNS1-JHA1 a partir do 

extrato celular insolúvel, por técnicas de renaturação in vitro.  

 

 

Figura 4 - Teste de expressão da proteína ΔCNS1-JHA1 após indução na temperatura de 18 °C. A 

expressão da proteína ΔCNS1 em linhagem de E. coli foi induzida a 18 °C por 18  h. A lise das células foi 

realizada em tampões de composição distinta. A) Amostras da cultura lisada com tampão I submetidas à 

eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 15%) e ensaio de western blot utilizando anticorpo 

monoclonal anti-NS1. B) Amostras da cultura lisada com tampão II . Descrição: canaletas M corresponde 

ao marcador de massa molecular; canaletas Fs, fração celular protéica solúvel após indução; canaletas Fi, 

fração celular protéica insolúvel após indução, solubilizada em tampão desnaturante contendo 8 M uréia; 

canaletas C+, 1μg da proteína NS1 DENV2; canaletas C-, 1μg da EDIII DENV2. Tampões: I (Fosfato de 

sódio 0,1 M; NaCl 0,5 M; 20% glicerol; 1 mM PMSF; pH 7,0); II (Tris 0,1 M; NaCl 0,25 M; 20% 

glicerol; 1 mM PMSF; pH 7,0). 
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4.1.4 Otimização da renaturação in vitro da proteína ΔCNS1-JHA1.  

 Na tentativa de obter a proteína ΔCNS1-JHA1 solubilizada em tampão 

desnaturante, várias técnicas de renaturação in vitro foram empregadas. A primeira 

delas consistiu na otimização do processo de renaturação por diluição pulsada 

empregando diferentes tampões não desnaturantes (sem uréia). Como descrito no item 

4.1.2, a renaturação por diluição pulsada seguida de purificação por cromatografia de 

afinidade não teve sucesso. Sendo assim, a mesma técnica foi utilizada implementando-

se tampões com diferentes composições na tentativa de melhorar a estabilidade da 

proteína ΔCNS1-JHA1 e, conseqüentemente, o rendimento. Entretanto, como é possível 

observar na figura 5, o emprego dos tampões I, II e III não melhorou o rendimento, 

sendo que a proteína apresentou-se instável, precipitando logo no início do processo.  

 

Figura 5 - Teste de renaturação da proteína ΔCNS1-JHA1 em diferentes tampões. Alíquotas de 3 mg 

de extrato total de proteína ΔCNS1-JHA1, solubilizada em tampão contendo uréia a 8M,  foram utilizadas 

para realização de processo de renaturação in vitro por diluição pulsada com distintos tampões. A) 

Rendimentos protéicos ao final do processo de renaturação para cada tampão. B) Alíquotas da solução 

protéica após procedimento de renaturação, submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE 15%). Amostras: canaleta M corresponde ao marcador de peso molecular; canaleta A – produto de 

renaturação utilizando tampão II; canaleta B – produto de refolding utilizando tampão III; canaleta C – 

produto de renaturação utilizando tampão I.   

 Embora muito utilizados, uma desvantagem ao adotar os métodos de renaturação 

por diluição consiste na retirada rápida do agente desnaturante associado à proteína, fato 

que muitas vezes leva à agregação protéica. Este fenômeno se deve ao fato, 

principalmente, do coeficiente de difusão do agente desnaturante ser maior que o da 

proteína (69). Sob este aspecto, uma alternativa ao método de diluição consiste na 

renaturação por retirada gradual do agente desnaturante, fato que torna o processo 

menos agressivo para a proteína. Em vista disso, a renaturação da proteína ΔCNS1-JHA1 

foi testada de forma gradual em coluna cromatográfica de níquel, empregando gradiente 
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linear de tampão não desnaturante, seguido de eluição com tampão contendo imidazol. 

No entanto, mesmo com esta técnica, a proteína permaneceu instável e precipitou dentro 

da coluna, não sendo detectado rendimento significativo ao final do processo, como 

demonstrado no cromatograma apresentado na figura 6.  

 

Figura 6 - Teste de renaturação da proteína ΔCNS1-JHA1 em gradiente decrescente de uréia. O 

extrato protéico insolúvel total contendo a proteína ΔCNS1-JHA1 foi utilizado para renaturação in vitro 

direto na coluna His-Trap HP com aplicação de gradiente linear de tampão de renaturação. Na figura tem-

se apresentado o cromatograma da eluição, com gradiente linear de tampão contendo imidazol (0-1 M), 

da proteína ΔCNS1-JHA1 após renaturação. 

 Para tentar remover proteínas contaminantes de E. coli no procedimento de 

renaturação, a proteína ΔCNS1-JHA1 foi submetida ao processo de purificação por 

CAN de forma prévia, a partir do extrato protéico insolúvel, em condições 

desnaturantes. A purificação foi realizada com sucesso, sendo a proteína ΔCNS1-JHA1 

eluída em pico único e com peso molecular esperado de ~35 kDa  (figura 7). Uma vez 

purificada, a proteína ΔCNS1-JHA1 foi então submetida ao procedimento de 

renaturação gradual utilizando sistema de filtração tangencial. Esta técnica também 

permite a retirada gradual do agente desnaturante presente na amostra protéica e foi 

utilizada com sucesso para obtenção de outras proteínas insolúveis em nosso laboratório 

(64). Entretanto, de forma semelhante aos ensaios realizados anteriormente, a proteína 

comportou-se de forma instável, precipitando ao longo do processo, tendo rendimento 

final nulo (figura 8A). O método de diluição pulsada também foi testado utilizando esta 
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proteína purificada previamente em condições desnaturantes, entretanto, novamente 

houve precipitação sendo o rendimento final nulo (dados não mostrados). 

Figura 7. Purificação da proteína ΔCNS1-JHA1 feita em condições desnaturantes.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Por último, ainda na tentativa de obter a proteína ΔCNS1-JHA1 de forma 

solúvel, a técnica de eletroeluição protéica também foi testada. Para tal, a referida 

proteína purificada em condições desnaturantes foi submetida à eletroforese em gel de 

poliacrilamida, sendo as bandas correspondentes à proteína excisadas (Figura 8B) e 

utilizadas em procedimento de eletroeluição. Esta técnica também não surtiu efeito, não 

sendo possível recuperar a proteína de interesse ao final do processo (Figura 8C). 

Assim, tomando em conjunto esses dados, foi possível concluir que a proteína ΔCNS1-

JHA1 mostra-se altamente instável quando submetida aos principais procedimentos de 

renaturação in vitro. 

Figura 7 - Purificação da proteína ΔCNS1-JHA1 feita 
em condições desnaturantes.  A fração insolúvel do 
extrato bacteriano de E. coli contendo a proteína 
ΔCNS1-JHA1 foi solubilizada em tampão desnaturante e 
utilizada para purificação por método de cromatografia 
de afinidade ao níquel, em condições desnaturantes 
(tampões contendo uréia a 8 M). A) Cromatograma de 
eluição da proteína ΔCNS1-JHA1 utilizando gradiente 

de imidazol variando de 0 a 1 M. B) As frações da 
purificação correspondentes ao pico de eluição da 
proteína ΔCNS1-JHA1 (~35 kDa) submetidas à 
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 15%). 
Descrição: canaleta M, correspondem ao marcador de 
peso molecular; demais canaletas (1B2-2A5) 
correspondem as frações do pico de eluição da proteína 
ΔCNS1-JHA1, destacadas no cromatograma da figura A 

(setas em vermelho).  
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Figura 8 - Tentativa de obtenção da proteína ΔCNS1-JHA1 de forma solúvel pelas técnicas de 

filtração tangencial e eletroeluição. A) Alíquota da proteína ΔCNS1-JHA1 submetida à eletroforese em 

gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 15%) após procedimento de renaturação, por sistema de filtração 

tangencial. B) Foto do gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 15%) contendo alíquotas da proteína ΔCNS1-

JHA1 purificada (~35 kDa), sendo indicada pelo retângulo vermelho e tracejado a região excisada e 

utilizada no ensaio de eletroeluição. C) Alíquota do produto da eletroeluição submetido à eletroforese em 

gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 15%). Descrição: canaletas M correspondem ao marcador de peso 

molecular; canaleta FT, corresponde à alíquota do produto de renaturação por filtração tangencial; 

canaletas  1-14, correspondem a  fração da proteína ΔCNS1-JHA1 purificada e utilizada na eletroeluição; 

canaleta ELET., corresponde ao produto de eletroeluição da proteína ΔCNS1-JHA1. 

4.1.5 Efeito da adição de agentes químicos diversos na solubilização da proteína 

ΔCNS1-JHA1. 

