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RESUMO 

PEREIRA, A. S. Expressão de proteínas recombinantes dos vírus Dengue, 
Zika e Chikungunya para diagnóstico sorológico diferencial das viroses. 
2018. 91f. Dissertação (Mestrado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 
Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2018. 

 
As arboviroses dengue, zika e chikungunya representam um sério problema de 

saúde pública no Brasil e no mundo. Elas circulam simultaneamente devido ao 

transmissor comum, vetores da classe Aedes, e são responsáveis por milhares 

de casos anuais no Brasil com consequências graves à população, levando à 

morte muitos indivíduos. Essas doenças possuem sintomas semelhantes, o 

que dificulta o diagnóstico clínico exato. O diagnóstico específico se mostra 

necessário para evitar o agravamento das consequências que cada uma pode 

trazer ao paciente. Os testes diagnósticos sorológicos disponíveis no mercado 

identificam uma única virose por vez. Os testes discriminatórios são, 

normalmente, moleculares utilizando PCR em tempo real. Tais métodos são 

excelentes, mas inadequados para o diagnóstico em massa devido ao custo. 

Devido a todos os riscos de morte ou de sequelas permanentes que esses 

vírus impõem aos indivíduos, um diagnóstico discriminatório se faz necessário 

e melhorias nos conjuntos diagnósticos são desejáveis.Os genes das proteínas 

ZIKVNS1, DENVNS1, DENVE3 e CHIKVE2 foram clonados com sucesso em 

diferentes linhagens de Escherichia coli, porém a proteína CHIKVE2 não foi 

expressa em nenhuma das linhagens. As proteínas ZIKVNS1, DENVNS1 e 

DENVE3 foram produzidas em bactérias da linhagem Rosetta(DE3) 

transformada com vetores pET28a recombinantes. Essas três proteínas foram 

solubilizadas dos corpos de inclusão, purificadas por cromatografia de 

afinidade ao níquel e identificadas pelas técnicas de SDS-PAGE e Western 

Blotting. A proteína DENVNS1 foi reconhecida em teste rápido comercial para 

detecção de antígenos NS1 da dengue o que confere a ela especificidade e 

grande potencial como antígeno de captura para diagnóstico. Neste trabalho 

foram produzidas as proteínas recombinantes DENVNS1, ZIKVNS1 e DENVE3 

em E. coli. Este é o primeiro passo para produção de um dispositivo 

diagnóstico rápido, discriminatório, unificado, produzido com tecnologia 

nacional, reduzindo os gastos com a importação destes produtos e ampliando o 

alcance diagnóstico. 
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1 Introdução 

 As arboviroses, infecções virais que têm causado grande preocupação 

em todo o mundo, são causadas por arbovírus e ocorrem sobretudo nos países 

tropicais e subtropicais, cujas condições climáticas favorecem a proliferação do 

seu principal vetor.  

 Os arbovírus – do inglês ARthropod‐BOrne VIRUS – são vírus 

transmitidos por artrópodes, porém recebem essa designação não apenas por 

sua veiculação, mas, principalmente, pelo fato de parte de seu ciclo replicativo 

ocorrer nos insetos (LOPES et al, 2014). O termo arbovírus não é utilizado para 

a classificação taxonômica destes vírus, mas agrupa-os ecologicamente 

levando em consideração sua transmissão na natureza (WHO, 1985). 

Dentre as mais de 545 espécies de arbovírus conhecidas, mais de 150 

relacionam-se com doenças em seres humanos (LOPES et al, 2014). Sendo 

que as famílias Bunyaviridae, Togaviridae, Flaviviridae são as que possuem a 

maioria dos vírus de importância para a saúde humana (GUBLER, 2001). 

Os arbovírus são mantidos em ciclo de transmissão entre artrópodes 

(vetores) e reservatórios vertebrados como principais hospedeiros 

amplificadores (CLETON et al., 2012; GUBLER, 2001)  

Mosquitos do gênero Aedes, especificamente A. aegypti e A. albopictus, 

são os grandes responsáveis pela transmissão dos arbovírus em todo o 

mundo. Apesar de suas prováveis origens como zoonoses, os seres humanos 

se tornaram o principal hospedeiro amplificador desses vírus, particularmente 

em ambientes urbanizados. A forma de transmissão mais comum ocorre 

quando um mosquito pica um indivíduo infectado e, em seguida, transporta o 

vírus diretamente para outra pessoa (WINDER-SMITH et al, 2017). 

