
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SAMUEL SANTOS PEREIRA 

 

 

 

 
 

Desenvolvimento de novas estratégias de diagnóstico 

sorológico para tipagem da infecção prévia pelo vírus Dengue 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa 

de Pós-graduação em Microbiologia 

do Instituto de Ciências Biomédicas 

da Universidade de São Paulo, para 

obtenção do Título de Mestre em 

Microbiologia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

São Paulo 

2019 



SAMUEL SANTOS PEREIRA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Desenvolvimento de novas estratégias de diagnóstico 

sorológico para tipagem da infecção prévia pelo vírus Dengue 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa 

de Pós-graduação em Microbiologia 

do Instituto de Ciências Biomédicas 

da Universidade de São Paulo, para 

obtenção do Título de Mestre em 

Ciências. 

Área de concentração: Microbiologia 

Orientador: Dr. Luís Carlos de Souza 
Ferreira 

Versão Corrigida 
 

 

 

 

 
 

São Paulo 

2019 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 



UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOMÉDICAS 

 
 
 

 
Candidato: Samuel Santos Pereira 

 
 

Titulo da Dissertação/Tese: Desenvolvimento de novas estratégias de diagnóstico 

sorológico para tipagem da infecção prévia pelo vírus 

Dengue 

Orientador: Prof. Dr. Luís Carlos de Souza Ferreira 

 
 

 
A Comissão Julgadora dos trabalhos de Defesa da Dissertação de Mestrado / Tese de 

Doutorado, em sessão pública realizada a ............./............/.............., considerou o 

candidato: 

 
( ) Aprovado ( ) Reprovado 

 
 

 
Examinador(a): Assinatura: ............................................................................... 

Nome: ...................................................................................... 

Instituição: ................................................................................ 

 
 

Examinador(a): Assinatura: ............................................................................... 

Nome: ...................................................................................... 

Instituição: ................................................................................ 

 
 

Examinador(a): Assinatura: ............................................................................... 

Nome: ...................................................................................... 

Instituição: ................................................................................ 

 
 

Presidente: Assinatura: ............................................................................... 

Nome: ...................................................................................... 

Instituição: ................................................................................ 



 
 

 



 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Dedico este trabalho 

 

 
 

Aos meus pais e irmãos, 

pelo amor incondicional e por sempre sonharem comigo. 

A Deus, pelo seu cuidado e proteção. 



AGRADECIMENTOS 

 

 
 

A Deus por me permitir executar este trabalho, mas principalmente, por seu meu 

refúgio em todos os momentos. 

Aos meus familiares, pela torcida. Aos meus pais, Claudionor e Suely, por sempre me 

incentivarem. E aos meus irmão, Matheus, João, Aline, Alice e Thiago, por serem o meu 

maior exemplo. Amo vocês! 

Ao meu orientador, o professor Luís Carlos, pela confiança e imensa oportunidade de 

desenvolvimento pessoal e profissional. E especialmente, por nos incentivar ao aprendizado 

constante. Muito obrigado, professor! 

À professora Rita, por também nos receber no laboratório sempre com carinho e 

atenção. 

Ao Edu, por ser um profissional exemplar e sempre disposto a ajudar. 

 
Aos amigos do Laboratório de Desenvolvimento de Vacinas, Carol, Patrícia, Roberta, 

Juliana, Mariângela, Tácita, Natiely, Luana, Karine, Jamile, Bruna, Fernanda, Lennon, Sara, 

Eric, Bruno, Robert, Marianna, Rúbens, Mônica, Aléxia, Nayara, Danielle, Fagner e Lukas, 

muito obrigado pelas contribuições, discussões e momentos de descontração. Vocês são 

excepcionais! 

Aos amigos do grupo Dengue, Aléxia, Mônica, Rúbens, Marianna, Robert, Fernanda, 

Lennon e Deni, por me receberem no laboratório e por sempre estarem dispostos a contribuir! 

Muito obrigado, grupo! 

Aos amigos, Bianca, Lennon, Aléxia, Hélic, Dalva, Tácita, Taiana e Jaqueline, por 

dividirem momentos de alegria e ansiedade. E por serem a minha família em São Paulo. Amo 

vocês! 

Aos amigos da Universidade Estadual de Santa Cruz, pois mesmo distantes estão 

sempre na torcida. Ao professor Wilson Luiz, pela amizade, conselhos e incentivo! 

Aos laboratórios de Evolução Molecular e Bioinformática do Instituto de Ciências 

Biomédicas da USP, e Química Supramolecular e Nanotecnologia do Instituto de Química da 

USP, pela disponibilidade e por compartilharem conhecimento. 



Ao Instituto de Ciências Biomédicas, pela oportunidade, em especial, às secretarias do 

Departamento de Microbiologia e do Programa de Pós-graduação em Microbiologia por 

sempre auxiliarem na resolução dos problemas e dúvidas. 

Ao apoio financeiro da Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo 

(processo 2017/09661-0) e da Comissão de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior 

(processo 712578) que permitiram a execução deste trabalho. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Este trabalho foi realizado sob orientação do Prof. Dr. Luís Carlos de Souza Ferreira, 

no Centro de Vacinas e Terapias Gênica (CEVAT-GENE4), no Departamento de 

Microbiologia do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo, com o 

apoio financeiro da Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo (processo 

2017/09661-0) e da Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (processo 

1712578). 



 
RESUMO 

 

 

PEREIRA, S. S. Desenvolvimento de novas estratégias de diagnóstico sorológico para 

tipagem de infecção prévia pelo vírus Dengue. 2019. 77 f. Dissertação de (Mestrado em 

Microbiologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 

2019. 

 

A dengue é a arbovirose de maior impacto na saúde pública mundial. A doença é causada pelo 

vírus Dengue (DENV), o qual compreende quatro sorotipos antigenicamente distintos do 

vírus, como consequência a infecção por um deles não implica em proteção contra os 

sorotipos heterólogos. O diagnóstico clínico diferencial da dengue é difícil, por isso o 

diagnóstico laboratorial aparece como uma importante ferramenta para a confirmação dos 

casos suspeitos. Os testes sorológicos na plataforma de ELISA são amplamente utilizados na 

confirmação laboratorial da dengue, pois são sensíveis e de custo acessível. No entanto, 

apresentam especificidade comprometida, particularmente, em regiões onde circulam outras 

arboviroses. Nesse sentido, o objetivo desta proposta foi desenvolver estratégias de 

diagnóstico sorológico específico da dengue na plataforma de ELISA utilizando proteínas 

recombinantes baseadas em um fragmento da NS1 (nomeadas ∆NS1 dos DENVs 1-4). Os 

antígenos foram obtidos após expressão em sistema procarioto utilizando linhagens de 

Escherichia coli e purificados por cromatografia de afinidade. As proteínas recombinantes 

purificadas foram reconhecidas por soros de animais infectados pelos DENVs, sugerindo que 

as mesmas conservam epítopos conformacionais. As ∆NS1 dos DENVs 1-4 foram utilizadas 

em combinação como antígenos de fase sólida e permitiram a detecção de anticorpos gerados 

em animais infectados com os DENVs, sem a interferência de anticorpos gerados após 

infecção pelo ZIKV. Além disso, as ∆NS1 dos DENVs 1, 2 e 4 apresentaram maior 

reatividade com o soro do DENV homólogo. Os resultados obtidos são relevantes ao 

apresentarem novos imunobiológicos com antigenicidade, imunogenicidade preservadas e 

contribuem para o desenvolvimento de novas estratégias de diagnóstico sorológico específico 

para dengue. 

 

 
Palavras-chave: vírus Dengue. Diagnóstico sorológico. Proteína Não Estrutural 1 (NS1). 

ELISA. 



 
ABSTRACT 

 
 

PEREIRA, S. S. Development of a new serological diagnostic strategies for typing 

prior infection with Dengue virus. 2019. 77 p. Master thesis (Microbiology) – Instituto 

de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2019. 

 

 
Dengue is the arbovirose with larger impact on public health worldwide. The disease is 

caused by the Dengue virus (DENV), that comprises four antigenically distinct serotypes of 

the virus in such a way that infection by one then does not imply protection against the 

heterologous serotypes. The clinical diagnosis of dengue is hard and therefore the laboratory 

diagnosis is an important tool to confirm of suspected cases. Serological tests on the ELISA 

platform are widely used for dengue infection diagnosis, because they are sensitive and 

affordable. However, their specificity is compromised particularly in regions where others 

arboviruses prevail. Therefore, the aim of this study was to develop specific serological 

diagnostic strategies for dengue in the ELISA platform using recombinant proteins developed 

from a fragment of NS1 protein (named ΔNS1 of the DENVs 1-4). The antigens were 

obtained after expression in prokaryotic system using Escherichia coli strains and purified by 

affinity chromatography. Importantly, the purified recombinant proteins were recognized by 

sera from animals infected by DENVs, suggesting that ΔNS1 antigens have their 

conformational epitopes preserved. Moreover, the ΔNS1 of DENVs 1-4 were used in 

combination as solid phase antigens and allowed the detection of DENV in the sera from 

infected animals, without cross reaction with antibodies after ZIKV infection. In addition, the 

ΔNS1 of the DENVs 1, 2 and 4 showed higher reactivity with the sera of the homologous 

DENV, thus indicating their potential as tools to specifically identify DENV sorotypes. The 

results are relevant and present novel immunobiologicals with preserved antigenicity, 

immunogenicity and can contribute to the development of new serological diagnostic 

strategies specific for dengue infection. 

 
Keywords: Dengue virus. Serological diagnostic. Non structural protein 1 (NS1). ELISA. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 O VÍRUS DENGUE: IMPORTÂNCIA E IMPACTO EPIDEMIOLÓGICO 

 

A dengue consiste na mais importante infecção viral transmitida aos seres humanos por 

vetores artrópodes (1). A doença, causada pelo vírus Dengue (DENV), é caracterizada como 

febril e autolimitada, e existem quatro sorotipos antigenicamente distintos do vírus (DENVs 1-

4). A infecção por um dos DENVs confere imunidade sorotipo-específica de longa duração, 

entretanto, imunidade cruzada contra o sorotipo heterólogo pode ser observada por um curto 

período (1). O DENV pertence ao gênero Flavivírus e a família Flaviviridae, grupo que 

compreende mais de 70 espécies diferentes de vírus de grande impacto na saúde pública 

mundial, como o vírus Zika (ZIKV), vírus da Febre Amarela (YFV), vírus do Oeste do Nilo 

(WNV) e o vírus da Encefalite Japonesa (JEV) (2,3). 

Estima-se que metade da população mundial esteja em áreas de risco para infecção pelo 

DENV, e a Organização Mundial de Saúde (OMS) afirma que mais de cem países já relataram 

casos da doença (2,3). Além disso, uma preocupação pertinente é a expansão do vírus para 

regiões não endêmicas, como os Estados Unidos e países da Europa (2). Anualmente, são 

registrados mais de 50 milhões de casos de dengue em todo o mundo, mas acredita-se que esse 

número esteja subestimado, pois cerca de 75-80 % dos casos são de doença assintomática e não 

diagnosticada. Do total de casos registrados, 500 mil correspondem à dengue grave, que 

resultam em 20.000 mortes por ano (4,7). 

Desde 2010 circulam no Brasil os quatro sorotipos do DENV, responsáveis por epidemias 

cíclicas da doença que apenas nos anos de 2017 e 2018 levaram a aproximadamente 250 mil 

casos anuais prováveis da doença identificados pelo Ministério da Saúde. Atualmente, são mais 

de 100 mil casos prováveis, sendo esse número três vezes maior do que o reportado para o 

mesmo período em 2018 (Ministério da Saúde do Brasil, 2019). A rápida expansão dos DENVs 

pelo país, assim como por outras áreas de clima tropical, ocorre devido à excelente capacidade 

de vetorização do vírus por mosquitos do gênero Aedes, principalmente as espécies Aedes 

aegypti e Aedes albopictus (4). Diversas ferramentas para o controle do vetor estão disponíveis 

ou em desenvolvimento, tais como uso de larvicidas e mosquitos geneticamente modificados, 

que embora representem uma importante estratégia para o controle de arboviroses, requerem 

planejamento e intensa participação social (9). 



I n t r o d u ç ã o | 22 
 

 

 

O vírus Dengue é uma partícula esférica, envelopada, com simetria icosaédrica e 

diâmetro de aproximadamente 40-50 nm (figura 1 A). O DENV possui como genoma uma 

molécula de RNA (~11Kb) de fita simples e orientação positiva, responsável por codificar 

apenas uma poliproteína que, após clivagem proteolítica, dá origem a três proteínas estruturais 

componentes da partícula viral: a proteína do envelope (E), a precursora de membrana (prM) 

e a do capsídeo (C). Após a clivagem, são formadas também sete proteínas não estruturais 

(NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5) relacionadas com a evasão à resposta imune, 

replicação e patogênese viral (figura 1 B) (10). A identidade compartilhada do genoma entre 

os sorotipos é de aproximadamente 65% (2,11). A diversidade de sorotipos e genótipos do 

vírus Dengue está associada às pressões seletivas do meio ambiente e ao próprio sistema 

imunológico do hospedeiro (12). Essas divergências genéticas refletem-se no fitness viral, 

virulência e potencial epidêmico, logo o monitoramento específico de cada um dos sorotipos, 

apesar de complexo, mostra-se importante para o planejamento das ações de saúde pública 

(13). 

A infecção pelo vírus Dengue pode apresentar-se de forma assintomática (75 % dos 

casos), febril ou mesmo como doença grave (14). Ainda não existe tratamento específico para 

a dengue, estando o mesmo limitado ao suporte terapêutico voltado apenas à redução dos 

sintomas que incluem, além da febre, dores de cabeça e retro-orbital, artralgias, mialgia, 

linfadenopatia e erupções cutâneas. As manifestações mais graves da dengue, que abrangem 

os distúrbios hemorrágicos como sangramentos de mucosa e gastrointestinal, estão associadas 

às infecções secundárias pelo DENV, dependem da idade e sexo dos indivíduos, bem como 

do sorotipo do vírus circulante (2,14). Sabe-se ainda que infecções secundárias, em especial, 

por um sorotipo diferente estão relacionadas com doença severa e fazem da avaliação clínica  

e diagnóstico pontos importantes na assistência ao paciente (15). 
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Figura 1 - O vírus Dengue: representação da partícula e do genoma viral. O DENV expressa uma 

poliproteína que dá origem às proteínas estruturais e não estruturais do vírus, após a clivagem proteolítica. 