 A renaturação in vitro de proteínas insolúveis é influenciada por diversos 

fatores, dentre os quais o método de remoção do agente desnaturante e a composição do 

tampão. Uma alternativa utilizada para reduzir a agregação de proteínas e aumentar sua 

estabilidade durante o procedimento de renaturação consistiu em utilizar pequenas 

moléculas químicas junto ao tampão de renaturação (69).  Diversos aditivos já foram 

descritos para esta finalidade, sendo que aminoácidos como a L-arginina, e carboidratos 

simples ou complexos, como a β-ciclodextrina, apresentaram propriedades promissoras 

de inibição da agregação protéica in vitro (65,78–80). Assim, na tentativa de reduzir a 

agregação da proteína ΔCNS1-JHA1 e aumentar sua estabilidade durante procedimento 

de renaturação, os aditivos L-arginina, D-glicose e β-ciclodextrina foram incorporados 

no tampão de renaturação em diferentes concentrações.  

 Para este teste, o extrato insolúvel da proteína ΔCNS1-JHA1 foi submetido ao 

procedimento de renaturação por diluição direta em tampão não desnaturante (na 

presença ou ausência dos aditivos), sendo monitorada a taxa de agregação e rendimento 

protéico. Como pode ser observado na figura 9 (A e B), quando a renaturação foi 
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realizada na presença de L-arginina a 0,5 M a agregação protéica foi reduzida em até 

10%. Este fenômeno ocorreu de maneira dose e tempo dependente, no qual foi 

observado redução da agregação protéica. Após 30 min., o percentual de transmitância a 

600nm se manteve o mesmo até o fim do procedimento de renaturação nas duas 

concentrações de L-arginina testadas. A utilização dos aditivos D-glicose e β-

ciclodextrina não reduziu a agregação (Figura 9, C-F), sendo que a adição de β-

ciclodextrina na concentração de 40 mM atuou de forma negativa promovendo a 

precipitação total da proteína.  

 Embora os aditivos químicos possam favorecer a estabilidade de proteínas e 

inibir sua agregação, essas propriedades dependem da concentração do aditivo utilizada 

e, principalmente, da solubilidade da proteína em questão. Como foi possível observar, 

a proteína ΔCNS1-JHA1 é altamente instável, mesmo na presença de aditivos clássicos 

como a L-arginina, sendo a inibição da agregação de 10% observada muito inferior ao 

encontrado em outros estudos (65,80). 
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Figura 9 - Renaturação in vitro da proteína ΔCNS1-JHA1 na presença de diferentes concentrações 

de L-arginina, D-glicose e β-ciclodextrina. CI da proteína ΔCNS1-JHA1 expressa em E. coli foram  

solubilizados em tampão desnaturante e utilizados nos testes de renaturação in vitro por diluição direta em 

tampões contendo os aditivos em teste. A intensidade de agregação protéica, medida por 

espectrofotometria, foi acompanhada ao longo do tempo nas amostras diluídas nos tampões contendo L-

arginina (A), D-glicose (C) ou β-ciclodextrina (E). Alíquotas do produto final de renaturação foram 

submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 15%), sendo apresentadas em B (L-

arginina), D (D-glicose) e F (β-ciclodextrina). 



58 

 

  

 

4.1.6 Utilização da técnica de renaturação de proteínas por pressão hidrostática.  

 Diante das dificuldades encontradas na obtenção da proteína ΔCNS1-JHA1 

utilizando métodos de renaturação convencionais partimos para uma estratégia 

alternativa.  Sob este aspecto, estudos têm demonstrado que a aplicação de altas 

pressões hidrostáticas na desagregação e renaturação protéica podem apresentar bom 

rendimento, sendo acompanhado da manutenção da conformação nativa e atividade 

biológica das proteínas submetidas a tal processo (81–83). A aplicação de valores de 

pressão de até 5 kbar permite que agregados protéicos sejam desfeitos e que as proteínas 

assumam sua conformação nativa (84–86).  

 Como base nestes achados, a técnica de renaturação de proteínas agregadas por 

alta pressão hidrostática foi testada para a proteína ΔCNS1-JHA1. Para isso, os CI 

contendo a referida proteína foram lavados e submetidos a tratamento com alta pressão, 

sendo o produto resultante utilizado para purificação por cromatografia de afinidade ao 

níquel. Como pode ser observado na figura 10 (A e B), a proteína ΔCNS1-JHA1 foi 

recuperada de forma solúvel, sendo eluída em um pico único (com 400 mM Imidazol) 

durante a purificação, apresentando peso molecular característico de ~35 kDa.  

Entretanto, embora solúvel inicialmente, em análises posteriores a proteína se 

apresentou instável, precipitando rapidamente durante as diálises para retirada de 

imidazol após a purificação, fato que inviabilizou sua utilização em ensaios de 

imunização. 

 A técnica de solubilização por pressão foi também aplicada à proteína NS1-

JHA1. De forma semelhante, foi possível a recuperação desta proteína em forma solúvel 

a partir de corpúsculos de inclusão (Figura 10, C e D).  Além disso, quando a proteína 

NS1-JHA1 foi submetida à eletroforese em gel não desnaturante, foi possível observar 

uma banda na altura de sua forma dimérica (~86 kDa), sendo esta um indicativo que o 

método de renaturação preservou a estrutura da proteína (Figura 10-E). Estes dados 

estão de acordo com achados anteriores, no qual foi possível recuperar uma forma 

recombinante da subunidade B pentamérica da toxina colérica (CTB) a partir de CI, 

preservando sua estrutura quaternária (87). 

 Um dos fatores que auxiliaram na obtenção das proteínas ΔCNS1-JHA1 e NS1-

JHA1 de forma solúvel, após tratamento por pressão, foi a presença de L-arginina (0,5 

M) e cloridrato de guanidina (1M) no tampão de renaturação. Na ausência de tais 
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componentes não foi possível obter essas proteínas em quantidade considerável (dados 

não mostrados). Este achado corroborou os dados encontrados para proteína ΔCNS1-

JHA1, para a qual a presença de L-arginina reduziu sua agregação durante 

procedimento de renaturação (item 4.1.5).  Além disso, o impacto da presença de 

aditivos como aminoácidos, carboidratos (incluindo glicose e sacarose), glicerol, β-

mercaptoetanol, dentre outros, foram descritos anteriormente, sendo importantes na 

estabilidade e inibição da agregação protéica durante a renaturação sob pressão, 

sobretudo, na inibição ou quebra de interações intermoleculares inespecíficas 

(especialmente pontes dissulfeto) (81,87).  
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4.1.7 Análise computacional do perfil de hidrofobicidade da proteína NS1-JHA1. 

Na tentativa de melhor entender os possíveis motivos que expliquem o comportamento da 

proteína ∆CNS1-JHA1, uma análise computacional foi realizada com objetivo de se 

determinar o perfil de hidrofobicidade da proteína NS1-JHA1 compreendendo sua sequência 

completa (a.a 1-352). Conforme ilustrado na figura 11, a região da proteína NS1-JHA1 que 

compreende a sequência de aminoácidos 271 a 352 corresponde a uma porção de caráter 

hidrofílico sendo, provavelmente, importante para manutenção da estabilidade da proteína 

quando em solução. Como na proteína ∆CNS1-JHA1 esta região está ausente, acreditamos 

que este fato explique, pelo menos em parte, a perda da estabilidade desta proteína, fato que 

resultou em sucessivas falhas na tentativa de obtenção da mesma em sua forma recombinante 

isolada.  

 

Figura 11 - Perfil de hidrofobicidade da proteína NS1-JHA1. A sequência de aminoácidos da proteína NS1-

JHA1 foi utilizada para predição de hidrofobicidade de Parker por análise computacional. As porções amarelas 

do gráfico (acima da linha de corte) indicam regiões hidrofílicas, sendo que as porções esverdeadas (abaixo da 

linha de corte) indicam regiões hidrofóbicas. 

4.1.8 Clonagem e expressão das proteínas NS1 e ΔCNS1 (cepa JHA1) fusionadas 

geneticamente ao anticorpo anti-DEC205. 

 Diante das dificuldades encontradas na obtenção da proteína ΔCNS1-JHA1, a última 

alternativa desenhada foi a de fusionar a mesma com outras proteínas na tentativa de torná-la 

mais estável.  Em trabalho anterior realizado em colaboração com nosso grupo de pesquisa, a 

proteína NS1 DENV2 cepa NGC, quando fusionada ao anticorpo monoclonal anti-DEC205 e 
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utilizada como antígeno vacinal, promoveu expressivo aumento das respostas imunológicas 

humorais e celulares antígeno-específica, sendo essas associadas aos maiores níveis de 

proteção dos animais imunizados frente ao desafio com vírus DENV2 cepa NGC (44).  Desta 

forma, decidimos fusionar as proteínas NS1 e ΔC-NS1 (cepa JHA1) ao anticorpo direcionado 

contra o receptor DEC205 presente em células dendríticas murinas. Além da tentativa de 

melhorar a estabilidade da proteína ΔCNS1-JHA1, esta estratégia propiciaria avaliar 

diferenças na indução de respostas imunológicas utilizando estes dois antígenos, quando 

administrados pela via i.d. (direcionados para as populações de células dentríticas DEC205
+
), 

e, sobretudo, o impacto na indução de anticorpos anti-NS1.  