O mosquito A. aegypti tem sido tradicionalmente considerado um vetor 

muito mais eficiente para a propagação dessas doenças devido a vários 

fatores, principalmente por sua estreita proximidade com hospedeiros humanos 

e sua preferência por ambientes urbanos. O A. albopictus vive em ambiente 

mais variado podendo ser encontrado em áreas rurais ou peri-urbanas, de 

clima mais ameno (WINDER-SMITH et al, 2017). 

As arboviroses são um grande problema de saúde pública devido ao 

impacto econômico e social. O aumento do número de casos de infecções por 

arbovírus tem sido causado devido a diversos fatores como, por exemplo, o 



crescimento urbano desordenado, a adaptação de vetores ao meio urbano, 

processos de globalização (facilidade de deslocamento de pessoas), alterações 

climáticas e precariedade das condições sanitárias (LIMA-CAMARA, 2016). 

 

1.1 Flavivírus 

O gênero Flavivírus pertence à família Flaviviridae e compreende alguns 

dos principais arbovírus patogênicos humanos em todo o mundo como os vírus 

da Dengue (DENV), Zika (ZIKV) e Febre Amarela. 

A partícula dos Flavivírus mede aproximadamente 50 nm, é envelopada 

e possui como material genético uma fita de RNA simples de polaridade 

positiva. O genoma viral tem 11 kb com uma única fase aberta de leitura (open 

reading frame, ORF) flanqueada por duas regiões não codificantes 

(nontranslated region – NTR), que codifica uma poliproteína (Figura 1). Esta 

poliproteína, depois de clivada por proteases celulares e virais, gera três 

proteínas estruturais [C (capsídeo), prM/M (pré-membrana/membrana) e E 

(envelope)] e sete proteínas não-estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, 

NS4b e NS5) (HASAN et al., 2018). 

 

Figura 1: Esquema da organização do genoma dos Flavivírus. As tesouras 

indicam os pontos de clivagem da poliproteína por peptidases celular, as setas 

denotam a clivagem por proteases virais, enquanto que a seta vertical preta indica 

clivagem pela furina residente no Golgi. O ponto de interrogação indica o ponto de 

clivagem realizada por uma protease desconhecida.  

 

 

Fonte: Adaptado de Neufeldt et al (2018). 

 

As partículas virais dos flavivírus ligam--se a receptores específicos na 

membrana da célula hospedeira através da proteína do envelope viral (proteína 



E). Após essa ligação as partículas virais são internalizadas por endocitose, 

predominantemente, através de uma via dependente de clatrina (NEUFELDT et 

al., 2018). O endossoma formado possui baixo pH que induz rearranjos 

conformacionais na proteína do envelope permitindo a fusão do envelope 

lipídico da partícula viral com a membrana do endossoma, o que resulta na 

desmontagem do vírus e a liberação de seu RNA no citoplasma 

(LINDENBACH; THIEL, H J; RICE, 2007). No citoplasma, o RNA viral é 

reconhecido pelos ribossomos e traduzido em uma poliproteína. Em seguida, 

proteases virais e celulares processam a poliproteína em proteínas estruturais 

e não estruturais. Após o processamento da poliproteína viral, o complexo 

replicativo composto por proteínas não estruturais do vírus é montado na 

membrana do retículo endoplasmático (RE) e a replicação viral é iniciada. A 

replicação é semiconservativa, onde o RNA de polaridade positiva serve como 

modelo para a síntese da molécula de RNA de polaridade negativa para que 

assim sejam gerados outros RNAs de polaridade positiva. Depois da 

replicação, a montagem do vírus ocorre na superfície do retículo 

endoplasmático (RE) resultando em um vírus imaturo, não infeccioso, que é 

transportado através das redes de Golgi. O pH ácido na rede trans-Golgi (TGN) 

provoca um rearranjo das proteínas do envelope e a clivagem proteolítica de 

prM em pr e M pela protease celular furina (LINDENBACH; THIEL, H J; RICE, 

2007). As partículas virais maduras são liberadas principalmente por exocitose 

(NEUFELDT et al., 2018; MUKHOPADHYAY et al., 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 2: Ciclo Replicativo dos Flavivírus 