Descrição: (A) Representações esquemáticas da partícula viral, evidenciando a estrutura dimérica da proteína E, 

o capsídeo viral C, a proteína M e o genoma (RNA). (B) Estrutura do RNA fita simples, em destaque os genes 

que codificam as proteínas estruturais (C, M e E), não estruturais (NS1-5) e as regiões UTR (regiões não 

traduzidas). Adaptado de Mukhopadhyay et. al., 2005 e Guzman et. al., 2010; Heinz Stiasny, 2012 (2,3,16). 

 

 
1.2 O DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DA DENGUE 

 

O diagnóstico laboratorial da dengue representa uma importante alternativa ao 

diagnóstico clínico, que é de grande dificuldade, pois as manifestações clínicas da dengue são 

semelhantes à hepatite, malária, leptospirose e outras doenças tropicais, particularmente, 

arboviroses como zika e chikungunya (1,17). Portanto o diagnóstico laboratorial específico da 

doença é relevante, visto que permite a confirmação dos casos suspeitos de dengue, sendo 

essencial para avaliar o prognóstico dos pacientes com precisão, evitando a progressão da 

doença para manifestações de maior gravidade. Os testes laboratoriais disponíveis para o 

diagnóstico da dengue são realizados por métodos diretos, que envolvem a detecção do vírus 

ou antígenos virais e por metodologias indiretas fundamentadas, principalmente, nos ensaios 

sorológicos para detecção dos biomarcadores da infecção (18). 

Os métodos de diagnóstico direto da dengue envolvem o isolamento viral, detecção do 

genoma e antígenos virais, particularmente, a proteína Não Estrutural 1 (NS1). Esses métodos 

são utilizados, principalmente, durante a fase aguda da infecção, e são caracterizados pela 

elevada especificidade. No entanto, apresentam reduzido poder de diagnóstico, visto que são 

aplicáveis apenas no período de viremia, que dura, aproximadamente, 10 dias após a infecção 
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(figura 2) (18). A NS1 é secretada no início da infecção e por isso amplamente utilizada como 

biomarcador, sendo a detecção feita por testes rápidos e ensaios de ELISA (19). O isolamento 

viral, considerado o teste padrão ouro no diagnóstico da dengue, e a detecção do RNA viral 

possuem ainda como vantagem a capacidade de identificar o sorotipo do DENV. Mas é 

importante destacar que essas técnicas possuem limitações, como o curto período de circulação 

do vírus na corrente sanguínea, o custo elevado, a necessidade de pessoal treinado e 

infraestrutura laboratorial complexa, por isso a Organização Mundial de Saúde recomenda o uso 

deles, especialmente, por centros de referência (4,18) 

 

 

 

 
Figura 2 - A dinâmica da infecção e o diagnóstico da dengue. O entendimento da evolução clínica da dengue 

é importante para o planejamento e execução dos testes de diagnóstico da dengue. A dinâmica da infecção 

envolve a circulação da NS1 e das imunoglobulinas IgM e IgG. Descrição: (A) Representações esquemáticas da 

evolução das infecções primária e secundária pelo vírus Dengue, em destaque o período de circulação da 

proteína Não Estrutural 1 (NS1), a viremia e a produção da imunoglobulinas IgM e IgG. A seta e região em 

destaque (cor preta) demarcam o período para execução dos métodos diretos, as regiões demarcadas em azul 

correspondem ao período ideal de aplicação dos métodos indiretos de diagnóstico. Adaptado de Euroimmun 

Brasil e disponível em: <http://www.denguevirus.com.br/> (acesso em 06/05/2019). 

 

 

Nesse sentido os métodos indiretos de diagnóstico, baseados na detecção de anticorpos 

IgG e IgM, aparecem como uma alternativa promissora. Os testes sorológicos para a detecção de 

anticorpos, como ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), os testes 

imunocromatográficos e HI (inibição da hemaglutinação) podem ser utilizados em centros 

primários de atenção à saúde e/ou centros regionais (2). Esses testes possuem como vantagens o 

custo mais acessível, a facilidade e rapidez na execução (17). Além disso, os métodos indiretos 

possuem maior sensibilidade, visto que a detecção de anticorpos é possível desde a fase aguda 

da infecção (figura 2) (1). Apesar disso, o diagnóstico sorológico da dengue segue sendo 

http://www.denguevirus.com.br/
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desafiador devido à reatividade cruzada dos anticorpos com outros flavivírus, particularmente o 

ZIKV, o que compromete a especificidade dos testes comerciais disponíveis (1,18). 

A infecção pelo DENV é responsável pelo desenvolvimento de resposta de anticorpos 

de longa duração que, como descrito previamente, funcionam como biomarcadores de 

exposição ao vírus (20,21). Durante a infecção os anticorpos IgM aparecem 4 dias após os 

sintomas iniciais, e ao final da primeira semana de infecção é possível detectar IgG, cujos 

níveis aumentam ao longo da infecção, sendo observados títulos elevados, principalmente, em 

infecções secundárias (18). A maioria dos anticorpos são direcionados contra proteínas 

estruturais (E e prM) e contra a NS1. Além disso, menores níveis de anticorpos já foram 

detectados contra outras proteínas não estruturais, como a NS3 e a NS5 (20,22,23). Visto que 

a maioria dos anticorpos são direcionados contra a proteína E, muitos testes sorológicos são 

fundamentados na presença desse antígeno para detecção de anticorpos e por isso utilizam a 

proteína E recombinante, partículas virais inativadas e VLPs (Vírus Like Particles) (21,23). 

No entanto, sabe-se que os anticorpos contra a proteína E são, predominantemente, 

direcionados contra o Domínio II dessa proteína (região do loop de fusão) que contém 

epítopos conservados entre os flavivírus (20). Como consequência, muitos dos testes de 

diagnóstico, baseados na proteína E, apresentam reatividade cruzada entre os flavivírus. 

A plataforma de ELISA tem sido tradicionalmente utilizada, desde a década de 80, 

para detecção de anticorpos ou antígenos do vírus Dengue (17). Os testes de ELISA são de 

execução simples, baixo custo e possibilitam a avaliação de grande número de amostra (25). 

No Brasil todos os laboratórios da Rede Nacional de Laboratórios de Saúde Pública 

empregam essa plataforma. Atualmente, o ensaio de ELISA para captura de anticorpos IgM 

(MAC-ELISA) é amplamente utilizado, sendo inclusive o teste sorológico de escolha para 

diagnóstico da dengue no Brasil (Ministério da Saúde, 2009). O MAC-ELISA tem como 

princípio a detecção de anticorpos IgM utilizando antígenos virais de células infectadas pelos 

DENVs, apresentando sensibilidade e especificidade de 90 e 98 %, respectivamente (2). O 

Ministério da Saúde do Brasil recomenda também testes sorológicos para detecção de IgG, 

embora existam apenas 6 testes na plataforma de ELISA registrados na ANVISA com essa 

finalidade (tabela 1, em destaque). 

O diagnóstico de infecções prévias por cada um dos sorotipos do DENV (detecção de 

IgG) poderia ser de grande impacto na saúde pública, pois permite o monitoramento 

epidemiológico (incidência e prevalência da doença), identificação dos indivíduos que 

soroconvertem após vacinação, permitindo também avaliar fatores de risco para doença grave, 
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pois infecções secundárias pelo DENV podem evoluir para dengue grave (4,18,27). No 

entanto, os ensaios sorológicos comerciais para diagnóstico da dengue possuem sensibilidade 

variável e especificidade limitada (28). Além disso, não existem testes sorológicos comerciais 

para determinação de sorotipos dos DENVs na plataforma de ELISA. O desenvolvimento de 

novos testes sorológicos que possam efetivamente identificar o sorotipo de DENV com 

elevado grau de confiabilidade é essencial para que ferramentas inovadoras possam ser 

empregadas no combate à dengue, permitindo uma melhor avaliação do prognóstico e uma 

maior acurácia nas intervenções clínicas. Portanto, é essencial desenvolver novos antígenos 

que permitam o aprimoramento das plataformas atuais de diagnóstico. 
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Tabela 1: Testes comerciais registrados no Brasil para diagnóstico da dengue1,4 

 

TESTE DE 
DIAGNÓSTICO2 

PRINCÍPIO DO TESTE3 

 

Dengue Duo teste rápido 
Teste imunocromatográfico para detecção IgG, IgM e NS1. 

Contém anticorpo monoclonal capaz de capturar a NS1 e antígeno 
específico do dengue que é reconhecido pelas imunoglobulinas. 

Alere dengue IgG e IgM Informações não encontradas. 

Panbio IgG ELISA 

Alere dengue Duo NS1, IgG e 

IgM 

Teste rápido OneSite dengue 

Ag IgG/IgM 

Teste imunocromatográfico que utiliza antígenos recombinantes 

capazes de serem reconhecidos por IgG e IgM do soro teste, e 

anticorpos monoclonais que capturam a NS1. 

Teste rápido OneSite Duo 

dengue IgG/IgM Combo 

Teste imunocromatográfico que utiliza antígenos recombinantes do 

envelope viral capazes de serem reconhecidos por IgG e IgM. 

Platelia Dengue IgG Capture Teste de ELISA baseado na captura de anticorpos IgG utilizando 

α-IgG humano, antígeno NS1 e anticorpo monoclonal α-NS1 

conjugado à peroxidase. 

VISITECT Dengue Teste imunocromatográfico que utiliza antígenos recombinantes do 
envelope viral capazes de serem reconhecidos por IgG e IgM. 

Novagnost Dengue IgG Teste de ELISA indireto baseado em antígenos específicos do 
vírus Dengue para detecção de IgG. 

Humanasis teste de anticorpos 
IgG/IgM Dengue 

Informações não encontradas. 

Dengue IgG e IgM Teste imunocromatográfico para captura de IgG e IgM utilizando 
antígenos do DENV. 

Anti-Dengue vírus ELISA IgG 
Euroimmun 

Teste de ELISA para detecção de anticorpos IgG contra partículas 
do vírus Dengue 2 purificadas. 

Dengue IgG/IgM Informações não encontradas. 

Dengue IgG/IgM ECOtest 
Dengue IgG/IgM Premium 

Teste imunocromatográfico para detecção de IgG e IgM que 

reagem com a proteína E recombinante presente no teste. 

ECO Teste 

ECO F Dengue IgG/IgM 

Teste rápido Dengue IgG/IgM Teste imunocromatográfico para detecção de anticorpos IgG e IgM 
capturados por antígenos específicos do vírus Dengue. 

 

Dengue-EIC IgG/IgM 

Teste imunocromatográfico para detecção de anticorpos IgG e IgM 

que reconhecem os antígenos recombinantes do envelope viral 

presente no teste (DEN 1-4). 

 

Dengue IgM/IgG 
Teste imunocromatográfico para detecção de IgG e IgM que são 

reconhecidos por antígenos recombinantes da   proteína do 
Envelope do DENV. 

LUMIRATEK DENGUE 

IgG/IgM - CASSETE 

Informações não encontradas. 

Dengue IgG/IgM 

imunocrogatografia 

Teste imunocromatográfico em que os anticorpos IgG e IgM (anti- 

DENV), reagem com antígenos específicos do vírus Dengue. 
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Dengue vírus IgG DxSelect 
Teste de ELISA para detecção qualitativa de anticorpos IgG 
utilizando antígenos inativados dos DENVs 1-4. 

Teste rápido dengue Ag e Ab 
Combo 

Teste imunocromatográfico para detecção dos anticorpos IgG/IgM 
e do antígeno NS1. 

OL Combo Dengue 

NS1/IgG/IgM 

Teste imunocromatográfico para detecção de antígenos e ou 

anticorpos contra arbovírus. 

OL Dengue IgG/IgM 

OL Combo Chikungunya – 

Dengue IgG/IgM 

Dengue BIO 
Teste imunocromatográfico para detecção de anticorpos IgG e IgM 
específicos a antígenos do vírus Dengue presente no ensaio. 

INNOVITA DENGUE 
IgG/IgM 

Informações não encontradas. 

Serion ELISA classic Dengue 
vírus IgG/IgM 

ELISA para detecção de anticorpos IgG contra antígenos 
específicos do DENV. 

Smart test anti Dengue IgM/IgG 
SYM 

Informações não encontradas. 

Dengue IgG/IgM 
Teste imunocromatográfico para detecção de anticorpos 

específicos ao dengue que reagem com antígenos recombinantes 

do envelope viral. 

Imuno rápido Dengue IgG/IgM Teste imunocromatográfico para detecção de anticorpos 

específicos a antígenos recombinantes do envelope viral. 

BioPix DENGUE IgG/IgM 

 

1- Identificados os testes comerciais para detecção de anticorpos IgG, foram catalogados também os kits que 

detectavam simultaneamente IgG, IgM e NS1. 

2- Os produtos foram consultados na Agência de Vigilância Sanitária (ANVISA), foram catalogados apenas os 

que estão com registro válido. Data de pesquisa 05/01/2019. 

3- Informação disponível nos guias de cada Kit, assim como nos sites oficiais dos fabricantes/distribuidores. 

4- Destaque para os testes que utilizam a plataforma de ELISA. 
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1.3 A PROTEÍNA NS1 E O DIAGNÓSTICO DA DENGUE 

 

A NS1 é uma glicoproteína (~46-50kDa), expressa por todos os flavivírus durante a 

infecção, encontrando-se nas conformações monomérica, dimérica, e a hexamérica (30). 

Ainda é incerta a função dessa proteína, porém acredita-se que participe como um arcabouço 

estrutural no complexo de replicação do genoma viral e esteja relacionada com a evasão da 

resposta imune do hospedeiro, por bloqueio da ação de proteínas do complemento (31). O 

principal obstáculo ao uso da NS1 em testes de diagnóstico deve-se ao fato dessa proteína 

possuir sítios de cisteínas conservados entre os flavivírus, reduzindo a especificidade dos 

ensaios (30). Os flavivírus compartilham elevada homologia de sequência do gene que 

codifica a NS1 (29), entre a proteína do ZIKV e dos DENVs 1-4 a homologia varia entre 51 e 

53 %. Dentre os sorotipos do DENV essa porcentagem é variável, o maior compartilhamento 

de informação genética é de 81 % entre os DENVs 1 e 3, já o DENV 4 destaca-se como o 

mais distante entre os sorotipos, variando de 71-75 % (32). No entanto, fragmentos da 

proteína possuem homologia de sequência variável entre os sorotipos, tais como a região C- 

terminal, na qual a homologia varia entre 74-85 % para a NS1 dos DENVs 1-4, portanto de 

interesse na identificação de novos antígenos alvos no diagnóstico. 

