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RESUMO 

PEREIRA, L. R. Utilização de proteínas recombinantes do vírus Zika no 

desenvolvimento de métodos de diagnóstico e aplicações vacinais. [Tese 

(Microbiologia)]. Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 

Paulo. 2021. 

 

A infecção pelo vírus Zika (ZIKV) tem caráter agudo e autolimitado. Entretanto, parte 

dos indivíduos infectados apresentam manifestações neurológicas graves incluindo, a 

Síndrome de Guillain-Barrée e a Síndrome Congênita do Zika (CZS). Apesar de mais 

de 70 anos de estudo, não existem métodos terapêuticos ou profiláticos específicos para 

o ZIKV. Além disso, a elevada similaridade antigênica entre o ZIKV e outros arbovírus 

torna imprescindível o estabelecimento de ensaios sorológicos que permitam diferenciar 

efetivamente a infecção prévia por estes vírus. Neste contexto, o presente projeto teve 

por objetivo obter e avaliar a especificidade sorológica e potencial vacinal de formas 

recombinantes do domínio III da proteína do envelope (EDIII ZIKV) e da proteína não 

estrutural 1 do ZIKV (NS1 ZIKV). As proteínas recombinantes propostas foram 

expressas em sistema procarioto, purificadas e validadas quando à preservação da 

antigenicidade. Adicionalmente, um fragmento da proteína NS1 ZIKV, denominado 

∆NS1 ZIKV, foi desenhado por análise computacional com base na reduzida homologia 

de sequência e estrutural comparada à região correspondente da NS1 de DENV1-4.  

Uma vez obtidas, as proteínas foram utilizadas como antígenos de fase sólida na 

padronização de protocolos de ELISA visando a detecção específica de anticorpos IgG 

anti-ZIKV. Os resultados obtidos demonstraram que a implementação da proteína ∆NS1 

ZIKV, mas não da EDIII ZIKV, reduziu significativamente a detecção de anticorpos de 

reatividade cruzada direcionados a outros Flavivirus, em especial ao DENV. Além 

disso, a especificidade observada foi correlacionada com a presença de epítopos 

conformacionais termolábeis na ∆NS1 ZIKV. Diante dos resultados promissores, o 

protocolo de ELISA baseado na proteína ∆NS1 ZIKV (ELISA ZIKA-v IgG) foi 

adaptado e transposto para condições de um kit comercial em uma parceria público-

privada. A validação do ELISA ZIKA-v IgG frente a painel de soro humano 

demonstrou especificidade e sensibilidade de 94,12% e 90,7%, respectivamente, para o 

qual a comercialização foi aprovada pela ANVISA. Além disso, formulações vacinais 

baseadas nas proteínas NS1 e EDIII ZIKV, em associação com diferentes adjuvantes 

(Alum, LT-B ou Poly [I:C]), foram testadas em modelo murino. Embora imunogênicas, 

as mesmas não foram capazes de conferir imunidade protetora frente ao ZIKV. Por fim, 

utilizamos de forma inédita uma estratégia de vacina de DNA (pgDNS1-ZIKV) baseada 

na expressão da proteína NS1 ZIKV geneticamente fusionada à glicoproteína D do vírus 

Herpes Simplex Tipo I (gD HSV-1). Interessantemente, esta abordagem foi capaz de 

melhorar a indução de respostas imunológicas humorais e celulares NS1-específicas, 

bem como aumentou a eficácia protetora frente à infecção pelo ZIKV. Assim, com o 

conhecimento gerado a partir desse trabalho esperamos contribuir para o melhoramento 

dos métodos de sorodiagnóstico e as estratégias vacinais baseadas em vacinas de DNA 

direcionadas ao ZIKV. 
 

Palavras-chave: Vírus Zika. Diagnóstico. Vacina. Proteína recombinante. EDIII. NS1.  
  



ABSTRACT 

PEREIRA, L. R. Use of Zika virus recombinant proteins for development of 

diagnostic methods and vaccines. [Thesis (Microbiology)]. Instituto de Ciências 

Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo. 2021.  

 

Zika virus (ZIKV) infection is acute and self-limited. However, some infected 

individuals have severe neurological manifestations, including Guillain-Barrée 

Syndrome and Congenital Zika Syndrome (CZS). Despite more than 70 years of 

studies, there are no specific therapeutic or prophylactic methods for ZIKV. In addition, 

the high antigenic similarity among ZIKV and other arboviruses makes it essential to 

establish serological tests that can effectively differentiating previous infection by these 

viruses. In this context, this project aimed to obtain and evaluate the serological 

specificity and vaccine potential of recombinant forms of the domain III envelope 

protein (ZIKV EDIII) and non-structural protein 1 of ZIKV (ZIKV NS1). Thus, the 

proposed recombinant proteins were expressed in a prokaryote system, purified and 

validated for preservation of antigenicity. Additionally, a fragment of the ZIKV NS1 

protein, termed ZIKV ∆NS1, was designed by computational analysis based on 

sequence and structural homology compared to the corresponding region of NS1 of 

DENV1-4. The obtained proteins were used as solid phase antigens in the 

standardization of ELISA protocols aiming at the specific detection of IgG anti-ZIKV 

antibodies. The obtained results demonstrated that the implementation of the ∆NS1 

ZIKV protein, but not the EDIII ZIKV, significantly reduced the detection of cross-

reactive antibodies directed to other Flaviviruses, especially to DENV. Furthermore, the 

observed specificity was correlated with the presence of thermolabile conformational 

epitopes in the ZIKV ∆NS1. Given the promising results, the ELISA protocol based on 

the ZIKV ∆NS1 protein (ELISA ZIKA-v IgG) was adapted and transposed to 

conditions of a commercial kit in a public-private partnership. The validation of the 

ZIKA-v IgG ELISA against a human serum panel showed specificity and sensitivity of 

94.12% and 90.7%, respectively, for which the marketing was approved by ANVISA. 