 Assim, as regiões do cDNA obtido do DENV2 (cepa JHA1) codificadoras para as 

proteínas NS1 e ΔC-NS1 foram amplificadas e clonadas no vetor pJET (Figura 12-A). As 

sequências (NS1: ~1056 pb e ΔCNS1-JHA1: ~810 pb) foram, em seguida, subclonadas em 

fusão com a sequência codificadora para a região carboxi-terminal da cadeia pesada do 

anticorpo anti-DEC205 murino (Figura 12-B). O rastreamento dos plasmídeos recombinantes 

foi feito por análise de restrição (utilizando as enzimas XhoI e NotI) (Figura 12, A e B) e a 

confirmação da obtenção dos plasmídeos pDEC-NS1-JHA1 e pDEC-ΔCNS1-JHA1 foi 

realizada por seqüenciamento, sendo a leitura realizada com auxílio do software SeqMan 

(LaserGene package, DNASTAR). 

 De posse dos plasmídeos construídos, os mesmos foram utilizados em conjunto a 

outro plasmídeo codificando a cadeia leve do anticorpo anti-DEC205 na transfecção de 

células HEK-293T para análise da expressão e purificação de acordo ao descrito por 

Henriques et al. (2013). A expressão e integridade dos anticorpos recombinantes construídos 

foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE12,5%) e ensaio de 

western blot utilizando soro NS1-específico. Como é possível observar na Figura 12-C, 

apenas os anticorpos α-DEC (controle) e α-DEC-NS1-JHA1 foram expressos, não sendo 

possível detectar a expressão do α-DEC-ΔCNS1-JHA1. Os mAbs obtidos apresentaram perfil 

eletroforético esperado, com cadeia leve contendo ~25 kDa e a cadeia pesada ~95 kDa (~50 

kDa para o anticorpo controle). Além disso, a presença da proteína NS1 fusionada à cadeia 

pesada do anticorpo α-DEC foi confirmada por reconhecimento específico utilizando soro α-

NS1 (Figura 12-C). Estes resultados demonstram que a proteína ΔCNS1-JHA1 não pôde ser 

obtida mesmo quando fusionada ao anticorpo anti-DEC205. 
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Figura 12 - Clonagem e expressão das proteínas NS1 e ΔCNS1 cepa JHA1 fusionadas geneticamente ao 

anticorpo monoclonal anti-DEC205. O cDNA das sequências codificadoras para as proteínas NS1 e ΔC-NS1  

foram obtidas e clonadas junto à região C-terminal da cadeia pesada do anticorpo anti-DEC205. A) Análise de 

restrição, utilizando as enzimas XhoI e NotI, dos plasmídeos resultantes da clonagem das sequências NS1 e ΔC-

NS1  no vetor de clonagem pJET. B) Análise de restrição, com as enzimas XhoI e NotI, dos plasmídeos 

resultantes da subclonagem das seqüências NS1 e ΔC-NS1  em vetor de expressão contendo a sequência da 

cadeia pesada do anticorpo anti-DEC205. C) Análise da expressão e integridade dos anticorpos α-DEC-NS1-

JHA1 e α-DEC-ΔCNS1-JHA1, por eletroforese em gel de poliacrilamida e western blot, após serem produzidos 

em células (HEK) 293T transfectadas com os plasmídeos construídos. Amostras: M, marcador de peso 

molecular; 1A e 1B, correspondem, respectivamente, a digestão dos plasmídeos pJET-NS1 e pJET-ΔCNS1 com 

a enzimas XhoI e NotI; 2A e 2B,  correspondem, respectivamente, à digestão dos plasmídeos pDEC-NS1-JHA1 

e pDEC-ΔCNS1-JHA1 com a enzimas XhoI e NotI; 1, anticorpo α-DEC (controle) purificado; 2, anticorpo α-

DEC-NS1-JHA1 purificado; 3, anticorpo α-DEC-ΔCNS1-JHA1 purificado. C+, 500 ng da proteína 

recombinante NS1JHA DENGUE2 purificada. 

4.2 BLOCO 2 - Direcionamento da proteína NS1 DENV2 para células dendríticas 

após administração pela via i.d. 

Diante da falta de sucesso na obtenção da proteína ΔCNS1-JHA1 optamos por não dar 

continuidade aos experimentos previstos. Desta forma, os ensaios de imunização foram 

realizados com a proteína NS1 DENV2 (cepa NGC) em sua forma recombinante isolada ou 
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fusionada a anticorpos específicos para receptores de células dendríticas. A mudança para a 

proteína NS1 do DENV2 cepa NGC (um clone viral obtido a partir de isolado clínico 

adaptado para camundongos, o qual é utilizado para ensaios de desafio murino para vacinas 

contra o vírus da dengue) (41,44,88,89) teve por base a disponibilidade de construções 

contendo a mesma fusionada com dois anticorpos distintos (α-DEC205 e α-DCIR2) (44), 

ferramentas que permitiram analisar o impacto do direcionamento deste antígeno para duas 

populações de DC’s explorando a via i.d. Além disso, tínhamos disponível em nosso 

laboratório a cepa DENV2 NGC para realização dos ensaios de desafio. 

4.2.1 Expressão, purificação e análise dos anticorpos quiméricos e da proteína NS1 DENV2 

NGC. 

Os anticorpos monoclonais controles (αDEC e αDCIR2) e quiméricos (αDEC-NS1 e 

αDCIR2-NS1) foram produzidos e purificados a partir de células HEK293T tranfectadas 

como descrito em Materiais e Métodos. Para avaliação da integridade dos anticorpos 

purificados alíquotas de 1 µg foram desnaturadas (aquecimento a 100 °C/ 10 min.) e 

submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12,5%) (Figura 13-A). Como 

é possível observar, os anticorpos αDEC e αDCIR2 apresentaram perfil eletroforético 

característico, sendo evidenciado duas bandas (~25 kDa e ~50 kDa), compatíveis, 

respectivamente, ao esperado para as cadeias leve e pesada do anticorpo. De forma 

semelhante os anticorpos quiméricos apresentaram duas bandas características, sendo que 

para a cadeia pesada a maior massa molecular observada (~95 kDa)  é resultante de sua fusão 

com a proteína NS1 de dengue.   A proteína recombinante NS1 DENV2 (cepa NGC), aqui 

denominada rec. NS1, foi também expressa e purificada de acordo ao descrito previamente 

por nosso grupo e apresentou banda de ~47 kDa (Figura 13-A) (61).  

Os anticorpos e a proteína rec. NS1 foram também confirmados por ensaio de western 

blot empregando anticorpos anti-NS1 e anti-IgG de camundongo. Como esperado somente a 

cadeia pesada dos anticorpos quiméricos (que contém a proteína NS1 fusionada) e a proteína 

rec. NS1 foram reagentes quando incubados com anticorpo monoclonal anti-NS1 (figura 13-

B). Quando os antígenos citados foram incubados com anticorpo policlonal anti-IgG de 

camundongo, ambas as cadeias (leve e pesada) dos anticorpos foram marcadas, sendo que a 

proteína rec. NS1 não foi reconhecida (Figura 13-C). Estes resultados confirmam que os 

anticorpos produzidos preservam sua estrutura, sendo que os anticorpos quiméricos 
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apresentam a proteína NS1 com antigenicidade preservada, assim como encontrado para a rec. 

NS1 em sua forma isolada.   

A manutenção da funcionalidade dos anticorpos controles e quiméricos foi analisada 

quanto à capacidade de reconhecimento específico dos receptores DEC205 ou DCIR2 

expressos em células CHO. Como é possível observar na figura 13 (D e E) todos os 

anticorpos se ligaram especificamente aos seus respectivos receptores, DEC205 ou DCIR2, 

em todas as concentrações testadas, sem observação de ligação cruzada entre os mesmos. 

Estes dados juntos demonstram que tanto os anticorpos quanto à proteína rec. NS1 

apresentavam-se adequados para aplicação em ensaios de imunização.  
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Figura 13 - Caracterização dos antígenos utilizados nos ensaios de imunização. Os anticorpos controles 

(αDEC e αDCIR2), quiméricos (αDEC-NS1 e αDCIR2-NS1) e a proteína NS1 (cepa NGC) recombinante foram 

produzidos de acordo aos itens 3.1 e 3.11. Alíquotas de 1 µg dos antígenos foram submetidas à eletroforese em 

gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12,5%) em condições desnaturantes (A) e ensaios de western blot 

empregando anticorpo monoclonal anti-NS1 (B) e anti-IgG de camundongo (C). Os anticorpos controles e 

quiméricos também foram analisados por citometria de fluxo (nas concentrações de 0.1 µg/ml, 1 µg/ml e 10 

µg/ml) quanto a sua capacidade de se ligarem especificamente aos receptores DEC205 (D) ou DCIR2 (E) 

expressos em células CHO. Descrição: canaleta 1, αDEC; canaleta 2, αDCIR2; canaleta 3, αDEC-NS1; canaleta 

4, αDCIR2-NS1; canaleta 5, NS1 recombinante. 