A NS1 consiste em um dos principais alvos no diagnóstico da dengue, a detecção 

desse antígeno por ELISA ou teste imunocromatográfico funciona como uma excelente 

estratégia de diagnóstico durante a fase aguda da dengue (15). Grupos de pesquisa têm 

desenvolvido novos ensaios para captura da NS1, fundamentados na utilização de anticorpos 

monoclonais anti-NS1. Os trabalhos publicados recentemente mostram que essa estratégia 

permite a diferenciação entre espécies de vírus da família Flaviviridae, e até mesmo a 

identificação de sorotipos do DENV (33). Logo, é sugestivo de que a NS1 possui epítopos 

específicos ao DENV, assim como a cada um dos sorotipos (34). A NS1 é encontrada em 

elevadas concentrações na corrente sanguínea, é altamente imunogênica e responsável por 

promover uma resposta humoral (23,34). Nesse sentido, a detecção de anticorpos (anti-NS1) 

aparece como estratégia de grande interesse. O Instituto Pasteur de Paris desenvolveu teste de 

ELISA para detecção de anti-NS1 IgG com a finalidade de avaliar a exposição prévia ao 

DENV em indivíduos que receberam a vacina desenvolvida no instituto (22). Além disso, 

grupos têm utilizado também a combinação da NS1 dos DENVs para diagnóstico específico 

de infecções prévias pelo vírus (22,24). No entanto, a utilização da NS1 inteira nos 

testes precisa ser   
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reavaliada diante da reemergência e circulação de outras arboviroses, particularmente o ZIKV. 

1.4 IMPORTÂNCIA DO DESENVOLVIMENTO DE NOVAS ESTRATÉGIAS DE DIAGNÓSTICO 

 
É difícil mensurar os custos da dengue à economia mundial, embora se avalie que seja de 

8,9 bilhões de dólares com os casos sintomáticos (6). Os investimentos governamentais são 

direcionados, principalmente, para métodos de controle do vetor, atividades e programas 

educacionais e cuidados hospitalares (7). O desenvolvimento de estratégias de diagnóstico é visto 

como prioridade pela comunidade científica. Essa emergência está relacionada à atual situação 

epidemiológica dos países em regiões tropicais, onde há circulação do DENV com outros flavivírus 

como o ZIKV e o YFV, comprometendo fortemente a especificidade dos testes de diagnóstico 

disponíveis. Devido a atual situação epidemiológica dos países em regiões tropicais, a Organização 

Pan-Americana da Saúde (OPAS) tem recomendado o desenvolvimento de novos procedimentos 

para o diagnóstico dessas arboviroses (2). 

Nessa direção, o Laboratório de Desenvolvimento de Vacinas identificou e produziu 

um novo antígeno recombinante baseado na proteína NS1 do ZIKV (∆NS1 ZIKV), para o 

diagnóstico específico de infecções prévias pelo vírus Zika. A identificação do antígeno 

permitiu a obtenção de pedido de proteção intelectual ao Instituto Nacional de Propriedade 

Intelectual (BR102016011318-0) e a validação do teste de diagnóstico sorológico em parceria 

com laboratórios do Instituto de Ciências Biomédicas da USP e do Instituto Butantan. Nesta 

nova proposta, a obtenção dos segmentos derivados das proteínas NS1 dos DENVs 1-4, e que 

correspondem aos fragmentos homólogos à NS1 ZIKV descrito anteriormente, abrem 

perspectivas para o estabelecimento do diagnóstico específico da dengue e adequada 

sorotipagem. 

Nos últimos anos tem-se investido em diferentes métodos como os biossensores e 

alternativas empregando nanotecnologia (17). Mas é preciso investir também em plataformas 

tradicionais como os testes de ELISA, amplamente validados e aceitos por laboratórios de 

saúde pública. Além disso, é indispensável identificar novos antígenos que promovam 

melhores valores de sensibilidade e especificidade. Nesse sentido, a presente proposta 

apresenta-se de forma inovadora e contribui para o desenvolvimento de estratégias de testes 

sorológicos, ao investigar o uso de novos antígenos recombinantes para o diagnóstico da 

dengue. 
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2 OBJETIVOS 

 

Desenvolver e caracterizar estratégias de diagnóstico sorológico específico da dengue, 

baseadas nas proteínas ∆NS1 dos DENVs 1-4, que sejam capazes de diferenciar a infecção 

prévia pelos quatros sorotipos do DENV. Com essa finalidade, foram determinados os 

seguintes objetivos específicos: 

 

 
1) Expressar as proteínas recombinantes ∆NS1 dos DENVs em sistema procarioto, 

utilizando linhagens comercias de Escherichia coli, e purificá-las por meio de 

técnicas cromatográficas, obtendo-as na forma solúvel; 

2) Avaliar a antigenicidade e imunogenicidade das proteínas purificadas; 

3) Examinar o potencial das proteínas ∆NS1 dos DENVs 1-4 combinadas para o 

diagnóstico específico da dengue em plataforma de ELISA; 

4) Investigar o uso das ∆NS1 de cada um dos DENVs para identificação de infecção 

prévia por cada um dos sorotipos. 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 OBTENÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES ∆NS1 DOS DENVS 1- 

4 

3.1.1 DEFINIÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DAS SEQUÊNCIAS DAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES ∆NS1 

DOS DENVS 

 

As proteínas recombinantes ∆NS1 de cada um dos sorotipos do DENV utilizadas neste 

trabalho correspondem ao fragmento C-terminal da proteína NS1 dos DENVs. As sequências 

correspondentes às proteínas NS1 inteira de cada um dos sorotipos que deram origem às 

proteínas recombinantes estão disponíveis em bancos de dados públicos e os códigos de 

acesso são: AHF50491 (DENV1), CAA78918 (DENV2), AFN80339 (DENV3) e AEX09561 

(DENV4). As sequências recombinantes foram baseadas na proteína ∆NS1 do ZIKV, que foi 

utilizada como antígeno em ensaio sorológico específico ao ZIKV e sob patente depositada no 

Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (BR102016011318-0). 

A caracterização inicial das sequências foi realizada utilizando ferramentas online de 

bioinformática. As sequências de aminoácidos das proteínas foram alinhadas e a identidade 

determinada utilizando o algoritmo Clustal Omega. A análise de superfície das proteínas para 

identificação de sítios hidrofílicos foi feita ferramentas de predição disponíveis no IEDB 

(Immune Epitope Database and Analysis Resource). A predição foi baseada na localização de 

epítopos contínuos, seguida da predição de hidrofobicidade de Parker (37). A estrutura das 

proteínas foi determinada com auxílio do servidor I-TASSER (Protein Structure and  

Function Prediction) e a identificação de epítopos conformacionais de células B no CBTOPE 

(Conformational B-cell Epitope Prediction) (38). 

 

 

3.1.2 OBTENÇÃO E ANÁLISE DE RESTRIÇÃO DOS VETORES DE EXPRESSÃO DAS PROTEÍNAS 

RECOMBINANTES ∆NS1 DOS DENVS (1, 2, 3 E 4) 

 
Os genes para a expressão das proteínas recombinantes foram obtidos comercialmente 

(GenScript), subclonados em vetor comercial de expressão pET28a (Novagen), flanqueados 

com sítios para as enzimas de restrição XhoI e BamHI (Fermentas) e contendo marcador de 

resistência ao antibiótico canamicina (figura 3 A). As proteínas foram fusionadas à caudas de 

histidina (HisTag) nas regiões C e N-terminal das proteínas, possibilitando a utilização de 

técnicas cromatográficas para sua purificação e imunodetecção com anticorpos monoclonais 

(anti-HisTag).  
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A confirmação da obtenção dos genes de interesse foi realizada por análise de dupla 

restrição com as enzimas que flanqueiam cada um dos genes de interesse, e o produto da 

reação foi analisado em gel de agarose 0,8 % (m/v). 

 
 

Figura 3 - Vetores de expressão das proteínas ∆NS1 dos vírus 

Dengue (1, 2, 3 e 4) – A região C-terminal da proteína NS1 de cada 

um dos sorotipos de dengue foi subclonada em vetor comercial 

pET28a, obtendo os vetores de expressão pET28a-∆NS1 (dos vírus 

Dengue 1, 2, 3 e 4). Descrição: (A) o esquema do vetor de 

expressão das proteínas recombinantes, onde Kam representa o 

marcador de resistência (canamicina) e Ori a origem de replicação. 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.3 EXPRESSÃO DAS PROTEÍNAS ∆NS1 DOS DENVS (1, 2, 3 E 4) 

 

As proteínas recombinantes foram expressas em modelo procarioto, utilizando 

Escherichia coli (E. coli) quimiocompetente. As linhagens de E. coli BL21 (DE3), BL21 

(DE3) ArticExpress e BL21 (DE3) pLysS (Invitrogen) foram transformadas por choque 

térmico com 100 ng do vetor de expressão das proteínas ∆NS1. As células bacterianas, após 

adição do vetor de expressão, foram incubadas a 0 ºC, por 5 minutos, seguido de incubação a 

42 ºC por 2 minutos, finalizando com incubação a 0 ºC por mais 5 minutos. As células 

transformadas foram recuperadas em meio LB (Luria Bertani), a 37 ºC em agitação suave e 

por 1 hora. Os transformantes de cada uma das linhagens bacterianas foram selecionados e 

cultivados em 5 ml de meio LB suplementado com o antibiótico canamicina (50 µg/µl). Para 

o cultivo dos transformantes na linhagem ArticExpress utilizou-se também a gentamicina (20 

µg/µl). Os inóculos foram mantidos a 37 ºC, 220 rpm, até atingirem DO600 equivalente a 2.  

Ao atingirem a DO600 esperada, as culturas foram induzidas em meio LB com 0,5 mM de 

IPTG, a 18 ºC, 200 rpm e por um período de 18h. Alíquotas antes da indução (T0) e após 

indução (T18) foram coletadas e normalizadas para a mesma quantidade de células, sendo 

posteriormente centrifugadas a 8000 rpm, por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e o 

pellet ressuspendido em 50 µl de tampão de amostra (tabela 2). A expressão das proteínas de 

interesse foi avaliada por análise eletroforética em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 15 % em 

condições desnaturantes, assim como por imunoensaio de Western blotting utilizando 

anticorpo monoclonal anti-HisTag (Sigma Aldrich). 
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A avaliação da solubilidade das proteínas de interesse foi verificada apenas com a 

linhagem bacteriana que melhor expressou as proteínas. Os transformantes foram cultivados 

em 50 mL de meio LB contendo 50 µg/µl de canamicina, sendo mantidos em duas condições: 

I) a 37 ºC, 220 rpm, até atingir DO600 de 2; II) a 37 ºC, 220 rpm, até atingir DO600 entre 0,6 e 

0,8. As culturas, que atingiram DO600 de 2, foram induzidas com 0,25 mM e 0,5 mM de IPTG, 

a 18 ºC, 200 rpm e por 18h. As culturas, que mantiveram DO600 entre 0,6 e 0,8, foram 

induzidas com 0,5 mM de IPTG, a 37 ºC, 200 rpm, por 2h e 3h. Ao final da indução, as 

culturas foram centrifugadas a 10.000 rpm, por 10 minutos, o sobrenadante descartado, o 

pellet ressuspendido e homogeneizado em 15 mL de tampão de lise (tabela 2). O extrato 

bacteriano foi lisado em aparelho sonicador (Branson), com pulso ativo de 30 segundos, pausa 

de 1 minuto, com amplitude de 30 % e por 3 ciclos. Após a lise as amostras foram novamente 

centrifugadas (10.000 rpm, por 30 minutos e 4 ºC) para obtenção das frações solúvel (FS) e 

insolúvel (FI). O pellet contendo a fração insolúvel foi ressuspendido em 15 ml de tampão C 

(tabela 2), homogeneizado e centrifugado, para recuperação do sobrenadante, a 10.000 rpm, 

por 30 minutos e 4 ºC. Alíquotas, com volumes equivalentes, antes e após indução, assim 

como das frações solúvel e insolúvel, após solubilização em tampão C, foram submetidas à 

análise eletroforética em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 15%. 

 

 

3.1.4 EXPRESSÃO EM MAIOR ESCALA, REFOLDING E PURIFICAÇÃO DAS PROTEÍNAS 

∆NS1 DOS DENVS (1, 2, 3 E 4) 

 

Para expressão das proteínas em maior escala foi realizado pré-inóculo com os 

transformantes que expressam as proteínas de interesse em 50 mL de meio LB suplementado 

com 50 µg/mL de canamicina, a 37 ºC e overnight. As culturas obtidas foram transferidas 

(1:100) para 750 mL de meio de cultura TB (TerrificBrofth) suplementado com 50 µg/µl de 

canamicina, as culturas foram mantidas a 220 rpm, 37  ºC, até que atingissem DO600  igual a 

2. A indução foi feita com 0,5 mM de IPTG, a 18 ºC, 200 rpm e por um período de 18 horas. 

A massa celular induzida foi obtida por centrifugação a 10.000 rpm, por 10 minutos, sendo 

posteriormente ressuspendida em tampão de lise (contendo inibidor de proteases PMSF, 

phenylmethylsulfonyl fluoride) até que se obtivesse uma solução homogênea. As amostras 

foram submetidas à lise mecânica em homogeneizador modelo APLAB-10 (ARTEPEÇAS). 

Os extratos proteicos obtidos após a lise foram centrifugados a 10.000 rpm, por 50 minutos e 

4 ºC, sendo o sobrenadante descartado. Os pellets contendo as proteínas de interesse na fração 
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insolúvel foram ressuspendidos em 35 mL de tampão C e homogeneizados overnight. Em 

seguida, as amostras foram novamente centrifugadas a 10.000 rpm, por 30 minutos e 

temperatura de 4 ºC, sendo o sobrenadante recolhido para posterior renaturação. As proteínas 

foram solubilizadas em processo de refolding utilizando o método de diluição pulsátil, no qual 

as amostras foram solubilizadas em 2 L de tampão A (tabela 2) sob agitação constante, de 

acordo com protocolo descrito por Amorim e colaboradores (39). Os experimentos de 

refolding e purificação foram precedidos de uma curva salina (150 mM NaCl, 300 mM NaCl 

e 500 mM NaCl) com os tampões A e B descritos na tabela 2, para definir as melhores 

condições de renaturação e purificação. 