 

Fonte: Adaptado de Neufeldt et al (2018) 

 

1.1.1 Dengue  

A dengue é uma doença infecciosa, debilitante, causada pelo vírus 

Dengue (DENV) que possui quatro sorotipos antigenicamente distintos, DENV-

1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, transmitidos ao homem através da picada de 

mosquitos do gênero Aedes, principalmente o Aedes aegypti, presentes nas 

áreas tropicais e subtropicais (GUBLER; CLARK, 1995). Esses quatro 

sorotipos são geneticamente semelhantes e partilham aproximadamente 65% 

dos seus genomas (GUZMAN et al., 2010). Um subtipo, o DENV-5, é a mais 

recente adição aos sorotipos de Dengue existentes e foi anunciado em 

Outubro de 2013, na Malásia (MUSTAFA et al., 2014).   

Há relatos na literatura que o vírus Dengue foi isolado pela primeira vez 

no Japão, de soldados japoneses acometidos de doença febril (KIMURA; 

HOTTA, 1944). Os isolamentos foram realizados através da inoculação de 

amostras de sangue em camundongos. Os primeiros isolados foram 

denominados DENV-1 e o isolado de Nova Guiné foi denominado DENV-2. O 



DENV-3 e o DENV-4 foram isolados em 1956, nas Filipinas (HAMMON et al., 

1960). 

A dengue é considerada endêmica em mais de 100 países. No Brasil, 

no ano de 2015, mais de 1,68 milhão de casos prováveis foram registrados, e 

em 2016, mais de 1,50 milhão (BRASIL, 2017a). Atualmente, o controle de 

vetores é o método mais eficaz para prevenção e controle da dengue e dengue 

hemorrágica. 

A primeira vacina licenciada para a prevenção da dengue, a 

Dengvaxia®, é uma vacina quimérica tetravalente com vírus atenuado e foi 

desenvolvida por Sanofi Pasteur. Porém, vários estudos indicam que a eficácia 

e a segurança dessa vacina ainda necessitam de avaliações adicionais 

(HADINEGORO et al., 2015; HALSTEAD, 2017; LIU; LIU; CHENG, 2016). 

A produção de uma vacina segura e eficaz contra o vírus da dengue 

enfrenta grandes obstáculos, principalmente, a dificuldade em compreender o 

complexo conjunto de interações de antígenos do vírus da dengue em 

hospedeiros humanos. Ademais, a eficácia pode ser comprometida porque a 

vacina pode não ser capaz de oferecer proteção contra novos sorotipos 

existentes no ciclo silvestre que possam ser capazes de infectar seres 

humanos. Por isso, o desenvolvimento de uma vacina contra a dengue deve 

ser visto apenas como um complemento a outras medidas de saúde pública 

tais como o controle dos vetores, mobilização social e gestão ambiental e 

epidemiológica (HALSTEAD, 2017; LIU; LIU; CHENG, 2016). 

As ferramentas utilizadas para o diagnóstico dessa virose são os dados 

clínicos, epidemiológicos e laboratoriais. Apesar do quadro clínico (como febre 

e manifestações hemorrágicas) e dos dados epidemiológicos auxiliarem no 

diagnóstico de infecção pelo vírus da dengue, esta só pode ser confirmada 

através de testes laboratoriais (BRASIL, 2016). Estes testes dependem da 

detecção de anticorpos séricos específicos, do isolamento do vírus a partir de 

material biológico, da detecção do vírus por RNA viral ou de antígenos virais 

(como o NS1). Dentre estes testes estão a inibição de hemaglutinação (IH), 

teste de neutralização (TN), RT- PCR e ensaio imunoenzimático (ELISA) para 

detecção de IgM e IgG (GUBLER, 1998). O antígeno viral NS1 é uma proteína 

que, durante a fase inicial da infecção, está presente em altas concentrações 

no soro de pacientes infectados com o vírus da dengue, podendo ser detectado 



até o 5º dia a partir do início dos sintomas. Os anticorpos do tipo IgM e IgG são 