4.2.2 Ensaios de imunização e análise quantitativa da resposta humoral NS1-específica 

desencadeada. 

Após obtenção dos antígenos purificados iniciamos os experimentos de imunização 

utilizando camundongos BALB/c. O regime vacinal consistiu na administração de 2 doses das 

formulações vacinais, com intervalo de 15 dias entre as mesmas,  utilizando as vias de 

inoculação i.d. ou i.p. (Figura 14-A). Os animais foram divididos aleatoriamente em cinco 

grupos (αDEC, αDCIR2, αDEC-NS1, αDCIR2-NS1 e rec. NS1) sendo que os mesmos 
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receberam 2,5 µg/animal de anticorpo ou 1 µg/animal de NS1 DENV2 (NGC), todos em 

associação com 50 µg do adjuvante Poly (I:C).  

 

 

Figura 14 - Regimes vacinais empregados. O regime vacinal consistiu na administração de 2 doses das 

formulações vacinais com intervalo de 15 dias entre as mesmas através das vias i.d ou i.p. (A). A capacidade 

protetora conferida pelas formulações vacinais foi analisada mediante desafio dos animais imunizados por via i.c 

com DENV2 cepa NGC, sendo estes acompanhados por 21 dias quanto à ocorrência de morbidade e mortalidade 

(B). Os animais imunizados e não desafiados foram também monitorados por até 160 dias com objetivo de 

avaliar a longevidade da resposta humoral induzida. Os animais receberam re-estímulo com a proteína rec. NS1 

(dia 161) e foram monitorados por mais 15 dias para avaliação de indução de memória imunológica (C). Coletas 

de sangue foram realizadas nos dias indicados na figura. 

Como é possível observar na figura 15, os grupos vacinais desenvolveram forte resposta 

humoral evidenciada pela detecção de elevados títulos de anticorpos IgG NS1-específicos, 

não sendo detectadas respostas para os grupos controles (αDEC e αDCIR2), conforme o 

esperado. A dosagem de anticorpos IgG em amostras de soros obtidas 14 dias após a segunda 

dose vacinal demonstra que não houve diferença significativa nos títulos de anticorpos dos 

grupos que receberam direcionamento da proteína NS1 para células dendríticas (αDEC-NS1 e 

αDCIR2-NS1), sendo observada diferença estatística somente entre os grupos αDEC-NS1 e o 

que recebeu apenas a proteína NS1 recombinante. Além disso, não houve diferença entre as 

duas vias de administração utilizadas sobre a magnitude da resposta de anticorpos IgG 

antígeno específicos.  
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Figura 15 - Determinação da resposta de IgG NS1-específica. Para avaliação da reposta humoral sistêmica 

induzida pelo protocolo vacinal os títulos de anticorpos IgG NS1-específicos foram medidos por ELISA 

utilizando amostras de soro obtidas 14 dias após a administração de cada dose pelas vias i.d. (A) ou 

intraperitoneal (B). Valores médios (linha preta) e individuais (símbolos) de título (Log. 10) de IgG sérico NS1 

reagentes são resultantes de dois experimentos independentes. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (One-way 

ANOVA com pos-test Bonferroni's). 

4.2.3 Determinação do perfil de reconhecimento de epítopos conformacionais e lineares 

pelos anticorpos gerados 

Após analisar a magnitude da resposta humoral desencadeada, a próxima etapa do 

trabalho teve por objetivo caracterizar qualitativamente a resposta imunológica gerada nos 

animais. Desta forma, para verificar se os anticorpos desenvolvidos após estímulo das 

diferentes formulações vacinais reconhecem preferencialmente epítopos conformacionais ou 

lineares, a reatividade dos soros dos animais imunizados foi testada em ensaios de ELISA 

empregando a proteína Rec. NS1 intacta ou previamente submetida ao procedimento de 

desnaturação por calor.  Como é possível observar na figura 16, todos os soros testados 
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apresentaram maior reatividade contra a proteína em sua forma intacta, demonstrando, 

portanto, que a maior parte da resposta de anticorpos desenvolvida é direcionada a epítopos 

conformacionais termolábeis. De forma semelhante ao encontrado anteriormente, não houve 

diferenças nas respostas induzidas por animais imunizados pelas vias i.d. ou i.p. em relação ao 

perfil de reconhecimento pelos soros hiperimunes NS1-específicos.  
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Figura 16 - Avaliação da capacidade dos anticorpos NS1-específicos se ligarem preferencialmente a 

epítopos conformacionais. Os anticorpos IgG NS1-específicos presentes nos soros dos animais imunizados 

pelas vias i.d. (A, B e C) e intraperitoneal (D, E e F) foram testados por ELISA quanto a sua reatividade com a 

proteína NS1 recombinante submetida ou não previamente à desnaturação (aquecimento a 100 °C por 10 min. 

seguido de choque térmico à 0 °C). As amostras utilizadas são misturas de soros de camundongos BALB/c 

imunizados (n=5/grupo) obtidas 14 dias após a administração da segunda dose prevista no protocolo vacinal. Os 

resultados expressos são representativos de dois experimentos independentes. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 

(Two-way ANOVA com pos-test Bonferroni's). 
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4.2.4 Determinação da afinidade dos anticorpos gerados frente ao antígeno NS1. 

Nesta etapa do trabalho avaliamos a influência do direcionamento da proteína NS1 

para células dendríticas e a utilização de diferentes vias de inoculação na afinidade dos 

anticorpos antígeno-específicos gerados. A afinidade dos anticorpos foi determinada por 

ELISA empregando etapa de dissociação com diferentes concentrações de tiocianato de 

amônio (Figura 17). Como resultado observou-se que as curvas de dissociação da interação 

antígeno-anticorpo apresentaram-se semelhantes entre os grupos de imunização quando 

utilizada a via i.d. de imunização (Figura 17-A). Quando analisado o perfil dos grupos 

imunizados pela via i.p. foi possível observar um decaimento mais acentuado do percentual de 

ligação de anticorpos do grupo que recebeu somente a proteína NS1 recombinante (Figura 17-

B). Ao determinar-se a concentração de tiocianato de amônio necessária para dissociar 50% 

da ligação do anticorpo ao antígeno (Figura 17-C), foi possível observar que o grupo sem 

direcionamento (rec. NS1), de fato, foi o que apresentou menor afinidade quando empregada 

ambas as vias de imunização, entretanto, este efeito foi mais pronunciado quando utilizada a 

via i.p. (p<0,01). Sob este último parâmetro, os grupos αDEC-NS1 e αDCIR2-NS1 

apresentaram perfil de anticorpos com maior afinidade ao antígeno, não sendo detectada 

diferença estatística entre estes, mesmo quando utilizadas distintas vias de administração. 

Essas observações demonstram que as duas estratégias e vias de inoculação mostraram-se 

promissoras no direcionamento da proteína NS1 de DENV para células dendríticas, com 

conseqüente melhora da qualidade da resposta humoral específica desencadeada. Além disso, 

a via i.d. se demonstrou capaz de aumentar a afinidade dos anticorpos anti-NS1 obtidos 

mesmo sem direcionamento quando comparada a via i.p. 



72 

 

  

 

Figura 17. Determinação da afinidade dos anticorpos NS1-específicos induzidos pelos diferentes 

estratégias de imunização. 

4.2.5 Análise do perfil de subclasses de IgG no soro de animais imunizados. 

Com objetivo de entender o perfil de resposta imunológica gerado após a imunização 

com os anticorpos quiméricos, dosagens das subclasses de anticorpos IgG (IgG1, IgG2a, 

IgG2b e IgG3) foram realizadas no soro dos animais imunizados. Níveis detectáveis de 

anticorpos das subclasses IgG1, IgG2a e IgG2b foram observados no soro dos animais 

imunizados com os anticorpos quiméricos, sendo que para o grupo rec. NS1 somente foram 

detectados anticorpos do tipo IgG2a. Além disso, em nenhum dos grupos vacinais foram 

encontrados anticorpos da classe IgG3, mesmo em testes empregando baixas diluições dos 

soros (Figura 18, A e B). Ao calcular a razão entre os títulos de anticorpos IgG1 e IgG2a, 

Figura 17 - Determinação da afinidade dos 

anticorpos NS1-específicos induzidos pelos 

diferentes estratégias de imunização. O 

percentual de ligação dos soros ao antígeno 

foi determinado por ensaio de ELISA 

utilizando a proteína rec. NS1 como antígeno 

de fase sólida. Neste experimento foi 

empregada etapa de dissociação utilizando 

diferentes concentrações de tiocianato de 

amônio (indicadas na figura). As amostras 

utilizadas são misturas de soros de 

camundongos BALB/c imunizados 

(n=5/grupo) pelas vias intradérmica (A) ou 

intraperitoneal (B) obtidas 14 dias após a 

administração da segunda dose prevista no 

protocolo vacinal. A concentração de 

tiocianato de amônio necessária para 

dissociar metade dos anticorpos ligados ao 

antígeno NS1 foi também determinada para 

os diferentes grupos de imunização (C). Os 

dados apresentados são representativos de 

dois experimentos independentes. *p<0,05; 

**p<0,01; ***p<0,001 (One-way ANOVA 

com pos-test Bonferroni's).  
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como um indicativo do perfil de resposta imunológica desenvolvida, observa-se que todos os 

grupos de imunização apresentaram valores abaixo de 1, tendo-se, portanto, um predomínio 

de imunoglobulinas IgG2a, sendo este resultado um indicativo da polarização da resposta 

imune para um perfil pró-inflamatório do tipo T-helper 1 (Th1) para todos os grupos de 

imunização (Figura 18-C). Além disso, não houve influência da utilização das vias de 

administração sobre o perfil de resposta imunonológica predominante nos grupos analisados.  