As proteínas recombinantes foram purificadas por cromatografia de afinidade por íons 

metálicos imobilizados (IMAC), utilizando o sistema AKTA AVANT (GE Healthcare Life 

Sciences). As amostras obtidas após refolding foram clarificadas por centrifugação a 10.000 

rpm, 50 minutos e 4 ºC, seguida de filtração em membranas de nitrocelulose de 0,22 µm 

(Sartorius Stedim Biotech). Para a purificação utilizou-se colunas HisTrap HP de 5 mL (GE 

Healthcare Life Sciences) previamente equilibradas com cinco volumes de coluna de tampão 

A. As amostras foram injetadas em fluxo de aproximadamente 2,5 ml/min e o flowthough 

coletado para análise. As proteínas foram eluídas em gradiente crescente do tampão B (tabela 

2), associado a um step inicial com 2 % do mesmo tampão para remoção de possíveis 

contaminantes, todo o processo foi acompanhado pelo monitoramento da luz ultravioleta 

(mAU), em comprimento de onda de 280 nm. As proteínas purificadas foram submetidas a 

imunoensaio de Western blotting e eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 15 % 

para determinar o grau de pureza, quantificação e rendimento. 
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Tabela 2 - Tampões para expressão, refolding e purificação das proteínas ∆NS1 dos vírus Dengue 

 

 
*Tampões utilizados na curva salina do refolding e purificação dos antígenos de interesse; 

¹ Tampão utilizado (melhor condição) no refolding e purificação da proteína ∆NS1 DENV3; 

² Tampão utilizado (melhor condição) no refolding e purificação das proteínas ∆NS1 dos DENVs 1, 2 e 4. 

 

 
3.1.5 IMUNODETECÇÃO POR ENSAIO DE WESTERN BLOTTING 

 

A expressão e purificação dos antígenos recombinantes foram confirmadas por 

imunoensaio de Western blotting. Inicialmente alíquotas antes e após indução, assim como o 

pool das proteínas purificadas foram submetidas à corrida eletroforética em gel de 

poliacrilamida SDS-PAGE 15 % em condições desnaturantes. Na sequência, as amostras 

foram transferidas para membranas de nitrocelulose de 0,45 µm (Sigma), em processo de 

transferência úmida utilizando cuba eletroforética. As membranas foram  bloqueadas 

overnight em solução de leite desnatado (5 %, m/v) em 1X Salina Tamponada Fosfatada 

(PBS) – Tween 0,05 %. A marcação primária foi realizada com anticorpo comercial anti- 

HisTag (Sigma, IgG mouse) na diluição 1:3000, capaz de reconhecer a cauda de histidina 

presente nas proteínas ou com soro murino policlonal α-DENVs 1-4 (diluídos 1:500), por 1 

hora. Durante a marcação a membrana foi mantida em agitação suave e à temperatura 

ambiente. Em seguida ao período de incubação, as membranas foram lavadas três vezes com 

solução de 1X PBS-Tween 0,05 %. Após a lavagem, as membranas foram incubadas, nas 

mesmas condições descritas para a marcação primária, com o anticorpo secundário comercial 

capaz de reconhecer a imunoglubilina G de camundongos e conjugado à enzima peroxidase 

na diluição de 1:5000 (goat anti-IgG mouse, Sigma). As membranas foram lavadas  

novamente e reveladas por método quimioluminescente de acordo com recomendações do 
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fabricante (Pircie, TermoFisher). Após adição dos substratos comerciais (luminol e peróxido) 

para revelação as membranas foram visualizadas em aparelho fotodocumentador (Bio-rad). 

 

 

3.1.6 IMUNODETECÇÃO POR ENSAIO DE DOT BLOT 

 

O ensaio de Dot blot foi utilizado para avaliar a antigenicidade das proteínas 

recombinantes  purificadas, em sua conformação  íntegra ou desnaturadas  termicamente (100 

ºC, por 10 minutos). Amostras das proteínas ∆NS1 de aproximadamente 2 µg foram utilizadas 

para sensibilizar membranas de nitrocelulose (Sigma), e utilizou-se como controle negativo a 

proteína recombinante Stx (toxina de Shiga). As membranas foram bloqueadas com solução 3 

% (m/v) de leite, overnight. A marcação das membranas foi feita de forma semelhante ao 

descrito no item 3.1.5. Utilizou-se como anticorpo primário soro policlonal α-DENVs 1-4 

(diluição 1:500) e anticorpo secundário comercial anti-IgG diluição 1:5000 (goat anti-IgG 

mouse, Sigma). As membranas foram reveladas com kit comercial (Pircie, TermoFisher), 

seguindo as recomendações do fabricante e visualizadas em aparelho fotodocumentador (Bio-

rad). 

 

 

3.1.7 ELISA DE ANTIGENICIDADE 

 

A antigenicidade das proteínas purificadas foi avaliada também por ELISA (Enzyme 

Linked Immunosorbent Assay) utilizando 200 ng/poço dos antígenos purificados em sua 

conformação íntegra, e desnaturados termicamente a 100 ºC, por 10 minutos. As proteínas nas 

duas condições descritas foram diluídas em tampão carbonato (tabela 2) e utilizadas para 

sensibilizar placas de 96 poços (Maxisorb), overnight, a 4 ºC. As placas foram bloqueadas 

com solução 3 % de leite desnatado com 0,5 % de Albumina do Soro Bovino (BSA) em 1X 

PBS–Tween 0,05 %, sendo mantidas a 37 ºC, por um período de 2 horas. Após o bloqueio, as 

placas foram lavadas com 1X PBS– Tween 0,05 %, e na sequência adicionou-se o soro α- 

DENVs 1-4, sendo posteriormente diluído em série 1:2. As placas foram novamente lavadas 

com 1X PBS– Tween 0,05 % e na sequência adicionou-se o anticorpo secundário anti- IgG 

diluição 1:5000 (goat anti-IgG mouse, Sigma). Procedeu-se com nova etapa de lavagem e 

incubação com solução reveladora (tampão citrato fosfato pH 5,8; OPD (o-Phenylenediamine) 

e H2O2), por 15 minutos e ao abrigo da luz. A reação foi interrompida com solução de ácido 

sulfúrico 2 N (H2SO4) e a absorbância mensurada a 492 nm em leitor de placa (Epoch). 
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3.1.8 IMUNOGENICIDADE DAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES 

 

Camundongos da linhagem BALB/c machos com idade de 6 a 8 semanas. Os animais 

foram imunizados por via subcutânea, em um regime de 3 doses com intervalo de 15 dias, 

com 10 µg da proteína recombinante (∆NS1 dos DENVs 1, 2, 3 e 4), associado com 1 µg do 

imunomodulador LT1 (toxina termolábil 1 de E. coli) disponível no Laboratório de 

Desenvolvimento de Vacinas. As coletas de sangue foram feitas por punção do plexo 

submandibular e processadas em três etapas para obtenção do soro: incubação a 37ºC por 15 

min., seguido de incubação a 4 ºC por 30 min., finalizando com centrifugação a 3000 g por 30 

min., 4 ºC. Os experimentos que envolveram a manipulação animal foram realizados de 

acordo com os Princípios Éticos da Experimentação Animal e aprovados pelo comitê de ética 

animal do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo (processo nº 

33/2017). 

Os títulos de anticorpos IgG específicos, obtidos após protocolo de imunização, foram 

determinados por ELISA, empregando-se as proteínas recombinantes (protocolo 3.1.7). O 

soro obtido após a terceira dose com a proteína ∆NS1-DENV 4, foi utilizado em ensaio de 

citometria para avaliar o reconhecimento da proteína NS1 nativa. Para o ensaio, a linhagem de 

célula Vero foi plaqueada (1x105 células /poço) em meio MEM (Meio Mínimo Essencial de 

Eagle, Vitrocell) suplementado com 10 % de Soro Fetal Bovino, e mantidas a 37 ºC e 5 % 

CO2. Posteriormente as células foram infectadas com o DENV4, utilizando uma MOI 2 

(Multiplicidade de Infecção) e por um período de 24 horas. Após infecção, o sobrenadante foi 

removido por aspiração e as células lavadas com solução de PBS 1X. Em seguida as células 

foram tripsinizadas (Tripsina/EDTA 2,5 g/L, Vitrocell) e transferidas para placa em fundo V, 

sendo centrifugadas a 750 g, 5 minutos e 4 ºC (em todas as etapas de lavagem das células). As 

células foram lavadas (duas vezes) com solução de PBS 1X com 5 % de SFB. As células 

foram fixadas com 50 µl cytofix (BD Biosciences, Cytofix/Cytoperm), por 15 minutos e ao 

abrigo da luz. Após incubação, as células foram lavadas (2 vezes) com 50 µl de Cytoperm 

(BD  Biosciences,  Cytofix/Cytoperm).  A marcação primária foi  feita  com  os anticorpos  α- 

∆NS1-DENV4 (diluição de 1:1300) ou com anticorpo monoclonal 4G2, utilizado como 

controle positivo da infecção, sendo capaz de reconhecer as partículas virais (0,5 µg/poço). 

Na sequência, as células foram lavadas (2 vezes) com 50 µl da solução de Cytoperm. A 

marcação secundária foi feita com anticorpo anti-IgG mouse Alexa 488 (ThermoFisher, 

diluição 1:800). Para as marcações, a incubação com os anticorpos foi feita por 30 minutos e 
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em gelo. Como controle negativo do experimento foram utilizadas células Vero não 

infectadas, que foram submetidas aos mesmos procedimentos de marcação. Ao final as 

células foram lavadas com PBS 1X (com 2 % de SFB) e as amostras foram avaliadas por 

citometria de fluxo BD LSRFortessa (BD Biosciences). Os resultados foram avaliados em 

software FlowJo. 

 

 

3.1.9 ESPALHAMENTO DINÂMICO DA LUZ (DLS) 

 

O volume hidrodinâmico (tamanho) e dispersão das proteínas recombinantes 

purificadas foram determinados por ensaio de DLS, utilizando equipamento Zetasizer Nano-Z 

(MALVERN), disponível no Laboratório de Química Supramolecular e Nanotecnologia, no 

Instituto de Química da Universidade de São Paulo. O volume correspondente a 1 mL de cada 

uma das amostras de proteína, em concentrações de 0,22 µg/ul a 0,6 µg/µl, foi previamente 

centrifugado a 10.000 rpm, 4 ºC, 10 minutos. As medições foram realizadas de acordo com o 

protocolo padrão do equipamento, utilizando solução aquosa como agente dispersante e a 

temperatura de 25 ºC. O tamanho do diâmetro das partículas foi fornecido em nanômetros e 

corresponde à média aritmética de três medições independentes associadas ao erro padrão. 

 

 

3.2 AVALIAÇÃO DAS PROTEÍNAS ∆NS1 DENVS 1-4 NO DIAGNÓSTICO ESPECÍFICO DA 

DENGUE 

3.2.1 DETECÇÃO MOLECULAR DOS DENVS E ZIKV 

 

Os lotes virais disponíveis no laboratório, DENV1 (GeneBank JX669467), DENV2 

(GeneBank AHG97599.1), DENV3 (GeneBank KC425219), DENV4 (GeneBank 

GU289913.1) e ZIKV (ZIKVBr), foram identificados por testes de biologia molecular, de 

acordo com protocolo descrito previamente e em colaboração com o Laboratório de Evolução 

Molecular e Bioinformática no ICB/USP (40). Inicialmente, foi feita a extração do RNA viral, 

para isso utilizou-se 150 µl de amostra diluída em 150 µl de água ultra-pura, foram 

adicionados 900 µl de trizol, as amostras foram homogeneizadas e mantidas à temperatura 

ambiente por 5 minutos. 240 µl de clorofórmio foram adicionados, seguido de 

homogeneização e incubação por mais 10 minutos, à temperatura ambiente. As amostras 

foram centrifugadas a 12000 g, 15 minutos e 4 ºC e o sobrenadante (~600 µl) transferido para 

outro tubo. Foram acrescentados 600 µl de isopropanol, e imediatamente as amostras foram 
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homogeneizadas e mantidas por 10 minutos, à temperatura ambiente. Foi realizada nova 

centrifugação a 12000 g, 10 minutos, 4 ºC. Após centrifugação o sobrenadante foi removido e 

foram adicionados 1000 µl de etanol 75 % gelado, seguido de rápida agitação e nova centrifugação, 

a 7500 g, 5 minutos e 4 ºC. Ao final o sobrenadante foi removido, e o excesso foi seco com papel 

filtro, em seguida o RNA foi ressuspendido em água ultra-pura. O RNA viral foi submetido à 

reações subsequentes de RT- PCR (em ciclo de 42 ºC por 4 minutos, 95 ºC por 5 minutos e 72 ºC 

por 7 minutos) e PCR  (em ciclo de 94 ºC por 1 minuto, 94 º por 35 segundos e 72 ºC por 7 

minutos) em aparelho termociclador, utilizando primers específicos a cada um dos vírus e descritos 

na literatura (41). O produto da amplificação foi avaliado em gel de agarose 1,5 %. 

 

 

3.2.2 PRODUÇÃO DE SORO HIPERIMUNE EM MODELO MURINO 

 

Os soros hiperimunes foram produzidos em camundongos de 6 a 8 semanas da linhagem 

AG129, utilizando os vírus identificados no item 3.2.1. Os animais foram infectados com  

dose não letal de 104 (com os DENVs 1, 3 e 4), 5.101 (DENV2), e 101 (ZIKV) Unidades 

Formadoras Placa. O inóculo foi administrado pela via subcutânea em um volume de 50 µl, 

diluídos em meio MEM (Meio mínimo essencial de Eagle, Vitrocell), enquanto no grupo 

controle foi administrado apenas o meio MEM. Os animais infectados com os DENVs 1, 2 e 4 

receberam uma segunda dose do inóculo viral. As coletas de sangue foram feitas por punção 

do plexo submandibular como descrito no item 3.1.8. 

A cinética de anticorpos α-∆NS1 dos DENVs 1-4 foi avaliada com soros obtidos 1, 7, 

21, 30 e 50 dias após a infecção. Além disso, amostras de soro α-DENV2 foi utilizada para 

avaliar o reconhecimento diferencial entre a proteína NS1-DENV2 (proteína recombinante 

disponível no laboratório) e o fragmento ∆NS1-DENV2. Para os ensaios de cinética e do 

reconhecimento diferencial das proteínas utilizou-se o protocolo descrito no item 3.1.7. 

 

 

3.2.3 DETERMINAÇÃO DA ESPECIFICIDADE 

 

A especificidade das proteínas ∆NS1 dos DENVs, íntegras ou desnaturadas termicamente, 

foi avaliada frente à amostra do soro murino positiva para o ZIKV em ensaio de ELISA como 

descrito previamente. Para confirmar a especificidade os antígenos foram incubados com 

quantidades de anticorpos equivalentes, baseado na normalização da absorvância (DO492) do 
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soro ZIKV frente à proteína ∆NS1 do ZIKV (antígeno recombinante purificado e disponível 

no laboratório). Para ∆NS1 do DENV3, que apresentou reatividade frente ao soro ZIKV, 

utilizou-se tratamento com solução de ureia (6 M diluída em PBS 1X e pH 7,4), após a etapa 

de incubação com anticorpo primário α-ZIKV, por um período de 10 minutos. Uma segunda 

alternativa de tratamento consistiu na incubação do soro α-ZIKV com a proteína ∆NS1 do 

ZIKV, previamente à etapa de marcação primária. Após a realização de ambos os tratamentos, 

procedeu-se com o protocolo de ELISA. 