produzidos pelo sistema imune contra o vírus da dengue a fim de combater a 

infecção. Portanto, testes de sorologia devem ser solicitados a partir do 6º dia 

após o aparecimento dos sintomas (BRASIL, 2016). Na figura 3 podemos 

observar que o anticorpo IgM é produzido cinco a seis dias após o início da 

infecção e que anticorpos do tipo IgG começam a ser produzidos entre o 7º e o 

10º dia. Por isso, o período mais adequado para realização da sorologia será a 

partir do quinto/sexto dia de doença. 

 

Figura 3: Evolução clínica e laboratorial da dengue 

 

 

Fonte: BRASIL, 2016 



 

O hemograma é indicado como auxiliar diagnóstico e para o 

acompanhamento da evolução da doença. Achados comuns nesse tipo de 

exame em pacientes com dengue são leucopenia e trombocitopenia. 

Segundo o Boletim Epidemiológico da Secretaria de Vigilância em 

Saúde − Ministério da Saúde, no ano de 2018, foram registrados 203.157 

casos prováveis de dengue no Brasil, até a Semana Epidemiológica (SE) 36 

(31/12/2017 a 08/09/2018), destes 126.889 (62,5%) foram confirmados. Nesse 

período foram confirmados 229 casos de dengue grave e 2.467 casos de 

dengue com sinais de alarme. Ocorreram nesse mesmo período 108 óbitos por 

dengue (BRASIL, 2018). 

 

 

1.1.2 Zika  

O Zika Vírus (ZIKV) foi identificado pela primeira vez em 1947, em 

macacos rhesus na floresta de Uganda. E sua primeira identificação em seres 

humanos ocorreu na Nigéria, em 1968. Sua infecção é causada pela picada de 

um mosquito Aedes infectado, geralmente causando febre baixa, exantema, 

conjuntivite e dor muscular. No Brasil, em maio de 2015, a Organização 

Panamericana de Saúde (OPAS) emitiu um alerta sobre as infecções por vírus 

Zika (FIOCRUZ, 2018). Em 2016, o Brasil experimentou uma grande epidemia 

de zika com 128.266 casos confirmados (BRASIL, 2017). 

O vírus existe há vários anos, mas somente no início do ano de 2015 

foram registrados os primeiros casos confirmados de infecção do ZIKV no 

Brasil (VASCONCELOS, 2015). Apesar de ser uma infecção viral considerada 

leve e na maioria dos casos ser assintomática o ZIKV pode acometer o 

sistema nervoso central, sendo associado à síndrome de Guillian-Barré e 

microcefalia. A associação da infecção pelo ZIKV com a microcefalia e 

desordens neurológicas fez com que a World Health Organization (WHO) 

decretasse uma emergência global no combate à Zika (WHO, 2016). 

Além da transmissão do Zika vírus de uma pessoa para outra através 

da picada de um mosquito Aedes infectado, há relatos de diferentes formas de 

transmissão do virus. Há descrição de possível propagação do vírus por 

transfusão de sangue (MUSSO; GUBLER, 2016; WHO, 2016) e relatos de 



propagação do vírus através do contato sexual (MANSUY et al., 2016). A 

transmissão intraparto do Zika vírus também foi relatada, mas o mecanismo 

preciso ainda é desconhecido (COLT et al., 2017).  Em 2015, o RNA do vírus 

Zika foi detectado no líquido amniótico de dois fetos, indicando a capacidade 

de cruzar a barreira placentária podendo causar uma infecção vertical (BRITO; 

CORDEIRO, 2016; CALVET et al., 2016), contudo a A transmissão vertical não 

está confirmada. Estudos demonstraram a presença do vírus em secreções 

vaginais e a transmissão sexual do vírus da mulher para o homem (GREGORY 

et al, 2017). O período de incubação do ZIKV pode variar de 3 a 12 dias após 

a picada do mosquito.   