 

Figura 18. Análise do perfil de subclasses de anticorpos IgG NS1-específicos induzidos em animais 

submetidos aos diferentes agentes imunizantes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.6 Avaliação da longevidade da resposta humoral desenvolvida e memória imunológica. 

Além da magnitude e do perfil da resposta imunológica desenvolvida, o período de 

duração da mesma após vacinação bem como a capacidade do indivíduo vacinado responder 

frente à re-exposição ao antígeno constituem parâmetros importantes a serem analisados nos 

estudos de candidatos vacinais. Neste sentido, a resposta de anticorpos IgG foi monitorada por 

até 145 dias após a administração da segunda dose vacinal, dia 160 do protocolo vacinal 

conforme ilustrado na Figura 14-C.  Neste ensaio foi possível observar que os níveis de 

anticorpos antígeno-específico decaem ao longo do período analisado, entretanto, títulos 

acima de 10
3 

são preservados, com exceção do grupo rec. NS1, que apresentou queda brusca 

Figura 18 - Análise do perfil de subclasses de anticorpos 

IgG NS1-específicos induzidos em animais submetidos 

aos diferentes agentes imunizantes. Os títulos de 
subclasses de anticorpos IgG (IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3) 

NS1-específicos foram mensurados em amostras de soro 
individuais dos camundongos imunizados (referentes à 

última dose do regime vacinal) por ELISA. As barras 
representam à média ± DP do título de subclasses de 

anticorpos IgG (Log10) dos animais imunizados (n=5/grupo) 
pelas vias i.d. (A) e i.p. (B).  Os valores expressos na parte C 

da figura representam a razão dos títulos de anticorpos 
IgG1/IgG2a obtidos para cada grupo de imunização. 

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; NS, não significante (Two-

way ANOVA com pos-test Bonferroni's). 



74 

 

  

nos títulos de anticorpos a partir de 30 dias depois da última vacinação (Figura 19). Estes 

dados demonstram que a utilização dos anticorpos quiméricos (direcionamento para DC’s) foi 

mais eficiente na indução de resposta imunológica duradoura quando comparados ao grupo 

que recebeu apenas a proteína rec. NS1.  

  Além do exposto, transcorridos 145 dias após a última dose vacinal (dia 161, Figura 

14-C) o animais foram inoculados com 1 µg da proteína recombinante NS1 DENV2 em 

simulação a re-exposição antigênica. De forma clara, todos os grupos foram capazes de 

responder rapidamente ao estímulo, sendo detectados níveis elevados de anticorpos 

específicos de 7 a 15 dias após exposição ao antígeno, resultado que serve de indicativo para a 

presença de memória imunológica nos animais imunizados. Ao avaliarmos a influência das 

vias de imunização sobre os perfis de resposta observados foi possível concluir que não houve 

diferença entre as vias de administração testadas, sendo, portanto, ambas promissoras ao 

direcionamento de antígenos para DC’s.  
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Figura 19 - Avaliação da longevidade da resposta humoral sistêmica NS1-específica e indução de memória 

imunológica. Para avaliar a duração da resposta humoral antígeno específica, os títulos de anticorpos IgG NS1-

específicos foram medidos em misturas de soro de camundongos imunizados (n=5/grupo) pelas vias i.d. (A) e 

i.p. (B). As amostras de soro utilizadas são referentes aos dias 29, 45, 90 e 160 do protocolo vacinal (vide figura 

14).  Após a administração da proteína rec. NS1 no dia 161, as amostras de soros coletadas nos dias 168 e 176 

foram igualmente analisadas com objetivo de avaliar a presença de memória imunológica. As barras representam 

a média ± DP do título IgG NS1-específico sérico (log10) dos animais. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (Two-

way ANOVA com pos-test Bonferroni's). 

 

4.2.7 Ligação dos anticorpos NS1-específicos a plaquetas humanas e influência sobre a 

agregação plaquetária. 

Uma preocupação na utilização da proteína NS1 de dengue como antígeno vacinal 

consiste nos possíveis efeitos deletérios que anticorpos anti-NS1 podem causar, dentre eles a 

ligação cruzada com proteínas presentes em células humanas, como antígenos presentes em 

plaquetas (27).  Para avaliar se as formulações vacinais propostas neste trabalho induzem ou 

não a produção de anticorpos deletérios, os soros dos animais imunizados foram testados 
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quanto à capacidade de ligação a plaquetas humanas por citometria de fluxo (Figura 20). Para 

todos os grupos testados não foi observada ligação às plaquetas em níveis estatisticamente 

divergente do grupo controle (IgG de camundongo comercial), demonstrando que as 

formulações contendo a proteína NS1, fusionada ou não a anticorpos monoclonais, não 

induzem a produção de anticorpos com reatividade cruzada a plaquetas.   

 

Figura 20 - Capacidade de ligação dos anticorpos NS1-específicos a plaquetas humanas. Misturas de soros 

dos animais imunizados com as distintas formulações vacinais foram testadas quanto à capacidade de ligação a 

plaquetas humanas. Amostras de soro previamente quantificadas foram diluídas para uma concentração final de 

10 ug/ml de IgG NS1-específico e incubadas com 106 plaquetas humanas, seguido de marcação secundária com 

anticorpo anti-IgG de camundongo (conjugado a Alexa 488) e analisadas por citometria de fluxo. A) Estratégia 

de análise das células marcadas após tratamento com os diferentes soros hiperimunes. B) Mediana da 

fluorescência ± DP das culturas em triplica. ID, Intradérmico; IP, Intraperitoneal. *p<0,05; **p<0,01; 

***p<0,001 (One-way ANOVA com pos-test Bonferroni's). 

 

Além da ligação específica dos soros a plaquetas humanas, analisamos também a 

influência dos mesmos sobre a agregação plaquetária in vitro. Neste ensaio plasma humano 

rico em plaquetas foi incubado com os soros separadamente e a agregação plaquetária, 
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induzida por ADP, medida em um agregômetro. Conforme ilustrado na figura 21, não houve 

alteração no perfil de agregação plaquetária na presença dos soros controles ou vacinais, 

sendo o percentual de agregação semelhante para todos os grupos. Esses dados tomados 

juntos demonstram que o método de direcionamento da proteína NS1 para DC’s por 

anticorpos quimeras não induzem a produção de anticorpos NS1-específicos que reagem ou 

alteram as funções de plaquetas humanas sendo, portanto, seguros para o desenvolvimento de 

estratégias vacinais contra a dengue.  
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Figura 21 - Avaliação da agregação plaquetária in vitro na presença de soros NS1-específicos. Amostras de 

plasma humano rico em plaquetas foram pré-incubadas com isotipo IgG controle ou amostras de soro diluídas 

para uma concentração final de 2,5 ug/ml de IgG NS1-específico. Após incubação a suspensão de plaquetas foi 

monitorada para ocorrência de agregação plaquetária após estímulo de 20 µM de adenosina difosfato (ADP). A e 

B) Percentuais de agregação em suspensão de plaquetas incubadas com soros obtidos de animais imunizados 

pelas vias i.d. ou i.p. conforme indicado na figura. C) O percentual de agregação plaquetária foi quantificado e 

expresso como média ± erro de duplicatas de culturas. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (One-way ANOVA com 

pos-test Bonferroni's). 
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4.2.8  Análise da influência dos soros NS1-específicos sobre a permeabilidade vascular in 

vitro. 

Além da ligação e alteração da função plaquetária, os anticorpos anti-NS1 DENV 

foram relacionados à ligação a células endoteliais e indução de apoptose resultando em 

possíveis distúrbios hemodinâmicos como aqueles observados em quadros de dengue grave 

(2,27).  Com objetivo de verificar se anticorpos anti-NS1 presentes no soro dos animais 

imunizados seriam capazes de interferir na homeostase vascular, testamos os mesmos em 

modelo experimental de permeabilidade vascular empregando linhagem de células endoteliais 

(Figura 22). Neste ensaio, monocamadas de células endoteliais, estabelecidas em sistema 

transwell, foram tratadas com diluições dos soros dos animais imunizados, sendo a resistência 

trans-endotelial (TEER, do inglês “Trans-endothelial Electrical Resistance”) medida em 

diferentes tempos.  Embora o ensaio apresentado seja preliminar, é possível observar que os 

grupos vacinais apresentaram TEER maior que o grupo controle (Salina) nas condições 

testadas, sendo estes dados um indicativo que os anticorpos NS1-específicos produzidos não 

alteram a permeabilidade vascular in vitro. De forma inesperada, a tratamento das células com 

o soro do grupo controle apresentou TEER menor que o tratamento com a citocina TNF-α, um 

indutor da permeabilidade vascular, adotado no ensaio como um controle positivo. Além 

disso, o tratamento com os soros gerados por imunização utilizando a via i.d. resultou em 

acentuado decaimento da TEER transcorridas 24 h de incubação, o que torna o resultado 

obtido inconclusivo.  
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Figura 22 - Avaliação da permeabilidade vascular in vitro na presença de soros NS1-específicos. 