 

 

3.2.4 ENSAIO DE ELISA PARA DIAGNÓSTICO ESPECÍFICO DA DENGUE 

 

A plataforma de ELISA foi selecionada para validar o potencial dos antígenos no 

diagnóstico específico de infecções prévias pelos DENVs, o ensaio empregou o mesmo 

protocolo descrito no item 3.1.7. No entanto, para sensibilizar as placas utilizou-se a 

combinação das proteínas ∆NS1 dos quatro sorotipos. A massa dos antígenos/poço foi de 

150/100/100/100 ng da mistura das proteínas dos DENVs 1/2/3/4, respectivamente. A 

marcação primária foi realizada com os soros descritos no item 3.2.4 (diluição 1:200), seguida 

de incubação com anticorpo secundário α-IgG diluição 1:5000 (goat anti-IgG mouse, Sigma). 

Alternativamente, utilizou-se como anticorpo primário amostra de pacientes infectados pelo 

DENV2, ZIKV e soro negativo para infecção por arbovírus (diluição 1:100) e anticorpo 

secundário α-IgG human (Sigma, 1:4000). As amostras de soro humano foram obtidas em 

laboratório colaborador e previamente caracterizadas por ensaio de PRNT. As placas de 

ELISA foram reveladas sendo determinados os títulos de anticorpos IgG e a absorvância a 

492 nm. 

 

 

3.3 AVALIAÇÃO DAS PROTEÍNAS ∆NS1 DENVS 1-4 NA IDENTIFICAÇÃO DOS SOROTIPOS 

3.3.1 DETERMINAÇÃO DA ESPECIFICIDADE ∆NS1 DENVS 1-4 FRENTE AOS SOROTIPOS DO 

DENV 

 

A especificidade das ∆NS1 DENVs 1-4 frente a soro murino específico a cada um dos 

sorotipos foi avaliada de acordo com protocolo semelhante ao descrito no item 3.2.4. Assim 

como descrito previamente, os soros foram normalizados para a mesma DO (492 nm), 

baseados na reatividade frente ao antígeno homólogo. O resultado foi representado em título 

de anticorpos IgG. 
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3.3.2 ENSAIO DE ELISA PARA IDENTIFICAÇÃO DO SOROTIPO DO VÍRUS DENGUE 

 

A padronização dos ensaios para determinação de infecções prévias por cada um dos 

sorotipos do DENV também foi feita na plataforma de ELISA. As placas foram 

sensibilizadas, com 200 ng/poço de cada uma das ∆NS1 DENVs 1-4. A marcação primária foi 

feita com os soros monoespecíficos a cada um dos DENVs (diluição 1:200) e a marcação 

secundária com α-IgG mouse (diluição 1:5000). As placas foram reveladas e os resultados 

expressos de acordo com os valores de DO492. 

Ensaios de ELISA foram realizados também com a ∆NS1 DENV3 obtida em 

diferentes condições de purificação, que foram realizadas de forma análoga ao descrito no 

item 3.1.4. No entanto, utilizou-se tampões A e B contendo 5 mM de β-mercaptoetanol ou 0,5 

M de D-glicose (condição I e II, respectivamente). Após obtenção as proteínas avaliadas em 

gel de poliacrilamida SDS-PAGE 15 % e utilizadas como antígeno de fase sólida para 

determinação do sorotipo. 

 

 

3.4 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando Análise de Variância (ANOVA) e a 

comparação entre médias realizada por Bonferroni post-test, sendo a significância estatística 

considerada sempre que p < 0,05. Os cálculos de sensibilidade e especificidade foram 

realizados com o suporte do software MedCalc. 
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4 RESULTADOS 

 

Os resultados obtidos foram organizados em três etapas, para melhor compreensão da 

proposta. Inicialmente, são descritos os resultados de obtenção e caracterização das proteínas 

recombinantes ∆NS1 dos DENVs. Na segunda etapa, relatamos a aplicabilidade dos antígenos 

obtidos no diagnóstico sorológico específico da dengue, utilizando a plataforma de ELISA. 

Por fim, descrevemos os resultados da utilização das proteínas recombinantes na identificação 

dos quatro sorotipos do DENV a partir da resposta de anticorpos IgG anti-NS1, utilizando 

também a plataforma de ELISA. 

ETAPA 1 - OBTENÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES ∆NS1 DOS 

DENVS 1-4 

 
A primeira etapa deste trabalho teve como objetivo a obtenção das proteínas 

recombinantes ∆NS1 dos DENVs, que correspondem ao fragmento C-terminal das proteínas 

NS1 e serão utilizados nas estratégias de diagnóstico. Em uma primeira etapa realizamos 

caracterizações das sequências e estruturas dos antígenos estudados. 

 

 
4.1 AVALIAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DAS SEQUÊNCIAS DAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES 

∆NS1 DOS DENVS 

 

A avaliação inicial das sequências das proteínas foi realizada in silico utilizando 

ferramentas online de bioinformática. As sequências de aminoácidos correspondentes às 

∆NS1 dos DENVs 1-4 foram alinhadas e as identidades avaliadas com o algoritmo Clustal 

Omega, permitindo anotar valores de identidade que variaram entre 74 a 85 % entre os quatro 

tipos de DENV (Tabela 3). Realizamos também a análise do perfil hidrofóbico das sequências 

e os resultados da predição mostram que essas proteínas são constituídas, principalmente, por 

sítios de caráter hidrofílico (Figura 4 A-D). Avaliou-se ainda a presença de epítopos 

conformacionais por meio do algoritmo CBTOPE (Conformational B-cell epitope prediction) 

que demonstrou a presença de epítopos para células B nas quatro proteínas (figura 5 A-D). 

Esses dados sugerem que as quatro proteínas recombinantes preservam epítopos 

imunogênicos e, portanto, apresentariam características de antigenicidade e imunogenicidade 

em relação às proteínas nativas. 
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Tabela 3 – Percentual de identidade da sequência de aminoácidos das ∆NS1 dos DENVs 
 

 

 
 

 
Figura 4 - Análise do perfil de hidrofobicidade das proteínas ∆NS1 dos DENVs. As sequências de 

aminoácidos das proteínas recombinantes foram utilizadas na predição do perfil de hidrofobicidade utilizando 

ferramenta online de bioinformática disponível no banco de dados do IEDB. Descrição: (A, B, C e D) 

correspondem, respectivamente, a predição para as proteínas ∆NS1 dos sorotipos 1, 2, 3 e 4, onde as regiões em 

amarelas e em destaque (acima do threshold) são sítios preditos como hidrofílicos e as verdes representam 

porções hidrofóbicas. Na figura o Score representa a pontuação para cada epítopo predito e a Position indica a 

posição do resíduo na sequência. 
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Figura 5 - Identificação de epítopos de células B para as proteínas recombinantes dos DENVs. As imagens 

representam a estrutura predita para as proteínas com destaque (em vermelho) para os epítopos conformacionais 

preditos para células B. Descrição: (A, B, C e D) correspondem, respectivamente, à estrutura predita para as 

proteínas ∆NS1 dos sorotipos 1, 2, 3 e 4. 

 

 

 

4.2 OTIMIZAÇÃO DA EXPRESSÃO DAS PROTEÍNAS ∆NS1 DOS DENVS (1, 2, 3 E 4) 

 

A confirmação da obtenção dos genes de interesse foi feita por análise de restrição 

com as enzimas XhoI e BamHI e o produto de digestão avaliado em gel de agarose 0,8 %. A 

análise eletroforética permitiu identificar o vetor plasmidial linearizado com o tamanho 

esperado de ~5685 pb, assim como os genes de interesse com ~316 pb (Figura 6). 

Os vetores de expressão pET28a-∆NS1 dos DENVs foram utilizados na transformação 

das linhagens de E. coli BL21 (DE3), pLysS e ArticExpress. A expressão das proteínas 

recombinantes nos transformantes foi analisada por SDS-PAGE, o que permitiu a 

identificação dos antígenos após a indução da expressão por meio da adição de IPTG. A 

análise eletroforética demonstrou proteínas com peso molecular de ~16 kDa que corresponde 
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ao esperado para as proteínas ∆NS1 (Figura 7). A expressão foi confirmada por imunoensaio 

de Western blotting utilizando anticorpo monoclonal contra a cauda de histidina (anti- 

HisTag). Na condição avaliada, a linhagem de E. coli BL21 (DE3) apresentou os melhores 

níveis de expressão para todas as proteínas recombinantes, portanto, foi escolhida para 

expressão dos antígenos proteicos. 

 

 

 

 

 
Figura 6 - Análise de restrição dos vetores de expressão 

das proteínas recombinantes ∆NS1 dos DENVs 1- 4. 

Análise de restrição com as enzimas BamHI e XhoI, 

possibilitando identificar os fragmentos dos genes de 
interesse com tamanho esperado (~316 pb). Descrição: Em 

(A) Gel de agarose 0,8 % da análise de restrição, onde (M) 

Marcador 1 kb (1) pET28a-∆NS1 dos vírus Dengue 1-4 

linearizado com a enzima XhoI; (2) pET28a-∆NS1 dos 

vírus Dengue 1-4 digeridos com as enzimas BamHI e XhoI. 

Os vetores de expressão da proteína de cada um dos 

sorotipos estão organizados em ordem da esquerda para 

direita (DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4). 
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Figura 7 - Expressão das proteínas recombinantes ∆NS1 dos vírus Dengue (1, 2, 3 e 4) em sistema 

procarioto. As linhagens de E. coli foram transformadas com os vetores de expressão pET28a-∆NS1 dos vírus 

Dengue 1, 2, 3 e 4 e cultivadas para avaliar a expressão dos antígenos. A expressão foi avaliada em gel de SDS- 

PAGE 15 % e imunodetecção por Wetern blotting utilizando anticorpo monoclonal anti-HisTag. Descrição: (A) 

expressão na linhagem BL21 (DE3), (B) expressão na linhagem ArticExpress (DE3) e em (C) expressão na 

linhagem pLys (DE3), (M) marcador de massa molecular, (T0) alíquota pré indução, (T18) alíquota após 

indução. 

 

 

 

Em seguida, a linhagem de E. coli BL21 (DE3) foi cultivada em diferentes condições, 

com a finalidade de identificar os melhores parâmetros para a expressão dos antígenos, 

variando o tempo e a temperatura de indução, bem como a concentração do indutor (IPTG). 

Das condições avaliadas, as variações no período de indução, por 2h, 3h e 18h representaram 

a principal variável em relação ao estado de solubilização das proteínas. Entretanto, para todas 

as condições avaliadas, a proteína foi expressa, predominantemente, em corpúsculos de 

inclusão na fração insolúvel, como identificado em gel de policrilamida a 15 % (figura 8 A- 

D). A partir destes resultados, para ensaios posteriores adotou-se a condição de 18 horas de 

indução na presença de 0,5 mM de IPTG e a 18 ºC. 
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Figura 8 - Teste de expressão das proteínas recombinantes ∆NS1 dos vírus Dengue (1, 2, 3 e 4) em 

Escherichia coli BL21 (DE3). A linhagem de E. coli BL21 (DE3) foi cultivada em diferentes condições de 

temperatura, período de indução e concentração de IPTG para avaliar a melhor condição de expressão. A 

expressão das proteínas nas frações solúvel e insolúvel foi avaliada em SDS-PAGE com gel de poliacrilamida a 

15 %. Descrição: (A e B) testes de expressão com cultura induzida ao atingir DO600 de 0,6 a 0,8, com 0,5 mM de 

IPTG, a 37 ºC, por 2 e 3 horas, respectivamente, (C e D) testes de expressão com cultura induzida ao atingir 

DO600 de 2, com 0,5 e 025 mM de IPTG, respectivamente, e por 18 horas a 18 ºC, (M) marcador de massa 

molecular, (T0) alíquota pré indução, (T18) alíquota pós indução, (FS) fração solúvel e (FI) fração insolúvel, 

cada uma das colunas representa as proteínas ∆NS1 dos DENVs 1-4. 

 

 
4.3 PURIFICAÇÃO, ANTIGENICIDADE E IMUNOGENICIDADE DAS PROTEÍNAS ∆NS1 DOS 

DENVS (1, 2, 3 E 4) 

 

A técnica de refolding por diluição pulsátil permitiu obter as proteínas a partir da 

fração insolúvel do extrato proteico. O extrato proteico insolúvel foi solubilizado em solução 

contendo 8 M de ureia, para obtenção da proteína solúvel e íntegra. A remoção da ureia foi 
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feita pela diluição do extrato em tampão A, sob agitação suave. Visando otimizar as  

condições de refolding, foi realizada uma curva salina em que as purificações das proteínas 

foram feitas em tampões contendo as seguintes concentrações de NaCl: 150 mM (CI), 300 

mM (CII) e 500 mM (CIII). Os resultados da quantificação e intensidade das bandas das 

proteínas purificadas em gel de eletroforese permitiram inferir que com CIII foi obtido o 

melhor rendimento em massa (figura 9). Contudo, nessa condição os antígenos de interesse 

apresentavam-se altamente instáveis, sendo observados sinais de precipitação, por isso para as 

proteínas ∆NS1 dos DENVs 1, 2 e 4 adotou-se a condição CII (NaCl 300 mM) e para a ∆NS1 

do DENV 3 a condição CI (NaCl 150 mM) durante a realização do refolding e purificação. 

 

 

‘ 

 
Figura 9 - Otimização das condições de purificação das proteínas recombinantes ∆NS1 dos vírus Dengue 

(1, 2, 3 e 4). As proteínas foram purificadas com tampões contendo NaCl nas concentrações de 150 mM, 300 

mM e 500 mM. O rendimento em massa/litro (mg/L) de cultura foi calculado para identificar a melhor condição 

de purificação. Descrição: (A, B, C e D) representam, respectivamente, a tabela com rendimento em massa/L de 

cultura e gel de SDS-PAGE 15 % das proteínas ∆NS1 DENVs 1, 2, 3 e 4. 

 

 

 

Após a renaturação, a purificação das proteínas foi realizada por cromatografia de 

afinidade por íons metálicos imobilizados (IMAC) em sistema AKTA. A eluição das 

proteínas, em gradiente crescente de imidazol, resultou em um pico único nos  

cromatrogramas (figura 10 A, D, G e J). Alíquotas correspondentes ao pico da eluição, assim 

como dos steps de 20 mM e 1000 mM de imidazol e do extrato proteico, foram submetidas à 

eletroforese, sendo as proteínas purificadas visualizadas com elevado grau de pureza e massa 

molecular correspondente ao estimado de ~16 kDa (figura 10 B, E, H e K). A identidade das 

proteínas foi confirmada por imunoensaio de Western blotting com soro policlonal específico 

para cada um dos sorotipos do vírus Dengue (figura 10 C, F, I e L). O rendimento esperado 
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em massa por litro de cultura induzido (mg/L) foram de: 15,3 mg, 78,75 mg, 23,6 mg e 68,9 

mg para as proteínas ∆NS1 dos DENVS 1, 2, 3 e 4, nessa ordem. 