Não há vacina ou tratamento específico para o ZIKV. O exame 

laboratorial específico para o diagnóstico da infecção pelo ZIKV é a 

identificação do RNA viral no sangue do paciente. Os testes de ELISA ou de 

imunofluorescência são utilizados para a confirmação do diagnóstico do ZIKV 

(BRASIL, 2016). 

O Ministério da Saúde, em Boletim Epidemiológico, relata que foi 

confirmada transmissão autóctone de febre pelo vírus Zika no país a partir de 

abril de 2015. Em 2018, até a SE 36, foram registrados 7.208 casos prováveis 

de febre pelo vírus Zika no país, destes 3.079 (42,7%) foram confirmados. Em 

relação às gestantes no país, no mesmo período de 2018, foram registrados 

1.013 casos prováveis, sendo 383 confirmados por critério clínico-

epidemiológico ou laboratorial (BRASIL, 2018). 

 

 

1.2 Alphavirus 

O gênero Alphavirus faz parte da família Togaviridae. Eles foram 

identificados em muitas espécies diferentes de aves a peixes e mamíferos. 

Existem atualmente 31 membros distintos que são categorizados, não 

oficialmente, como vírus do mundo antigo ou vírus do novo mundo dependendo 

da identificação geográfica (MENDES; KUHN, 2018). Embora não seja uma 

regra, os vírus do velho mundo causam principalmente uma patologia artrítica, 

enquanto os novos vírus do mundo têm sido associados a uma maior 

probabilidade de encefalite. Esta classificação filogenética, no entanto, não 



corresponde à distribuição geográfica atual dos alfavírus (EYER-SILVA et al., 

2016). 

A partícula dos alfavírus é pequena e esférica medindo aproximadamente 

70 nm de diâmetro. Possui um nucleocapsídeo icosaédrico envolto por um 

envelope viral, onde se encontram as glicoproteínas E1 e E2 

(MUKHOPADHYAY et al., 2006). 

O genoma é composto por um RNA de fita simples do tipo linear e de 

polaridade positiva com aproximadamente 12 kb de comprimento. Contém dois 

quadros abertos de leitura (ORF) separados por uma sequência não-

codificante curta. A extremidade 5’ é "capeada" onde são codificadas quatro 

proteínas não estruturais (nsP1 a nsP4), que estão envolvidas na replicação do 

RNA, enquanto na extremidade 3’, que é poliadenilada, são codificadas seis 

proteínas estruturais (C, E3, E2, 6K, TF e E1) importantes para a formação da 

partícula (FIGURA 3) (MUKHOPADHYAY et al., 2006). 

A sequência de codificação consiste em dois grandes quadros de leitura 

aberta (ORF); a ORF N-terminal codifica a poliproteína não estrutural enquanto 

o ORF C-terminal codifica a poliproteína estrutural (Figura 4).  

 

 

Figura 4 - Estrutura do genoma do vírus Chikungunya 

 

Fonte: Adaptado de (WEAVER et al., 2012) 

 

O ciclo replicativo dos Alphavirus é mostrado na figura 5. Inicialmente, as 

partículas virais ligam-se a receptores da célula hospedeira através da 

glicoproteína E2 do envelope viral. Em seguida, o vírus é internalizado por 

endocitose mediada por receptores numa via dependente de clatrina, embora a 



entrada independente da clatrina também tenha sido relatado (CARRASCO; 

SANZ; GONZALEZ-ALMELA, 2018). 

No ambiente ácido do endossoma, o heterodímero E1-E2 sofre 

alterações conformacionais provocando a exposição de E1 e permitindo a 

fusão do envelope viral com a membrana endossomal e, consequentemente, a 

liberação do nucleocapsídeo no citoplasma da célula (CARRASCO; SANZ; 

GONZALEZ-ALMELA, 2018; SCHWARTZ; ALBERT, 2010). 