Monocamadas confluentes de células HUVEC estabelecidas em sistema transwell foram incubadas por 6-24h 

com diluições dos soros anti-NS1 obtidos de animais imunizados pelas vias i.d. (A) ou i.p. (B), sendo a TEER 

(ohm) medida nos tempos indicados na figura.  TNF-α (5  ng/ml) foi utilizado como controle positivo do ensaio. 

As barras representam a média ± erro da TEER obtida. Os dados apresentados são resultantes de um ensaio 

realizado em quadruplicata. *Valores significativamente diferentes das culturas tratadas com soro controle 

(grupo salina) com p<0,05 (Two-way ANOVA seguido de teste de Dunnet). 

4.2.9 Avaliação da função hepática dos animais imunizados. 

Ainda como validação da segurança vacinal marcadores bioquímicos de danos 

teciduais foram analisados.  Como indicativo de danos hepáticos induzidos pelas 

imunizações, as atividades das transaminases TGO e TGP foram medidas em amostras de 

soro dos animais (figura 23), não sendo encontradas diferenças significativas entres os grupos 

controles e vacinais. Para os camundongos imunizados pela via i.d. foi medida a atividade da 

transaminase lactato desidrogenase (LDH) e não se encontrou diferença com as amostras de 

grupos controle. Diante destes resultados fica claro que as formulações vacinais não induzem 

efeitos deletérios nas condições testadas.  
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Figura 23. Monitoramento da ocorrência de possíveis efeitos hepáticos induzidos pelas formulações 

vacinais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23 - Monitoramento da ocorrência de 

possíveis danos hepáticos induzidos pelas 

formulações vacinais. Amostras de soros de animais 
imunizados (n=5) com diferentes formulações 

vacinais (conforme indicados na figura) foram 
utilizadas para determinação das atividades das 

transaminases glutâmico-pirúvica (TGP), painéis A e 
C; glutâmico-oxalacética (TGO), painéis B e D; e 

Lactato desidrogenase, painel E. Para este último 
parâmetro foi explorada somente a via i.d. (n=10). Os 

valores foram expressos como unidade de enzima por 
litro de soro (U/L).  Não foi encontrada diferença 

significante entre nenhum dos parâmetros analisados 
(One-way ANOVA com pos-test Bonferroni's). 
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4.2.10 Análise hematológica dos grupos vacinais. 

Uma das principais características observadas durante a infecção pelo DENV consiste 

na alteração de parâmetros hematológicos, sendo observado especialmente leucopenia, 

trombocitopenia e elevação do hematócrito. Esses dois últimos parâmetros, de acordo a 

literatura, podem estar relacionados com os efeitos deletérios de anticorpos anti-NS1 que 

reagem cruzadamente com plaquetas, células endoteliais e fatores da coagulação.  Diante 

disto, análises hematológicas das amostras de sangue dos animais imunizados, coletadas 7 

dias após a administração da última dose vacinal, foram realizadas. Conforme apresentado na 

tabela 4, todos os parâmetros analisados apresentaram-se dentro da normalidade, dentre eles o 

número de leucócitos totais, linfócitos e hematócrito, não havendo diferença estatística entre 

os grupos controles e imunizados. Ao se contabilizar o número de plaquetas circulantes em 

amostras de sangue dos animais imunizados, também não foi encontrada diferença estatística 

significativa entre os grupos analisados (Figura 24), resultado que se correlaciona com a 

ausência de ligação específica de anticorpos anti-NS1 frente a este tipo celular (figura 20).  

 

 

Tabela 4 - Análise hematológica dos animais imunizados com diferentes formulações vacinais. Amostras de 

sangue de camundongos BALB/c (5/grupo) foram obtidas 7 dias após a administração da segunda dose vacinal e 

submetidas à análise em contador hematológico. Os dados estão representados como média ± DP de análises 

individuais.  Estes dados são representativos de dois experimentos independentes. Não foi encontrada diferença 

significante entre nenhum dos parâmetros analisados (One-way ANOVA com pos-test Bonferroni's). 

 

 

 

Tabela 1. Análise hematológica dos animais imunizados com diferentes formulações vacinais. Amostras 
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Figura 24 - Influência das formulações vacinais sobre o número de plaquetas circulantes nos animais 

imunizados. O número de plaquetas presentes em amostras de sangue de camundongos imunizados pelas vias 

i.d. (A) ou i.p. (B), obtidas 7 dias após a administração da segunda dose vacinal, foi determinado com auxílio de  

analisador hematológico. Os valores médios (barras) e individuais (símbolos) de plaquetas foram expressos em 

x103 células/µl de sangue. Estes dados são representativos de dois experimentos independentes. Não foi 

encontrada diferença significa entre os grupos e vias de imunização (One-way ANOVA com pos-test 

Bonferroni's). 

Como avaliação da manutenção do perfil de coagulação dos animais imunizados os 

tempos de sangramento (TS) e de protombina (TP) dos mesmos foram determinados. Devido 

à ausência de alterações nos parâmetros de segurança vacinal, demonstrados nos resultados 

anteriores, bem como pelo limitado tempo necessário à conclusão deste trabalho, para os 

experimentos de TS e TP foi priorizada somente a via i.d. de imunização. Assim, conforme 

ilustrado na figura 25 não foi detectado alteração nos parâmetros analisados, sendo que esses 

resultados corroboram as outras análises de segurança vacinal feitas no presente estudo.  
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Figura 25 - Avaliação do tempo de sangramento e protombina dos animais imunizados pela via 

i.d.. A) Tempo de sangramento (TS) dos animais imunizados determinado 7 dias após a administração 

da segunda dose vacinal. O TS foi determinado após transecção da ponta da calda do animal (3 mm), 

sendo coletadas gotas de sangue a cada 30 s até interrupção do sangramento. B) Tempo de protombina 

determinado em amostras de soro dos animais imunizados. Não foi encontrada diferença significa entre 

os grupos de imunização (One-way ANOVA com pos-test Bonferroni's). 
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4.2.11 Determinação da capacidade protetora das formulações vacinais.  

Para avaliar a capacidade protetora das formulações vacinais os animais foram 

desafiados pela via i.c. com DENV2 (cepa NGC) duas semanas após a administração da 

última dose vacinal (Figura 14-B), sendo, em seguida, acompanhado por até 21 dias quanto à 

ocorrência de mortalidade e morbidade. Como é possível observar na figura 26, o grupo que 

recebeu a proteína NS1 fusionada ao anticorpo anti-DEC205 foi o que apresentou sinais de 

morbidade em menor intensidade quando comparado o seu respectivo grupo controle (αDEC) 

e aos demais grupos vacinais (αDCIR2-NS1 e rec. NS1). Embora esta diferença não tenha 

significância estatística, os dados evidenciam uma tendência de proteção para o grupo αDEC-

NS1 frente aos sinais clínicos da infecção. Foi observada uma morbidade máxima de apenas 

60%, bem como mortalidade de apenas 10% nos animais do grupo controle (Dados não 

mostrados). Desta forma, novas repetições de experimento deverão ser realizadas para uma 

correta avaliação da capacidade protetora das formulações vacinais em estudo. 