 

 

Figura 10 - Purificação das proteínas ∆NS1 dos DENVs. As proteínas foram purificadas por cromatografia de 

afinidade ao níquel. Alíquotas das proteínas purificadas foram submetidas à SDS-PAGE 15 % para avaliação da 

pureza e imunodetecção com anticorpos monoespecíficos para cada um dos sorotipos dos vírus Dengue. 

Descrição: (A, D, G, J) cromatogramas da eluição em gradiente de imidazol das proteínas ∆NS1 dos vírus 

Dengue 1, 2, 3 e 4, respectivamente, (B, E, H e K) avaliação das etapas de purificação das proteínas 

recombinantes dos DENVs 1, 2, 3 e 4, respectivamente, por SDS-PAGE 15 %, (C, F, I e L) imunoensaio por 

Western blotting para detecção das proteínas purificadas dos DENVs 1, 2, 3 e 4, nesta ordem. Amostras 

analisadas nos géis: (M) marcador de massa molecular, (1) Alíquota correspondente ao step de 20 mM do 
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cromatograma, (2) alíquota correspondente ao pico da proteína purificada, (3) flow through, (4) extrato proteico 

solúvel diluído em tampão C, (P) proteína purificada. 

 

As proteínas foram caracterizadas quanto ao volume hidrodinâmico por meio do 

ensaio de Dynamic Ligth Scattering (DLS). As medições do diâmetro de cada uma das 

proteínas de interesse associadas ao erro padrão não permitiram estabelecer diferenças 

significativas no volume hidrodinâmico das proteínas ∆NS1 dos DENVs 1, 2 e 4, apenas com 

a ∆NS1 do DENV 3 (figura 11 A-D). Além disso, os resultados obtidos no DLS permitem 

identificar elevada homogeneidade das amostras de proteínas purificadas, com índice de 

polidispersão entre 0,23 e 0,51, valores característicos de amostras monodispersas. Não foram 

observados agregados, indicando que as condições de produção previamente otimizadas são 

adequadas para a manutenção da estabilidade das amostras. Esses resultados, em associação 

com a análise eletroforética, confirmam a elevada pureza dos antígenos obtidos. 

 

 
Figura 11 - Distribuição da medida de tamanho das proteínas ∆NS1 dos vírus Dengue (1, 2, 3 e 4). Os 

antígenos purificados foram caracterizados quanto ao volume hidrodinâmico utilizando ensaio de DLS. As 

curvas (n=3) representam as medições realizadas em triplicata que permitiram identificar o diâmetro médio ± o 

erro padrão (em nanômetros) das partículas presente no meio. Descrição: (A) distribuição de tamanho da 

proteína ∆NS1 DENV 1 é equivalente a 5,63nm ± 1,266, (B) distribuição de tamanho da proteína ∆NS1 DENV 2 

é equivalente a 4,18nm ± 1,07, (C) distribuição de tamanho da proteína ∆NS1 DENV 3 é equivalente a 21,45 ± 

4,18, (D) distribuição de tamanho da proteína ∆NS1 DENV 4 é equivalente a 4,07 ± 1,15. 

 

 

 

As proteínas recombinantes foram avaliadas, quanto à estrutura antigênica após as 

etapas de expressão e purificação. Por isso utilizamos as ∆NS1 DENVs com a sua 

conformação íntegra ou desnaturadas termicamente, em ensaios de ELISA. Nas condições 

avaliadas, o reconhecimento da proteína íntegra, por soros murinos α-DENV, foi superior ao 

reconhecimento da proteína desnaturada, sendo sugestivo de que as proteínas preservam 

epítopos conformacionais (figura 12). Os resultados demonstram também que epítopos 
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lineares também mantiveram a antigenicidade. O resultado foi confirmado por ensaio de Dot 

blot, no qual as proteínas foram adsorvidas nas mesmas condições descritas previamente em 

membranas de nitrocelulose. As quais foram reveladas e visualizadas em aparelho 

transluminador, sendo observado maior sinal de detecção para as proteínas com a 

conformação íntegra, quando comparado com as proteínas desnaturadas termicamente (figura 

12 A-D). Como controle negativo do ensaio utilizou-se a toxina de Shiga (Stx) (disponível no 

laboratório), que não foi reconhecida pelos soros. 

 

 
Figura 12 - Avaliação antigênica das proteínas recombinantes ∆NS1 dos vírus Dengue 1, 2, 3 e 4. As 

antigenicidades das proteínas recombinantes foram avaliadas por meio de ensaios de ELISA e Dot Blot, 

utilizando soro α-DENV. As placas de ELISA e as membranas de nitrocelulose foram sensibilizadas com 

cada um dos antígenos na conformação íntegra (ND) e após desnaturação térmica (D). No ensaio de Dot blot 

utilizou-se como controle negativo a proteína recombinante Stx. Os resultados do ELISA representam a 

média ± erro padrão de um experimento realizado em duplicata, em que *** p<0,001, ** p<0,01, * p<0,1 e 

ns p>0,05. Descrição: (A, B, C e D) correspondem ao ELISA de antigenicidade e Dot Blot com a proteína 

∆NS1 DENV 1, 2, 3 e 4, respectivamente. 

 

 

As proteínas recombinantes purificadas foram administradas em camundongos em 

associação com o adjuvante LT1 (toxina termolábil 1 de E. coli) e os níveis de anticorpos 

avaliados após cada uma das doses. O protocolo utilizado permitiu confirmar que as proteínas 

preservam propriedades imunogênicas, sendo observado títulos de anticorpos IgG α-∆NS1 

específicos após a segunda dose (figura 13 A e B). Além disso, os anticorpos α-∆NS1 DENV4 

foram utilizados em ensaio de citometria com células Vero infectadas com o DENV4, com a 

finalidade de identificar se os anticorpos produzidos contra a ∆NS1 recombinante 

reconheciam a proteína NS1 nativa nas células infectadas. Como controle positivo do ensaio 
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foi realizado a marcação com anticorpo monoclonal 4G2 que é capaz de reconhecer a 

partícula viral, indicando que há infecção das células. Além disso, para confirmar a 

especificidade dos anticorpos policlonal e monoclonal realizamos a marcação de células não 

infectadas. Como esperado, não houve reatividade com as células não infectadas, 

comprovando a especificidade dos anticorpos. Os resultados obtidos demonstram que os 

anticorpos foram capazes de reconhecer a NS1 das células infectadas (figura 13 C-E). 
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Figura 13 - Imunogenicidade das proteínas recombinantes ∆NS1 dos vírus Dengue 1, 2, 3 e 4. As 

proteínas foram administradas em camundongos e o título de anticorpos foi avaliado após cada uma das 

doses. Avaliou-se também a capacidade dos anticorpos (anti-∆NS1 DENV4) reconhecerem a proteína NS1 

nativa produzida em células Vero infectadas com o DENV4. Descrição: (A) protocolo de imunização, (B) 

ELISA para determinação do título de anticorpos anti-∆NS1 dos DENVs e NS1 DENV2 (C) estratégia de 

análise utilizada no ensaio de citometria, (D) população de células Vero infectadas e não infectadas com 

DENV 4 e marcadas com o anticorpos anti-∆NS1 DENV4, (E) percentual de células Vero infectadas e não 

infectadas com DENV 4 e marcadas com anti-∆NS1 DENV4, e como controle positivo do ensaio o 

monoclonal 4G2. Os resultados do ELISA e citometria representam a média ± erro padrão de um 

experimento realizado em duplicata, onde *** p<0,001, ** p<0,01, * p<0,1 e ns p>0,05. 

 

 
 

ETAPA 2 - AVALIAÇÃO DAS PROTEÍNAS ∆NS1 DOS DENVS 1-4 NO DIAGNÓSTICO 

ESPECÍFICO DA DENGUE 

A segunda etapa teve como objetivo avaliar o potencial dos antígenos recombinantes 

para o diagnóstico sorológico específico de infecções prévias pelo vírus Dengue. Desse modo, 

estão relatados os resultados de obtenção de soros hiperimunes, caracterização das respostas 

α-∆NS1 e validação da especificidade sorológica dos antígenos. 

4.4 PRODUÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE AMOSTRAS DE  SORO MONOESPECÍFICO AOS DENVS  

A validação das proteínas no diagnóstico sorológico específico da dengue foi realizada 

com soros de animais infectados com os vírus Dengue. Inicialmente foi feita a confirmação 

dos vírus disponíveis no laboratório por biologia molecular, utilizando os ensaios de RT-PCR 

e PCR com primers específicos descritos na literatura. Os resultados obtidos permitiram a 

identificação dos fragmentos de cDNA com 482 pb, 119 pb, 290 pb e 392 pb, que 

correspondem ao esperado para os DENVs 1, 2, 3 e 4, respectivamente (figura 14 A). Uma 

vez que a identidade dos lotes virais foi confirmada, foram feitas as infecções com doses não 

letais de cada vírus, sendo coletadas amostras de sangue para as análises subsequentes (figura 

14B). 
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Figura 14 - Produção de soro monoespecífico contra os vírus Dengue e ZIKV. Amostras de soros 

monoespecíficos a cada um dos sorotipos do vírus Dengue e Zika foram obtidas por meio de infecção não letal 

em camundongos. Descrição: (A) análise dos produtos da PCR para tipagem molecular dos DENVs, em gel de 

agarose 1,5 %, (M) marcador de massa molecular, (1, 2, 3, 4, 5) correspondem, respectivamente, aos fragmentos 

de cDNA dos sorotipos 1, 2, 3, 4 e ZIKV (setas em destaque), (C) amostra controle , (B) protocolo do regime de 

infecção dos animais. 

 

 

 

As amostras de soros coletadas nos dias 1, 7, 21, 30 e 50 após a infecção foram 

avaliadas para estabelecer a cinética de produção de anticorpos α-∆NS1. Os resultados 

demonstram que há uma forte resposta de anticorpos direcionada contra a NS1, 

principalmente, com os DENVs 2, 3 e 4, como observado pelos títulos de IgG. Além disso, os 

títulos de anticorpos direcionados ao antígeno se mantiveram até o dia 50 DPI, sendo 

sugestivo de respostas robustas e de longa duração (figura 15 A). Soros obtidos dos animais 

inoculados apenas com o veículo (meio de cultura) não apresentaram reatividade com as 

proteínas. Avaliou-se também o reconhecimento diferencial entre a proteína NS1 do DENV2 

e o fragmento ∆NS1 do DENV2, e observou-se que, mesmo utilizando um fragmento da NS1, 

há reatividade semelhante entre os antígenos, como confirmado pelo título de anticorpos 

semelhante dos dois antígenos em ensaio de ELISA (figura 15 B). 
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Figura 15 - Caracterização dos soros monoespecíficos contra os vírus Dengue 1-4. As cinéticas das 

respostas de anticorpos contra as proteínas ∆NS1 foram avaliadas nos dias 1, 7, 21, 30, 50 após a infecção. 

Avaliou-se também o reconhecimento diferencial entre as proteínas NS1 e ∆NS1 do vírus Dengue 2. 

Descrição: (A) cinética de detecção das proteínas ∆NS1 DENVs 1-4 após regime de infecção, (B) 

reconhecimento diferencial entre as proteínas NS1 DENV2 e ∆NS1-DENV2. Os resultados representam a 

média de um experimento realizado em duplicata, em que * p<0,1, ns p>0,05 (One-way ANOVA, com t 

Test). 

 

 

 

4.5 ESPECIFICIDADE DAS PROTEÍNAS ∆NS1 DOS DENVS 

 

Na sequência, analisou-se a especificidade das proteínas ∆NS1 dos quatro DENVs 

frente a uma amostra de soro ZIKV positivo. Investigar o reconhecimento específico desses 

antígenos frente ao soro zikv é relevante, visto que essa representa uma das mais importantes 

arboviroses em países tropicais. Os resultados mostram que os antígenos apresentam 

especificidade sorológica. Apenas a proteína ∆NS1 do DENV3 apresentou reatividade 

cruzada, ainda assim, observa-se diferença estatística quando se compara com o título obtido 

com o antígeno específico (∆NS1 ZIKV) (figura 16 A). No entanto, quando os antígenos são 

submetidos à desnaturação térmica observa-se redução na especificidade, devido ausência de 

diferença estatística significativa entre os títulos medidos com as proteínas ∆NS1 de ZIKV e 

DENV3 (figura 16 B). Além disso, a especificidade das proteínas foi validada utilizando a 

amostra de soro ZIKV normalizada para DO492 de 1, baseado na interação do soro com seu 

antígeno específico (∆NS1 ZIKV), sendo possível confirmar a especificidade sorológica dos 

antígenos (figura 16 C). Avaliamos tratamentos com a finalidade de reduzir a reatividade com 

a proteína do DENV3. Para isso utilizamos a solução de ureia 6 M, capaz de eliminar 

anticorpos de baixa afinidade pelo antígeno, assim como a adsorção do soro com a ∆NS1 

ZIKV que permite a captação dos anticorpos IgG anti-NS1 ZIKV. A utilização de etapa 
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prévia de adsorção do soro com a ∆NS1 ZIKV mostrou-se como o tratamento mais promissor, 

eliminando a reatividade cruzada (figura 16 D). 

 

 

Figura 16 – Avaliação da especificidade das proteínas ∆NS1 frente à amostra de soro de animal infectado 

com ZIKV. A especificidade sorológica dos antígenos recombinantes foi avaliada frente a uma amostra de soro 
ZIKV positivo. Descrição: (A e B) representam a reatividade das proteínas íntegras e fervidas, respectivamente, 

frente à amostra de soro ZIKV positivo, (C) reatividade das proteínas íntegras frente à amostra de soro ZIKV 

normalizado, (D) reatividade da proteína ∆NS1 DENV3 após tratamentos com ureia 6 M e adsorção com a 

∆NS1-ZIKV. Os resultados correspondem à média do título de anticorpos após realização de dois ensaios (A e 
B), ou à média de um ensaio realizado em duplicata (C e D), em que **** p<0,0001, **p<0,01 e ns p>0,05 

(One-way ANOVA, com post-test Bonferroni´s). 