 O RNA viral livre no citoplasma celular é traduzido em uma 

poliproteína precursora que, após sofrer clivagens por proteases virais e 

celulares, origina quatro proteínas não estruturais. Essas proteínas se reúnem 

para formar um complexo de replicação viral que realiza a replicação do 

genoma viral e a transcrição do RNA, sintetizando um RNA de cadeia negativa 

intermediário com o comprimento total do genoma que servirá como molde 

para a síntese de RNA subgenômico (26S) e genômico (49S). Após ser 

traduzido, o RNA subgenômico (26s) dá origem a poliproteína precursora das 

proteínas estruturais (C-pE2-6K-E1) que é processada em passos posteriores. 

O capsídeo (C) é liberado e as glicoproteínas E1 e pE2 se associam ao Golgi e 

são exportadas para a membrana plasmática, onde pE2 é clivada em E2 e E3. 

A montagem da partícula viral é promovida pela incorporação das cópias do 

RNA genômico pela proteína do capsídeo dando origem ao nucleocapsídeo 

que brota da membrana da célula hospedeira onde estão inseridas as 

glicoproteínas do envelope. As partículas de alfavírus montadas são liberadas 

(SCHWARTZ; ALBERT, 2010). 

 

Figura 5: Ciclo replicativo dos Alphavírus 



 

Fonte: Adaptado de SCHWARTZ; ALBERT, 2010 

 

 

1.2.1 Chikungunya 

A doença foi relatada pela primeira vez em 1950 na região da Tanzânia. 

O significado de chikungunya vem da língua africana makonde que diz “aquele 

que é contorcido”, devido à forte dor nas articulações causada pela artrite que 

caracteriza a doença (TAUIL, 2014). No Brasil, a transmissão da chikungunya 

foi detectada em setembro de 2014. Os neonatos de mães infectadas pelo 

vírus podem contrair o CHIKV no período intraparto. 

Seus sintomas podem ser confundidos com a febre dengue e sua 

fatalidade é relatada como 1:1000 infectados, principalmente perigosa para 

neonatos, idosos e indivíduos imunocomprometidos (LEMANT et al, 2008). 

Embora os anticorpos específicos do tipo IgM possam aparecer a partir 

do 2º dia após o aparecimento dos sintomas, o período mais indicado para 

pesquisas de IgM é a partir do 5º dia. O hemograma é o exame laboratorial 



solicitado pelo médico para acompanhamento da doença e pode apresentar 

leucopenia e linfopenia durante a infecção. Outros testes bioquímicos como as 

transaminases, creatinina e eletrólitos são indicados para os pacientes em 

estado grave. Não há vacina ou tratamento específico contra o CHIKV, sua 

infecção é autolimitante.  

O Boletim Epidemiológico da Secretaria de Vigilância em Saúde − 

Ministério da Saúde relata que em 2018, até a SE 36, foram registrados 74.932 

casos prováveis de febre de chikungunya no país, destes 52.613 (70,2%) 

foram confirmados. Foram confirmados 23 óbitos por febre de chikungunya, e 

51 óbitos ainda permanecem em investigação (BRASIL, 2018). 

 

1.3 Produção de proteínas heterólogas em Escherichia coli 

A introdução da tecnologia do DNA recombinante permitiu que proteínas 

fossem expressas em vários organismos hospedeiros resultando em uma 

maneira mais rápida, fácil e eficiente de se conseguir quantidades suficientes 

de proteínas em comparação às suas fontes naturais. Essa tecnologia tem tido 

aplicações diversas na área biológica, médica, agrícola e química. 

A tecnologia do DNA recombinante tem sido empregada na produção de 

vacinas, medicamentos, no diagnóstico de doenças genéticas e infecciosas, 

dentre outros. 

A escolha do organismo hospedeiro e do correspondente vetor de 

expressão depende dos objetivos do bioprocesso e, para tanto, devem ser 

considerados fatores como as características da proteína a ser produzida, as 

taxas de crescimento da célula hospedeira, a necessidade de modificações 

pós-traducionais, a atividade biológica da proteína.  

Existem vários sistemas para expressão heteróloga de proteínas, tanto em 

eucariotos como em procariotos. Os sistemas eucariotos podem ser leveduras 

(P. pastoris, por exemplo), plantas, insetos e células de mamíferos. No que diz 

respeito a organismos procariotos, destaca-se a expressão em E. coli. 

