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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). 
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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 teste 
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precisa ser 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 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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