 

 

Com a finalidade de determinar o potencial das ∆NS1 no diagnóstico sorológico 

específico da dengue utilizamos a mistura das proteínas em ensaio de ELISA com amostras de 

soros colhidos de camundongos infectados com cada um dos tipos de vírus Dengue e vírus 

Zika. Primeiramente, estabelecemos a quantidade em massa de cada um dos antígenos que 

permitisse a detecção de anticorpos IgG α-∆NS1. Após a titulação dos antígenos foi 

padronizado a quantidade de 150 ng/poço para a ∆NS1 do DENV1 e 100 ng/poço para as 

∆NS1 dos DENVs 2, 3 e 4 (figura 17 A). Em seguida, investigamos se a mistura das proteínas 
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seria detectada por soros específicos a cada um dos sorotipos do DENV. Os resultados 

mostrados na figura 17 indicam que as quatro proteínas foram reconhecidas de forma 

semelhante. Constatamos reatividade da amostra positiva para o ZIKV, no entanto, com 

diferença significativa quando comparado com as amostras DENV positivas (figura 17 B e  

C). Ao avaliarmos a estratégia frente a painel de soros murinos positivos e negativos para 

infecção primária por ZIKV e DENV, identificamos o reconhecimento específico de todas as 

amostras DENV positivas (figura 18 A). Esses resultados foram obtidos após determinação de 

cut-off, por meio do estabelecimento da curva ROC (Receiver Operating Characteristics), na 

qual a combinação dos valores de sensibilidade e especificidade foram 100 %, com P < 0,001 

(ilustrado na figura 18 B). Portanto, tal estratégia apresentou-se eficaz na identificação 

específica dos soros positivos para dengue, diferenciando de amostras positivas para ZIKV 

em ambiente laboratorial, sendo a próxima etapa a validação dos ensaios frente a painel de 

soros humanos. 

 

 
Figura 17 – Avaliação das proteínas ∆NS1 DENVs 1-4 no diagnóstico específico da dengue. A combinação 

das proteínas ∆NS1 dos quatro sorotipos do DENV foi utilizada em ensaio de ELISA para avaliar a 

aplicabilidade desses antígenos no diagnóstico específico de infecções prévias pelo vírus Dengue. Descrição: (A) 

titulação dos antígenos ∆NS1 utilizando soros específicos para os DENVs 1-4, (B) Detecção da mistura das 

proteínas, utilizando painel de soro murino monoespecífico para os DENVs e para o ZIKV, (C) Resultado da 

detecção da mistura de proteínas utilizando painel de soro monoespecífico para os DENVs e para o ZIKV, 

expresso em título de anticorpos IgG. Os resultados correspondem à média de dois ensaios realizados em 

duplicata, em que *** p<0,001 e ns p>0,05 (One-way ANOVA, com post-test Bonferroni´s). 
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Figura 18 – Validação das proteínas ∆NS1 para o diagnóstico da dengue com painel de soro murino. A 

combinação das proteínas em ensaio de ELISA foi validada com painel de soro (37 amostras): DENV-/ZIKV-, 

DENV-/ZIKV+ e DENV+/ZIKV-. Os resultados da sensibilidade e especificidade do ELISA foram combinados 

para determinação da Curva ROC. Descrição: (A) reatividade das proteínas com painel de soro murino em  

ensaio de ELISA, (B) curva operacional padrão, os dados foram obtidos com intervalo de confiança de 95%. Os 

resultados representam à média de um experimento realizado em triplicata. 

 

 
 

Visando avançar na validação da estratégia diagnóstica proposta, também foi 

determinado o potencial das ∆NS1 no diagnóstico sorológico específico da dengue utilizando 

amostras de soro humano previamente infectado pelo vírus Dengue 2, ou pelo vírus Zika e 

amostra controle de indivíduo não infectado por arbovírus. Os resultados obtidos foram 

semelhantes ao descrito anteriormente com amostras de soros de camundongos, sendo 

observado diferença significativa no título de anticorpos IgG do paciente infectado pelo 

DENV2, quando comparado com o paciente infectado pelo ZIKV (figura 19). Estes 

resultados, em associação, confirmam o potencial dos antígenos obtidos no diagnóstico 

sorológico específico de infecções prévias pelo vírus Dengue. 
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Figura 19 – Validação das proteínas ∆NS1 para o diagnóstico da dengue com amostras de soros humanos. 

O ELISA com a mistura das proteínas ∆NS1 também foi avaliado frente às amostras de soros humanos positivos 

para o DENV, ZIKV e soro controle negativo para infecções prévias por arbovírus. Descrição: (A) resultado da 

detecção das proteínas, expresso em valores de absorvância utilizando painel de soros específicos para  o 

DENVs, ZIKV e soro controle negativo, (B) resultado da detecção das proteínas, expresso em título de 

anticorpos IgG específicos, utilizando painel de soro monoespecífico para o DENVs, ZIKV e soro controle 

negativo. Os resultados correspondem à média de dois experimentos realizados em duplicata, em que **** 

p<0,0001, *p<0,1 e ns p>0,05 (One-way ANOVA, com post-test Bonferroni´s). 

 

 
 

ETAPA 3 - AVALIAÇÃO DAS PROTEÍNAS ∆NS1 DOS DENVS 1-4 NO DIAGNÓSTICO 

ESPECÍFICO DA DENGUE 

O objetivo desta última etapa foi investigar o uso das proteínas ∆NS1 na detecção 

específica de cada um dos sorotipos do DENV. Por essa razão, são descritos os ensaios para 

avaliar especificidade dos antígenos e estratégias para identificação dos sorotipos. 

 

 
4.6 ENSAIOS DE SOROTIPAGEM COM A PROTEÍNAS ∆NS1 DOS DENVS 

 

Nessa etapa foi examinado o potencial das proteínas ∆NS1 dos DENVs 1-4 no 

diagnóstico de infecções prévias por cada um dos sorotipos do vírus com a plataforma de 

ELISA. Primeiramente avaliou-se a especificidade de cada um dos antígenos frente às 

amostras de soro contendo quantidade de anticorpos IgG equivalente aos anticorpos IgG 

antígeno-específicos (soros normalizados para DO492 de 1). Na condição avaliada, constatou- 

se que os antígenos possuem especificidade sorotipo específico, como observado pelos títulos 

de anticorpos IgG antígeno específico significativamente maior quando comparado aos títulos 

de anticorpos contra os antígenos heterológos (figura 20 A-D). No entanto, foi verificado que, 

de forma inesperada, a proteína ∆NS1 do DENV3 apresentou reatividade cruzada frente ao
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soro α-DENV1, ainda que exista diferença significativa entre o título de anticorpos IgG dos 

soros α-DENV1 e α-DENV3 frente a este antígeno (figura 20 C). 

 

 
Figura 20 Validação das proteínas ∆NS1 dos DENVs como antígeno sorotipo-específico. As proteínas de 

cada um dos sorotipos foram utilizadas, isoladamente, como antígeno em ensaio de ELISA com a finalidade de 

avaliar a especificidade dos antígenos. A reatividade das proteínas foi avaliada frente às amostras de soros de 

todos os sorotipos normalizados para quantidades equivalentes de anticorpos antígeno específico. Descrição: (A, 

B, C e D) representam, respectivamente, o título de anticorpos IgG específicos a cada um dos antígenos. Os 

resultados correspondem à média de dois experimentos realizados em duplicata, em que **** p<0,0001, 

***p<0,001 e ns p>0,05 (One-way ANOVA, com post-test Bonferroni´s). 

 

 

 

Após verificar a especificidade dos antígenos de interesse utilizando amostras de soro 

normalizadas para a mesma DO492, investigamos a capacidade das ∆NS1 em identificar o 

sorotipo, utilizando amostras de soro murino diluídas em série, iniciando com a diluição 

1:200. Os dados obtidos permitiram identificar que as ∆NS1 dos DENVs 1, 2 e 4 

apresentaram os melhores resultados de especificidade, visto que esses antígenos 

apresentaram maior reatividade frente ao soro homólogo (figura 21 A, B e D). Assim como 

observado com as amostras de soros normalizados, foi identificada reatividade cruzada parcial 

entre anticorpos gerados com tipo 1 do vírus Dengue contra a proteína ∆NS1 do DENV3, 

confirmando os resultados descritos anteriormente (figura 21 C). A sorotipagem foi analisada 

também com as proteínas ∆NS1 desnaturadas termicamente, com as amostras de soro diluídas 
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de forma semelhante ao que foi descrito anteriormente. Os resultados demonstram que houve 

redução na reatividade das proteínas, mas não observamos diferenças no reconhecimento 

específico dos antígenos (figura 22 A-D). 

 

 

 
 

 
Figura 21 - Sorotipagem da infecção pelos DENVs com as proteínas ∆NS1. As proteínas recombinantes 

foram utilizadas separadamente como antígeno de fase sólida em ensaios de ELISA para identificação de 

infecções prévias (IgG) por cada um dos sorotipos DENVs, utilizando soro murino monoespecífico para cada um 

dos sorotipos, como controle utilizou-se soro negativo para infecção prévia por flavivírus. Descrição: (A, B, C e 

D) representam, respectivamente, o ensaio de sorotipagem com as proteínas ∆NS1 dos DENVs 1, 2, 3 e 4. Os 

resultados representam a média ± erro padrão de dois ensaios realizados em duplicata. 
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Figura 22 - Sorotipagem da infecção pelos DENVs com as proteínas ∆NS1 desnaturadas. As proteínas 

recombinantes foram desnaturadas termicamente e utilizadas como antígeno de fase sólida em ensaios de ELISA 

para identificação da infecção prévia por cada um dos DENVs utilizando soro murino monoespecífico para cada 

um dos sorotipos. Descrição: (A, B, C e D) representam, respectivamente, o ensaio de sorotipagem com as 

proteínas ∆NS1 dos DENVs 1, 2, 3 e 4. Os resultados representam a média ± erro padrão de dois ensaios 

realizados em duplicata. 

 

 

A fim de reduzir a reatividade cruzada da proteína ∆NS1 do DENV3 com o soro anti- 

DENV1, foram avaliadas duas condições alternativas de purificação do antígeno empregando 

tampões diferentes para a eluição da coluna (tampões CI e CII). Nas duas condições avaliadas 

os tampões atuam diretamente no dobramento das proteínas, contribuindo na redução de 

agregados e estabilidade do antígeno em solução o que poderia interferir na redução da 

detecção por anticorpos inespecíficos. A proteína foi purificada por cromatografia de 

afinidade ao níquel e a pureza avaliada, permitindo a identificação da proteína de interesse 

com massa molecular esperada (~16 kDa) e pureza adequada (figura 23 A e B). Após a 

confirmação da obtenção da ∆NS1 do DENV3, foi realizado ensaio de ELISA com os 

antígenos e amostras de soro α-DENV1 e α-DENV3, no entanto, não foram observadas 

diferenças na detecção específica dos antígenos (figura 23 C). 
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Figura 23 - Obtenção da proteína ∆NS1 do DENV3 para sorotipagem de infecção pelos DENVs. A proteína 

∆NS1 do DENV3 foi purificada em duas condições para ser utilizada como antígeno de fase sólida, que 

possibilitasse a diferenciação de infecções prévias pelos DENVs 1 e 3. Descrição: (A) purificação da proteína 

∆NS1 DENV3 nas condições (CI) contendo β-mercaptoetanol e (CII) contendo D-glicose, (B) avaliação da 

pureza das proteínas purificadas em gel de poliacrilamida a 15%, onde (1) proteína obtida na condição CI e (2) 

proteína da condição CII, (C) avaliação das proteínas em ensaio de ELISA para tipagem sorológica. Os 

resultados representam a média ± erro padrão de um ensaio realizado em duplicata. 
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5 DISCUSSÃO 

 

A dengue é uma das mais importantes infecções que atingem os seres humanos. Até o 

momento, não existem tratamento específico, vacinas eficazes, e os métodos de controle do 

vetor necessitam de melhor validação. Assim, o desenvolvimento de novas ferramentas para o 

diagnóstico seguro, acessível, específico, e que permitam a diferenciação dos sorotipos, 

proporcionando o monitoramento e controle dos casos de dengue deve ser explorado (42). No 

entanto, os testes sorológicos disponíveis apresentam comprometimento da especificidade, 

devido à reatividade cruzada com anticorpos resultantes da infecção por outras arboviroses 

que circulam em uma mesma área. A pesquisa por antígenos recombinantes purificados 

consiste em uma das principais prioridades para o desenvolvimento de testes sorológicos para 

arboviroses (19). Neste trabalho, avaliou-se a utilização de novos antígenos derivados da 

proteína NS1 dos DENVs (as ∆NS1 DENVs 1-4), para o diagnóstico de infecções prévias 

pelo vírus. Esses são antígenos recombinantes, com homologia da sequência de aminoácidos 

variável, o que pode ser interessante para o reconhecimento diferencial. Os antígenos foram 

obtidos conservando propriedades antigênicas, imunogênicas e, o mais importante, a 

especificidade frente às amostras de soro de animais previamente infectados pelo ZIKV e 

maior reconhecimento pelo sorotipo homólogo. 

As proteínas de interesse foram obtidas como antígenos recombinantes em sistema 

procarioto na linhagem de E. coli BL21 (DE3), uma das cepas de expressão mais utilizadas, 

pois é deficiente em proteases e capaz de expressar altos níveis de proteínas heterólogas. O 

uso de bactérias para expressão de antígenos representa uma alternativa de baixo custo, 

segura, rápida produção em larga escala, e quando comparado com outras plataformas, os 

rendimentos são inferiores apenas ao obtido por algumas espécies de leveduras (43,44). A 

obtenção destes antígenos em sistema procarioto apresenta vantagem em relação aos métodos 

utilizados nos testes de diagnóstico disponíveis nos serviços de saúde, que empregam, 

principalmente, partículas virais inativadas ou purificadas (ELISA IgG Euroimmun) ou 

mesmo antígenos derivados de células infectadas pelos DENVs (IgG e IgM MAC-ELISA). 

Em seguida, examinamos variáveis diretamente envolvidas na solubilização das 

proteínas recombinantes durante a expressão. Em todas as condições avaliadas as ∆NS1 dos 

DENVs foram expressas, predominantemente, na fração insolúvel do extrato proteico. Esses 

achados não eram esperados, visto que a análise teórica do perfil de hidrofobicidade das 

proteínas demonstrou que as mesmas são constituídas, sobretudo, por regiões hidrofílicas.
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Entretanto, sabe-se que apenas 20 a 30 % das proteínas produzidas em E. coli apresentam-se 

como solúveis, uma das principais justificativas para isso é a hiperexpressão em corpúsculos de 

inclusão (45). Nesse caso, a obtenção de proteínas na fração insolúvel tem como vantagens os 

altos níveis de expressão, usualmente, mais resistentes às proteases e com menor retenção de 

impurezas, facilitando as etapas de purificação (30). 