 

 

Figura 26 - Proteção à morbidade associada ao desafio com o vírus DENV2 (cepa NGC) em camundongos 

submetidos à imunização com as diferentes formulações testadas. Duas semanas após a última dose do 

protocolo vacinal (dia 30) os grupos de animais imunizados foram desafiados pela via i.c. com 50 x DL50 do 

vírus DENV2 (cepa NGC). A morbidade dos animais foi avaliada ao longo de 21 dias e o número de 

animais/grupo está indicado na legenda do gráfico. (Mantel-Cox). 
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5 DISCUSSÃO 

Neste trabalho tivemos como objetivo a busca por formulações vacinais baseadas na 

proteína NS1 do vírus DENV2, que apresentassem respostas imunológicas antígeno-

específicas promissoras, quando utilizada à via i.d. de inoculação, sem promoção de efeitos 

adversos. Os antígenos escolhidos para compor as formulações foram as proteínas NS1-JHA1 

em sua forma recombinante e um fragmento da mesma (∆CNS1-JHA1), cuja deleção na 

porção C-terminal (a.a 271-352) foi descrita por reduzir a produção de anticorpos NS1-

específicos com reatividade cruzada junto a proteínas humanas.  Diversas tentativas de obter a 

proteína ∆CNS1 foram realizadas, entretanto, a mesma se apresentou instável perante todos os 

procedimentos de renaturação in vitro testadas, sendo possível obter somente a proteína NS1-

JHA1 em quantidade e qualidade adequada aos ensaios de imunização. Assim, diante dos 

problemas enfrentados, alternativamente optamos por utilizar a estratégia de direcionamento 

do antígeno NS1 para células dendríticas por meio da sua fusão com anticorpos monoclonais 

específicos para os receptores DEC205 e DCIR2. Ao associarmos as vias i.d. e i.p com a 

estratégia descrita anteriormente, observamos a geração de potente resposta humoral NS1 

específica, que foi acompanhada de modulação do perfil de subclasses de IgG e aumento da 

afinidade dos anticorpos ao antígeno alvo. Além disso, demonstramos a ausência de efeitos 

deletérios associados às formulações vacinais. Desta forma, o conjunto de dados obtidos neste 

trabalho destaca de forma inédita a combinação da via i.d ao direcionamento do antígeno NS1 

DENV para DC’s, sendo esta uma estratégia segura e extremamente promissora para o 

desenvolvimento de vacinas contra o vírus da dengue.  

As proteínas NS1-JHA1 e ∆CNS1-JHA1 propostas como antígenos neste trabalho 

foram expressas em modelo procarioto (E. coli), concentraram-se na fração insolúvel do 

extrato bacteriano, requerendo estratégia de renaturação in vitro para obtenção das mesmas 

em estado solúvel.   Ao testarmos o método de renaturação por diluição pulsada apenas à 

proteína NS1-JHA1 apresentou antigenicidade, estrutura e rendimento satisfatórios, sendo 

este resultado compatível com dados publicados por nosso grupo em que esta metodologia se 

demonstrou eficiente na obtenção da proteína NS1 de DENV2 de outra cepa viral (NGC) (61), 

além de outros trabalhos que renaturaram esta proteína sob distintas metodologias 

(71,72,90,91).    

A superexpressão de proteínas heterólogas em E. coli em geral apresenta a 

desvantagem das mesmas se concentrarem em CI, característica influenciada por distintos 

fatores, podendo-se destacar a elevada taxa de expressão protéica quando utilizados 
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promotores fortes (T7, por exemplo), condições de cultivo bacteriano durante a expressão 

protéica e as propriedades físico-químicas da biomolécula alvo (69,76).  Assim, diversas 

alternativas descritas que visam reduzir esses efeitos, bem como aperfeiçoar o processo de 

renaturação in vitro, foram utilizadas na tentativa de obter a proteína ∆CNS1-JHA1 incluindo, 

expressão protéica em temperatura reduzida, renaturação na presença de aditivos químicos 

anti-agregantes e utilização de pressão hidrostática na desagregação e renaturação protéica, as 

quais se mostraram falhas nas condições testadas. Diante das dificuldades encontradas na 

obtenção da proteína ∆CNS1-JHA1, ficou claro que a deleção de sua porção C-terminal 

resultou na perda de estabilidade. A partir da seqüência de aminoácidos da proteína NS1-

JHA1 foi possível determinar o seu perfil de hidrofobicidade através de análise 

computacional.  Com base nesta análise observamos que a região que compreende os a.a. 271-

352 apresenta em maioria epítopos lineares com caráter hidrofílico, elemento que nos permite 

especular que, mediante sua retirada, a molécula perde estabilidade quando colocada em meio 

aquoso, tendo-se como resultado a precipitação.   

Os resultados encontrados corroboram com achados da literatura no qual, mutações 

sítio-dirigidas (com substituição de Cys, Tyr e Trp pelo aminoácido hidrofóbico alanina) 

localizadas na porção carboxi-terminal da proteína NS1 do DENV promoveram a 

desestabilização da proteína inibindo sua dimerização e secreção (hexâmeros), bem como 

propiciou a formação de agregados (92).  Em outra publicação de autoria do mesmo grupo de 

pesquisa demonstrou-se que uma deleção de 79 a.a na região C-terminal da NS1 DENV2 

também inibiu a formação de dímeros (93). Ainda, em outro trabalho foi observada uma 

menor expressão protéica quando o fragmento amino-terminal (a.a.1-175) da NS1 DENV2 foi 

produzido em linhagem de E. coli BL21, com deposição também em CI insolúveis, não sendo 

possível obter a mesma solúvel após renaturação adotando estratégia de retirada de uréia por 

diálise gradual. Além do exposto, em outros dois artigos publicados a proteína ∆CNS1 (com a 

mesma seqüencia e que deu base ao nosso projeto) foi igualmente expressa de forma 

insolúvel, sendo utilizada nos experimentos de imunização a partir de recorte de gel de 

poliacrilamida e associada a adjuvantes, estratégia incompatível com a utilização em humanos 

(45,46).   Desta forma, a utilização da proteína NS1 em sua forma truncada se apresentou 

inviável, sendo plausível a escolha de uma estratégia alternativa para continuação do trabalho. 

Na segunda etapa do projeto optamos por utilizar a estratégia de direcionamento de 

antígenos para DC’s, empregando anticorpos monoclonais contendo em fusão a proteína NS1 

de interesse, os quais são específicos para os receptores DEC205 e DCIR2 presentes em 
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subpopulações de DC’s. Como um dos principais objetivos do trabalho foi explorar a via i.d, a 

escolha de utilizar o direcionamento se mostrou adequada e promissora, visto que as camadas 

dérmicas da pele contêm elevada proporção de células dendríticas, sendo esta associação 

ainda inédita para o campo de vacinologia contra dengue. A eficiência deste método de 

entrega antigênica in vivo requer a presença de moléculas com capacidade ativadora sobre as 

células dendríticas como agonistas de receptores do tipo toll. A ausência deste fato pode 

acarretar indução de tolerância ao antígeno, efeito contrário ao do nosso objetivo. Diante 

disso, optamos por utilizar o adjuvante Poly (I:C), uma agonista de TLR3 e MDA5, cuja 

efetividade junto a direcionamento de antígenos para DC’s via mAbs αDEC205 e αDCIR2  já 

foi comprovada (44,56). Para tentar demonstrar o efeito da associação das estratégias 

escolhidas sobre a resposta imunológica antígeno-específica desencadeada centralizamos 

nossos esforços na análise da resposta humoral sistêmica, sobretudo a de anticorpos IgG, 

tendo a via i.p.como referência.  

Inicialmente obtivemos os anticorpos de fusão, bem como a proteína NS1 

recombinante em sua forma isolada, com estrutura e antigenicidade preservadas seguindo 

metodologias descritas previamente (44,61).  Os anticorpos controles e quiméricos também 

preservaram suas características funcionais, sendo capazes de reconhecerem seus respectivos 

receptores de forma específica in vitro. De posse dos antígenos realizamos ensaios de 

imunização pelas vias i.d e i.p, os quais desencadearam uma potente resposta de anticorpos 

IgG NS1-específica, não sendo encontradas diferenças significativas entres as vias de 

administração testadas, bem como entre as estratégias de fusão (αDEC-NS1 e αDCIR2-NS1), 

na presença do adjuvante Poly (I:C), sendo este último achado compatível com a literatura 

(44). Os níveis de anticorpos específicos detectados após a segunda dose vacinal apresentaram 

um decréscimo de 10x (uma unidade de log. 10), em especial para o grupo rec. NS1, quando 

comparados a resultados prévios (44). Essa diferença observada provavelmente se deve a 

pequenas variações entre os protocolos vacinais adotados nos dois trabalhos, sendo que 

utilizamos a metade da quantidade de anticorpo empregada previamente e padronizamos os 

nossos ensaios tendo a proteína NS1 recombinante em proporção equimolar à administrada 

junto aos anticorpos quiméricos, o que nos levou a utilizar apenas 1/10 da quantidade de 

proteína recombinante descrita previamente.  

Ao avaliarmos aspectos qualitativos das respostas geradas frente às distintas 

formulações vacinais foi possível concluir que os anticorpos IgG NS1-específicos 

reconhecem em sua maioria epítopos conformacionais termolábeis. Esses achados se 
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correlacionam com o fato da proteína NS1 recombinante utilizada preservar sua estrutura 

terciária e quaternária, como formação de dímeros, sendo o mesmo observado para a NS1 

presente nos mAbs quiméricos (41,44,61). Ainda, ambas as estratégias de direcionamento 

antigênico aumentaram a afinidade desses anticorpos ao antígeno, embora diferenças foram 

encontradas quando comparadas as duas vias de administração utilizadas, sendo a via i.d 

eficiente em induzir anticorpos ávidos ao antígeno mesmo no grupo que recebeu a proteína 

NS1 de forma isolada. Embora em artigo prévio não tenha sido observada diferença na avidez 

de anticorpos gerados nos grupos tratados com os mAbs recombinantes e a proteína NS1 após 

administração pela via i.p.(44), em nossas análises observamos sutis diferenças entre os 

grupos analisados. Essa diferença pode ser explicada pela faixa mais ampla de concentrações 

de tiocianato de amônio empregada em nossos ensaios de avidez dos anticorpos aos antígenos 

alvos. Os achados aqui descritos indicam que as vias de administração testadas se mostram 

eficientes para o direcionamento antigênico para DC’s por meio de mAbs quiméricos, além de 

destacar uma importante propriedade da via i.d, que se mostrou capaz de potencializar e 

melhorar a resposta antígeno-específica, mesmo na ausência de direcionamento antigênico. 