O sistema de expressão em E. coli foi o primeiro a ser utilizado para 

produzir proteínas recombinantes e apresenta diversas vantagens como o 

rápido crescimento em meios de cultura de baixo custo, facilidade de cultivo, 

alto potencial de produção, genética bem descrita e inúmeras ferramentas 

biotecnológicas, como vetores bacterianos e cepas mutantes, capazes de 



aumentar a eficiência do sistema original, sendo, portanto, um sistema 

amplamente utilizado (BASSO et al., 2013). Entretanto, apresenta também 

algumas limitações, principalmente na produção de proteínas complexas 

devido à falta de maquinaria sofisticada para realizar modificações pós-

traducionais. Algumas linhagens de E.coli podem apresentar ação de 

endotoxinas e proteases, que culminam com a degradação da proteína 

recombinante expressa (BANEYX; MUJACIC, 2004). 

 A rápida expressão de proteínas recombinantes pela E. coli pode não 

fornecer tempo hábil para o correto dobramento da proteína resultando na 

formação de agregados insolúveis conhecidos como corpos de inclusão. Isso 

ocorre, muitas vezes, pelo uso de promotores fortes e altas concentrações de 

indutores que, apesar de permitir uma alta produção de proteína, em alguns 

casos afetam o dobramento correto da proteína (JEVSEVAR et al., 2005). 

Algumas estratégias podem ser utilizadas para evitar a formação dos corpos 

de inclusão. Uma delas é realizar a expressão em baixas temperaturas, o que 

resulta na diminuição da taxa de transcrição, tradução e redução das forças de 

interação hidrofóbicas, as quais contribuem para o dobramento incorreto da 

proteína. A fusão da proteína desejada à tags de fusão, como a proteína de 

ligação a maltose (MBP), pode atuar como potencializador de solubilidade 

(ROSANO; CECCARELLI, 2014). Promotores fracos ou baixas concentrações 

de indutores também reduzem a taxa de síntese da proteína de interesse 

(JEVSEVAR et al., 2005). A coexpressão de chaperonas também pode auxiliar 

no correto dobramento das proteínas (KOLAJ et al., 2009; TERPE, 2006). 

 Em alguns casos, a formação de corpos de inclusão pode apresentar 

vantagens, especialmente se a proteína pode ser renovelada facilmente in 

vitro. Algumas dessas vantagens importantes são: a facilidade no isolamento, 

proteção contra proteólise no citoplasma, evitar toxicidade celular, uma vez 

que algumas proteínas na sua forma nativa podem ser tóxicas para a célula 

hospedeira (BANEYX; MUJACIC, 2004). 

Há diversas linhagens de E. coli disponíveis para o processo de produção 

de proteínas heterólogas que podem ser utilizadas de acordo as 

características da proteína a ser expressa e do processo utilizado (BANEYX, 

1999). 



A linhagem de E. coli BL21 é a mais utilizada para expressão de proteínas 

recombinantes (GOPAL; KUMAR, 2013) devido à ausência de genes que 

codificam as proteases lon e ompT evitando a degradação proteolítica da 

proteína recombinante. A linhagem BL21(DE3) é lisogênica e muito utilizada 

no sistema pET de expressão. A designação (DE3) indica que as bacterias 

têm o gene que codifica a T7 RNA polimerase que é produzida sob controle do 

promotor lacUV5 quando este for induzido por  IPTG. Sendo assim, a linhagem 

BL21(DE3) tem um gene codificador da T7 RNA polimerase introduzido em 

seu genoma bem como os genes para as proteases lon e ompT deletadas. 

A E. coli BL21(DE3) pLysS carrega também o plasmídeo pLysS, que 

produz a T7 lisozima, que se liga a T7 polimerase e inibe a transcrição do 

promotor T7, controlando a expressão basal de proteínas recombinantes. Após 

a indução, a quantidade de T7 polimerase produzida supera o nível de 

polimerase que a lisozima T7 pode inibir permitindo a transcrição do gene 

recombinante. É uma bactéria muito utilizada para expressão de genes tóxicos 

(KAUR; KUMAR; KAUR, 2017; ROSANO; CECCARELLI, 2014). 