A recuperação das proteínas insolúveis requer o uso de métodos de refolding para o 

enovelamento proteico, em nossa proposta adotamos a técnica de refolding por diluição 

pulsátil como estratégia de renaturação. Essa metodologia é amplamente validada e foi 

utilizada na purificação da NS1 do DENV2, que após o processo manteve antigenicidade e 

características estruturais (39,46). Ainda durante as etapas de refolding e purificação dos 

antígenos, outras variáveis devem ser consideradas com a finalidade de melhorar o 

rendimento. Por isso avaliamos a purificação das proteínas em tampões contendo diferentes 

concentrações de sal, visto que, como descrito na literatura, a força iônica disponível no meio 

exerce efeito no estágio de solubilização de proteínas (47). Os resultados obtidos foram 

concordantes com essa proposição, pois ao utilizar o tampão contendo 150 mM ou 300 mM 

de NaCl as proteínas apresentaram-se mais estáveis em solução, não sendo observados sinais 

de agregação. Os procedimentos de purificação mostram-se adequados para a obtenção das 

proteínas, visto que em análise eletroforética e imuno ensaio de Western blotting foi possível 

identificar a proteína com a massa molecular estimada e elevado grau de pureza. A eficiência 

das etapas de purificação foi confirmada também por ensaio de DLS, que permitiu identificar 

elevada homogeneidade estrutural, sendo indicativo de que as amostras analisadas eram 

constituídas em maior proporção por um único analito. 

Após as etapas de expressão e purificação das proteínas é preciso avaliar se os epítopos 

conformacionais são mantidos, visto que eles são essenciais para o reconhecimento por 

anticorpos e demais componentes da resposta imune (39). Antígenos como partículas virais 

purificadas ou inativadas, que são usualmente encontrados em testes de diagnóstico, podem 

perder ou reduzir o reconhecimento por anticorpos produzidos após infecção natural, 

interferindo na sensibilidade dos ensaios. Por essa razão, avaliamos a antigenicidade das 

∆NS1 dos DENVs e identificamos que todas as proteínas são reconhecidas pelos soros dos 

animais infectados pelos vírus. Além disso, quando avaliamos o reconhecimento dessas 

proteínas nas conformações íntegra ou desnaturada termicamente, observamos maior 

reatividade dos soros com as proteínas em sua conformação íntegra. Esses dados, em 

associação  com  as  análises  in  sílico  de  identificação  de  epítopos  conformacionais,  são 
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sugestivos de que os antígenos recombinantes purificados possuem epítopos conformacionais 

e que eles são mantidos depois da expressão e purificação. 

A integridade dos antígenos purificados foi avaliada também quanto à 

imunogenicidade, utilizando protocolo de imunização com as proteínas em associação com o 

adjuvante LT1. O protocolo adotado revelou que as proteínas foram capazes de estimular 

resposta humoral com elevados títulos de anticorpos α-∆NS1 após duas doses do inóculo, 

sendo indicativo de que a região da NS1 em estudo é capaz de gerar anticorpos após infecção 

pelos DENVs. Além disso, identificamos que os anticorpos α-∆NS1 do DENV4 reconhecem a 

proteína NS1 nativa presente em células infectadas pelo vírus, demonstrando que a proteína 

possui características antigênicas muito semelhantes à NS1 nativa. Esses dados, combinados 

aos resultados da purificação e antigenicidade das ∆NS1, mostram que os antígenos obtidos 

apresentam qualidade esperada aos imunobiológicos de interesse diagnóstico. 

Investigamos a cinética da resposta de anticorpos α-∆NS1 e a detecção diferencial das 

proteínas NS1 DENV2 e a ∆NS1 DENV2. Os nossos resultados mostraram que após a 

infecção há uma resposta de anticorpos α-∆NS1 robusta e de longa duração. A cinética da 

resposta humoral contra a NS1 ainda é pouco caracterizada, no entanto, sabe-se que essa 

proteína é imunogênica e está presente em elevadas concentrações na fase aguda, sendo 

responsável por alta resposta de anticorpos. Em um segundo momento, ao avaliarmos o 

reconhecimento diferencial da proteína inteira (NS1 DENV2) e do fragmento (∆NS1 

DENV2), observamos que as proteínas são detectadas de forma semelhante. A pesquisa por 

sítios imunogênicos localizados na NS1 dos DENVs tem permitido identificar regiões 

imunorreativas inseridas na porção C-terminal da proteína, entre elas o segmento que envolve 

os aminoácidos (aa) 261-275 (48). Outras propostas têm demonstrado que fragmentos (aa 

296-325), também na região C-terminal, estão parcialmente expostos na superfície da NS1 em 

sua conformação dimérica, sendo passíveis de serem reconhecidos pelo sistema imunológico 

do indivíduo (49). Logo, as proteínas ∆NS1 seriam reconhecidas por anticorpos provenientes 

de infecção natural. 

A confirmação da qualidade das proteínas recombinantes obtidas possibilitou analisar 

o uso delas como antígeno de fase sólida para detecção de anti-NS1 dengue IgG em 

plataforma de ELISA. O Ministério da Saúde do Brasil utiliza essa plataforma no diagnóstico 

de doenças como leptospirose, sífilis e infecções decorrente do HIV (vírus da 

Imunodeficiência Humana), e mesmo no diagnóstico de outras arboviroses como a febre 

amarela. Os ensaios de ELISA são simples, possuem custo acessível, e podem ser facilmente
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implementados nos países em desenvolvimento. Além disso, a mesma estratégia utilizada no 

ELISA pode ser expandida para outras tecnologias como os testes rápidos (24). Nesse sentido, 

algumas propostas têm, tradicionalmente, utilizado a NS1 para detecção de infecções prévias 

pelos DENVs. No entanto, após a emergência de arboviroses como a zika, observou-se que 

existe resposta cruzada de anticorpos IgG anti-NS1 entre o ZIKV e o DENV (32). Assim, a 

especificidade desses testes deve ser reavaliada e novos antígenos derivados da NS1 

pesquisados. 

Em nosso trabalho, avaliamos a detecção das proteínas ∆NS1 em ensaio de ELISA por 

amostras de soros de animais infectados pelo ZIKV. Os resultados mostram que os antígenos, 

íntegros ou desnaturados, são específicos frente aos soros ZIKV avaliados, sendo observada 

reatividade cruzada parcial apenas com a ∆NS1 do DENV3 em relação a anticorpos gerados 

contrao o DENV1. Uma possível justificativa para essa reatividade é a maior identidade da 

sequência de aminoácidos compartilhada entre esses dois vírus, quando comparado aos 

demais sorotipos do DENV (50). Visando reduzir o reconhecimento da ∆NS1 do DENV3 

utilizamos os tratamentos com solução de ureia 6 M, que interfere em ligações químicas 

fracas, e a adsorção prévia do soro ZIKV com a ∆NS1 do ZIKV. Os resultados obtidos 

indicam a possibilidade de eliminar ou reduzir a reatividade cruzada, principalmente com a 

etapa de adsorção do soro teste com a ∆NS1 do ZIKV. Ressalta-se que é possível adaptar o 

protocolo empregando a ureia 6 M, pois já foi demonstrado que a solução interfere de forma 

eficiente em anticorpos de baixa afinidade, aumentando a especificidade dos testes (51). Mas, 

a baixa eficiência desse método em nosso estudo sugere que os anticorpos anti-ZIKV que 

reagem com a ∆NS1 do DENV3 são de alta afinidade, o que faz da etapa prévia de adsorção a 

melhor escolha para redução de reatividade cruzada. 

Depois de avaliarmos a especificidade de cada um dos antígenos, examinamos se a 

combinação das ∆NS1 dos DENVs poderia ser utilizada no diagnóstico da dengue. Os 

resultados são indicativos de que essa é uma estratégia potencial para detecção de infecções 

prévias pelos DENVs. Interessantemente, nessa condição observamos ainda uma menor 

reatividade do soro ZIKV, possivelmente, devido à redução da massa da ∆NS1 do DENV3 

utilizada no ensaio. A especificidade desses antígenos está em concordância com as 

informações disponíveis na literatura, que demonstraram a existência de epítopos na região C- 

terminal da NS1 específicos DENV. Além disso, tem-se obtido anticorpos monoclonais (anti- 

NS1) com reconhecimento específico da proteína de cada vírus, permitindo também a 

diferenciação entre as proteínas dos sorotipos dos DENVs (50). Evidências recentes têm
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demonstrado que, mesmo a NS1 possuindo sítios conservados na sequência de aminoácidos e 

conteúdo estrutural, existem diferenças quanto à carga eletrostática entre a NS1 dos flavivírus 

(52). Essas diferenças podem tem implicações relevantes na estabilidade e dobramento das 

proteínas, assim como na interação da proteína com o anticorpo ou outro ligante. 

A sensibilidade dos testes comerciais representa outro problema no diagnóstico da 

dengue, os valores para este parâmetro variam de 74-96%, ao se avaliar testes de ELISA 

disponíveis para detecção de IgG (28). Esses valores podem estar relacionados com a 

utilização de antígenos de má qualidade, reduzida imunogenicidade, ou mesmo, devido ao uso 

de antígeno de apenas um sorotipo. Assim, a utilização simultânea das proteínas dos DENV 

1-4 permitindo a detecção dos quatro sorotipos aparece como uma estratégia promissora. 

Ainda nessa etapa, identificamos que a mistura das ∆NS1 foi reativa majoritariamente com 

amostra de paciente infectado previamente por DENV2, confirmando a antigenicidade das 

proteínas, agora, frente à amostra de soro humano. Os resultados abrem perspectivas para o 

desenvolvimento de kit de diagnóstico sorológico, para detecção de anticorpos IgG anti-∆NS1 

em infecções pelo DENV, sem a interferência de anticorpos IgG anti-NS1 ZIKV, e com 

sensibilidade adequada. 

Além de avaliar o uso das proteínas ∆NS1 dos DENVs como antígenos no diagnóstico 

sorológico específico da dengue, investigamos também a capacidade dessas proteínas para 

determinação de cada um dos sorotipos. A identificação do sorotipo possui importância 

epidemiológica, sobretudo, no monitoramento da circulação dos sorotipos (53). Além disso, a 

detecção do sorotipo possui implicações no desenvolvimento de vacinas, sendo o teste para 

detecção de infecções pelo DENV recomendado pela Organização Mundial de Saúde 

previamente à administração da formulação vacinal do Instituto Pasteur Sanofi. Até o 

momento, as estratégias para identificação dos sorotipos são de custo elevado e restritas aos 

laboratórios de alta complexidade. Recentemente a ANVISA aprovou teste sorológico 

desenvolvido pela Euroimmun para detecção diferencial dos sorotipos dos DENVs, ZIKV e 

CHIKV, no entanto, o teste utiliza o método de imunofluorescência indireta para detectar 

anticorpos IgG ou IgM. 

Para avaliar o uso das ∆NS1 na identificação dos sorotipos dos DENVs inicialmente 

examinamos a reatividade das proteínas frente às amostras de soros com as absorbâncias 

normalizadas em relação ao antígeno homólogo. Os resultados demonstram que nessa 

condição os antígenos dos quatro sorotipos apresentaram maior reatividade frente à amostra 

de soro homóloga ao antígeno testado. Quando avaliamos com as amostras de soro diluídas
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1:200, foi identificado maior reconhecimento do sorotipo homólogo com as proteínas dos 

DENVs 1, 2 e 4. A variabilidade na sequência de aminoácidos, assim como a disposição 

diferente de epítopos conformacionais e sítios hidrofílicos podem estar associados a esses 

resultados. 

Apenas a ∆NS1 do DENV3 apresentou reatividade cruzada e por isso avaliamos 

condições alternativas para obtenção do antígeno. No entanto, mesmo após as alterações nos 

protocolos de produção da proteína recombinante não obtivemos reconhecimento específico. É 

preciso explorar outras opções em substituição à ∆NS1 do DENV3, como o uso de peptídeos 

derivados desse fragmento ou outros antígenos do vírus, alguns grupos têm utilizado a estratégia 

baseada em peptídeos antigênicos e aplicá-los no diagnóstico da dengue (54). Os resultados aqui 

obtidos apresentam maior potencial do que o uso da NS1 inteira, visto que em trabalhos 

anteriores com esse antígeno não foi possível determinar o sorotipo devido à reatividade cruzada 

com as NS1 dos DENVs 1, 2 e 3 (24). 

Os resultados obtidos neste trabalho permitem inferir que os antígenos obtidos 

apresentam enorme potencial para o diagnóstico sorológico da dengue. Em nossa proposta 

conseguimos as quatro proteínas recombinantes ∆NS1 dos DENVs íntegras, com elevado  grau 

de pureza, antigenicidade e imunogenicidade preservadas. Essas proteínas foram reconhecidas 

de forma específica por soros obtidos após infecção primária pelos DENVs, sem interferência de 

anticorpos anti-NS1 IgG ZIKV. Além disso, identificamos que as ∆NS1 dos DENVs 1, 2 e 4 

são, particularmente, de interesse para identificação do sorotipo do DENV. Esses resultados 

contribuem e abrem perspectiva para o desenvolvimento e validação de kits de diagnóstico 

sorológico específicos para a dengue. 
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6 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

Os resultados obtidos após execução do projeto permitem estabelecer as seguintes 

conclusões: 

1) As proteínas recombinantes ∆NS1 dos DENVs foram expressas em sistema 

procarioto, sendo obtidas em sua forma solúvel, com elevado grau de pureza e 

rendimento considerável após as etapas de purificação; 

2) As proteínas ∆NS1 foram reconhecidas por soros de animais infectados pelos 

DENVs, confirmando a antigenicidade dessas proteínas. Além disso, anticorpos 

anti-∆NS1 do DENV4 foram capazes de reconhecer a NS1 em células Vero 

infectadas, demonstrando a semelhança entre os antígenos recombinante e as 

correspondentes proteínas nativas; 

3) A combinação das proteínas recombinantes em ensaio de ELISA permitiu 

identificar de forma específica e sensível infecções prévias pelos quatros sorotipos 

do DENV sem a interferência de anticorpos produzidos após infecção pelo ZIKV; 

4) As proteínas ∆NS1 dos DENVs 1, 2 e 4 apresentaram maior especificidade em 

relação ao reconhecimento pelo sorotipo homólogo. 

Esses resultados comprovam a utilidade de novos antígenos recombinantes com 

elevado potencial para o diagnóstico específico da dengue, inclusive com a diferenciação 

entre os sorotipos. Desta forma, abrem-se perspectivas para o desenvolvimento de ensaios 

sorológicos diferenciais, acessíveis e de relevante impacto aos serviços de saúde pública. 
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