Portanto, os resultados confirmam que tal via de administração se mostra particularmente 

promissora para o desenvolvimento de vacinas de subunidades contra o DENV. 

Além da afinidade dos anticorpos, as estratégias de direcionamento também foram 

capaz de modular o perfil de subclasses de IgG .Com exceção de IgG3, todas as demais 

subclasses (IgG1, IgG2a e IgG2b) foram detectadas nos grupos que receberam os anticorpos 

quiméricos, sendo que o controle (rec. NS1) só induziu a produção de IgG2a. Apesar dessas 

diferenças, ao se analisar a relação de anticorpos IgG1/IgG2a todos os grupos vacinais 

apresentaram o mesmo perfil de resposta imune, sendo evidenciado um predomínio do 

anticorpo IgG2a,  indicativo da modulação da resposta para um perfil pró-inflamatório do tipo 

T-helper 1 (Th1). Embora não tenhamos realizado análise da resposta celular e do padrão de 

citocinas desenvolvidos, elementos que nos permitiriam confirmar esses resultados, estudos 

prévios demonstram que o direcionamento de antígenos para DC’s por meio de  mAbs anti-

DEC205 e anti-DCIR2 em associação com estímulo de maturação para DC’s é capaz de 

promover a ativação de linfócitos T CD4
+
 que, ao auxiliarem na maturação de linfócitos B, 

modulam a afinidade dos anticorpos antígenos-específicos bem como os níveis e o espectro de 

isotipos de imunoglobulinas (55,56).  

De maneira interessante as duas estratégias de direcionamento foram capazes de 

induzir resposta humoral NS1-específica duradoura, sendo detectados títulos de anticorpos 
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acima de 10
3
 por aproximadamente 4,8 meses (145 dias) após protocolo de sensibilização dos 

animais. Além disso, todos os grupos demonstraram indicativo de formação de memória 

imunológica, os quais responderam rapidamente produzindo elevados títulos de anticorpos 

NS1-específicos quando re-expostos ao antígeno 141dias após administração da segunda dose 

do protocolo vacinal. Embora não tenhamos realizado ensaios celulares que demonstrassem 

que, de fato, ocorre a expansão clonal de linfócitos B de memória específicos após o re-

estímulo citado, já foi demonstrado que o direcionamento de antígenos para células 

dendríticas, utilizando mAb αDEC205 na presença de estímulos de maturação (Poly I:C + 

αCD40), pode induzir eficientemente a ativação de células T-auxiliares de longa duração, as 

quais podem modular as respostas de células B de memória (55).  

Além da capacidade de gerar resposta imunológica específica, robusta e protetora, as 

formulações vacinais baseadas na NS1 do vírus da dengue devem ser testadas quanto à 

segurança. Essa necessidade se deve principalmente a expressiva literatura disponível que 

relaciona os anticorpos anti-NS1 com reatividade cruzada frente a proteínas humanas, que 

conduz à depleção e disfunção de plaquetas, a apoptose de células endoteliais, a activação do 

sistema complemento, dentre outros fatores, levando a danos aos tecidos do hospedeiro 

(27,28,94,95). Sob esse aspecto, não observamos a ocorrência de efeitos deletérios  associadas 

às formulações propostas neste trabalho, não sendo detectada reatividade cruzada dos soros 

gerados com plaquetas humanas, nem alteração da capacidade de agregação das mesmas na 

presença dos soros hiperimunes. Os parâmetros hematológicos dos animais imunizados se 

apresentaram dentro da normalidade incluindo, o número de plaquetas circulantes e 

hematócrito. Além disso, o tempo de sangramento e protombina, exames que remetem ao 

estado do sistema de coagulação do indivíduo, bem como a medida de atividade de 

transaminases (TGO, TGP e LDH) que avaliam principalmente dados ao tecido hepático, 

também se apresentaram inalterados. Esses dados tomados juntos deixam claro que as 

estratégias vacinais aqui adotadas são seguras mesmo induzindo elevados níveis de anticorpos 

NS1-específicos, característica importante para o desenvolvimento de novas vacinas anti-

dengue tendo por base a proteína NS1. 

Resultados prévios do nosso grupo de pesquisa também confirmam que é possível 

combinar potente resposta humoral específica sem ocorrência de efeitos deletérios em 

imunizações com a proteína NS1 de DENV (41). Entretanto, neste mesmo trabalho ficou claro 

que o adjuvante adotado pode influenciar na segurança vacinal. A incorporação do adjuvante 

de Freund (AF), cuja reatogenicidade é conhecida e não tem aprovação para uso em humanos, 
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ocasionou elevação de parâmetros de inflamação e danos teciduais nos animais imunizados. 

De forma curiosa, expressiva parte dos trabalhos que relatam anticorpos anti-NS1 com 

reatividade cruzada a proteínas humanas também relata protocolos de imunização contendo 

AF como adjuvante (28,31,45,46,96), característica que pode estar associada à inflamação 

gerada durante a montagem da resposta NS1-específica e, consequentemente, influencia no 

perfil de anticorpos gerados contra este antígeno (27). Assim, embora o limiar entre a indução 

de anticorpos anti-NS1 benéficos versos maléficos ainda seja um enigma na literatura, a 

escolha do adjuvante correto em formulações contendo NS1 poderá ser crucial na geração de 

resposta imune segura. Sob este aspecto, a capacidade adjuvante exercidas pelos anticorpos 

anti-DEC205 e anti-DCIR2, bem como do Poly (I:C), apresentaram-se adequadas em nosso 

trabalho, característica que era desconhecida até o momento. 

Tentamos avaliar também em ensaio preliminar o efeito dos soros dos animais 

imunizados em modelo de permeabilidade vascular. Apesar dos soros dos grupos vacinais não 

terem induzido alteração da permeabilidade vascular quando comparado às culturas tratadas 

com soro controle, o ensaio realizado mostrou-se inconclusivo, sendo necessário novas 

repetições de forma a avaliar corretamente esse parâmetro. Atrelado a isto, em publicações 

recentes tem-se elucidado o papel direto da proteína NS1 sobre a ativação endotelial, a qual 

ao interagir com TLR4 induz ativação de células endoteliais (36), tendo como provável 

consequencia o aumento da permeabilidade vascular. Além disso, o papel protetor dos 

anticorpos anti-NS1 em neutralizar esse efeito também foi demonstrado (35), sendo este um 

modelo interessante na avaliação do papel proteror dos anticorpos anti-NS1 induzidos por 

formulações vacinais, o qual poderá ser considerado nos experimentos futuros a serem 

realizados. 

Realizamos ensaio de desafio dos animais imunizados pela via i.d frente ao vírus 

DENV2 (NGC) na tentativa de avaliar a capacidade protetora das formulações aqui propostas. 

Apesar dos resultados inconclusivos decorrentes da falta de mortalidade causada pelo vírus, 

observamos menor incidência de sinais clínicos da infecção nos animais que receberam o 

mAb αDEC-NS1 na presença de Poly (I:C). Se confirmado, esse resultado estará de acordo a 

resultado publicado previamente cuja administração deste mesmo anticorpo pela via i.p foi o 

único que protegeu significativamente os animais sob os parâmetros de morbidade (44). 

 

.  
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6 CONCLUSÕES 

 As proteínas NS1-JHA1 e ∆CNS1-JHA1 foram expressas em linhagem de Escherichia 

coli, sendo possível obter somente a proteína NS1-JHA1 em quantidade e qualidade 

compatíveis à realização de ensaios de imunização. 

 As proteínas NS1 NGC em fusão com os anticorpos αDEC e αDCIR2 mostraram-se 

imunogênicas quando administradas tanto pela via i.d quanto pela via a i.p., sendo 

capazes de desencadear potentes respostas humorais NS1-específica que reconheceu 

predominantemente epítopos conformacionais termolábeis. 

 A imunização por via i.d. demonstrou-se promissora ao uso de vacinas de subunidades 

baseadas na proteína NS1 de DENV, sendo capaz de induzir anticorpos NS1-

específicos de elevada afinidade mesmo na ausência de direcionamento para DC’s. 

 Não foi observada diferença significativa na utilização das vias i.d ou i.p sobre os 

perfis de respostas imunológicas induzidas pelas formulações vacinais, bem como 

sobre a capacidade de memória imunológica antígeno específica.  

 Todas as formulações vacinais demonstraram-se seguras, não sendo detectadas 

alterações hematológicas, bioquímicas e funcionais nos animais imunizados.  
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