A linhagem Rosetta(DE3) é derivada da linhagem BL21(DE3) e plasmídeos 

que codificam tRNAs para os códons denominados códons raros 

compensando a escassez desses codons na linhagem BL21(DE3). Esses 

códons raros codificam para os seguintes aminoácidos: Isoleucina (AUA), 

Arginina (AGG e AGA), Leucina (CUA), Prolina (CCC) e Glicina (GGA) 

(GOPAL; KUMAR, 2013). 

O sistema pET é muito utilizado para clonagem e expressão de 

proteínas recombinantes em E. coli. É um sistema comandado pelo promotor 

do fago T7, que é reconhecido pela RNA polimerase do fago (T7 RNA 

polimerase), mas não pela RNA polimerase da E. coli, e que promove a 

expressão após a indução com IPTG (isopropiltiogalactosídeo), molécula 

análoga a lactose que é um indutor dos sistemas de expressão baseados no 

operon lac. 

O vetor pET28a possui um gene que confere resistência a canamicina e 

apresenta uma sequência nucleotídica na região N- ou C- terminal do sítio de 

múltipla clonagem, denominada His-tag que codifica seis Histidinas. Assim, o 

gene de interesse pode ser clonado em fusão com esta sequência facilitando a 

purificação da proteína recombinante através de cromatografia de afinidade 



em coluna com resina contendo níquel. O vetor também apresenta um sítio de 

clivagem para trombina que é uma ferramenta útil para retirada da His-tag da 

região N-terminal, caso estas precisem ser retiradas após o passo de 

purificação (ROSANO; CECCARELLI, 2014). 

 

Figura 6 - Mapa e região múltipla de clonagem do vetor pET28a. Destaque 
em retângulos vermelhos para os sítios de restrição das enzimas NcoI, SalI e 
XhoI, utilizadas nas clonagens. 

 

 

 

1.4 Diagnóstico 

As manifestações clínicas relacionadas com as arboviroses – zika, 

dengue e chikungunya - se apresentam de forma muito parecida, dificultando o 

diagnóstico clínico preciso e, consequentemente, o tratamento adequado para 

essas doenças (RODRÍGUEZ-MORALES, 2015). Desta forma, exames 

complementares são imprescindíveis para determinação de um diagnóstico 

conclusivo. 



O diagnóstico laboratorial das arboviroses pode ser realizado por meio 

de isolamento do vírus, detecção do genoma viral e de antígenos e testes 

sorológicos que detectam anticorpos específicos. As principais metodologias 

utilizadas no diagnóstico das infecções por arbovírus são: a detecção de ácidos 

nucleicos virais por RT-PCR e a detecção de anticorpos específicos por ELISA 

(do inglês, enzyme-linked immunosorbent assay). Outra ferramenta vantajosa 

são os testes rápidos, sendo os imunocromatográficos mais utilizados estes 

possibilitam triagem rápida e barata. Cada metodologia possui limitações e 

alguns se encontram mais adaptados à rotina laboratorial de diagnóstico. 

No Brasil, o teste rápido imunocromatográfico para detecção de zika, o Zika 

IgG/IgM Combo, produzido pela Bahiafarma é distribuído pelo SUS (Sistema 

Único de Saúde) para todo o país desde janeiro de 2017. Recentemente, 

testes rápidos para a detecção de dengue (IgM/IgG) e para Chikungunya (IgM) 

também passaram a integrar oficialmente a lista de procedimentos do SUS e a 

ser disponibilizados aos estados e municípios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

10. Conclusão 

Os resultados apresentados permitem concluir que as bactérias da 

linhagem Rosetta(DE3) transformadas com o vetor de expressão pET28a 

recombinantes produziram, nas condições descritas no trabalho, as proteínas 

DENVNS1, ZIKVNS1 e DENVE3 que foram purificadas por cromatografia de 

afinidade ao níquel e  identificadas por SDS-PAGE e Western-blotting. Apesar 

de a clonagem ter sido bem sucedida, não foi possível a expressão da proteína 

CHIKVE2. A proteína DENVNS1 foi reconhecida por um teste 

imunocromatográfico rápido demonstrando seu potencial como antígeno para 

uso em testes diagnósticos. 
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