Furthermore, vaccine formulations based on ZIKV NS1 and EDIII proteins, in 

association with different adjuvants (Alum, LT-B or Poly [I:C]), were tested in a murine 

model. Although immunogenic, they were not able to provide protective immunity 

against ZIKV infection. Finally, we used a novel DNA vaccine strategy (pgDNS1-

ZIKV) based on the expression of the ZIKV NS1 protein genetically fused to the 

glycoprotein D of the Herpes Simplex virus Type I (gD HSV-1). Interestingly, this 

approach was able to improve the induction of NS1-specific humoral and cellular 

immune responses, as well as increasing the protective efficacy against ZIKV infection. 

Thus, with the knowledge generated from this work, we hope to contribute to the 

improvement of serodiagnostic methods and vaccine strategies based on DNA vaccines 

for the ZIKV. 

 

Keywords: Zika virus. Diagnosis. Vaccine. Recombinant protein. EDIII. NS1. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. O vírus Zika. 

O vírus Zika (ZIKV) pertence à família Flaviviridae, gênero Flavivirus, o qual 

apresenta parentesco evolutivo com outros vírus emergentes de importância médica da mesma 

família como o vírus da dengue (DENV), vírus da febre amarela (YFV), vírus da encefalite 

japonesa (JEV) e o vírus do Nilo Ocidental (WNV) (1). O ZIKV foi identificado pela primeira 

vez em 1947 a partir de amostras de sangue obtidas de macacos Rhesus sentinelas mantidos 

na Floresta Zika em Uganda, África. A primeira infecção por ZIKV em humanos foi 

registrada na década de 60 também em Uganda (2–4), sendo que uma nova linhagem, 

diferente da africana, foi descrita subsequentemente na Ásia em 1983. Desde então duas 

linhagens do ZIKV são oficialmente conhecidas, sendo elas a Africana e Asiática. Estas 

causaram epidemias pontuais em diferentes regiões do mundo, abrangendo principalmente a 

África, Ásia e Américas (5).  

As principais epidemias documentadas ocorreram na Micronésia (2007), Polinésia 

Francesa (2007, 2013 e 2014) e, mais recentemente, no Brasil (2015) (5–11). Esta última 

levou a Organização Mundial da Saúde (OMS) decretar estado de emergência pública  

mundial em 2016 (7,12–14). Além disso, infecções por este vírus também foram registradas 

em regiões não endêmicas, as quais decorreram a partir de viajantes que foram infectados em 

locais onde o vírus circula (15,16). Assim, estima-se que cerca de 1,5 milhões de pessoas já 

foram infectadas pelo ZIKV em mais de 70 países. No Brasil cerca de 3.563 casos da 

Síndrome Congênita do Zika (CZS) foram confirmados entre 2015 e 2020 (5,17). Entretanto, 

apesar da sua importância médica e o esforço da comunidade científica, não existem métodos 

terapêuticos ou profiláticos específicos ao ZIKV disponíveis. Além disso, o eminente risco de 

surgimento de novos surtos torna imprescindível o estabelecimento de ensaios sorológicos 

que permitam monitorar a prevalência do vírus na população de forma eficiente. 

O ciclo de transmissão natural do ZIKV envolve principalmente vetores artrópodes do 

gênero Aedes (A. aegypti, A. albopictus, A. africanus, etc.) e primatas não-humanos, em 

ambiente silvestre (18,19). De forma semelhante, a transmissão do ZIKV ao homem se faz 

pela picada de mosquitos fêmeas do gênero Aedes previamente infectadas, ocorrendo 

principalmente em ambientes urbanos. Além disso, vias alternativas de infecção pelo ZIKV 

foram descritas, incluindo, a transmissão vertical intrauterina (infecção congênita) (20), 

transmissão sexual (21,22) ou por transfusão sanguínea (12,23). Após contato por uma destas 

vias, a replicação inicial deste vírus no corpo humano ocorre em células permissivas da pele 
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ou mucosas, como macrófagos e células dendríticas (2).  Ao atingir a corrente sanguínea o 

vírus pode então se disseminar por todo o corpo, infectando diversos órgãos e tecidos. 

Embora a maior parte dos indivíduos infectados pelo ZIKV sejam assintomáticos, após o 

período de incubação viral no corpo (7 a 10 dias), cerca de 20-25% dos afetados apresentam 

alguma sintomatologia (5). As principais manifestações clínicas desta virose inclui o 

aparecimento de febre, rupturas cutâneas (rash), conjuntivite, dor de cabeça e nos olhos, entre 

outras (1). Por outro lado, apesar desta infecção ter carácter agudo e autolimitado, alguns 

casos apresentam complicações neurológicas severas que podem acarretar em sequelas 

permanentes ou temporárias, bem como o óbito dos indivíduos (24). Dentre as implicações 

neurológicas relacionadas ao ZIKV destacam-se a Síndrome de Guillain-Barré e a Síndrome 

Congênita do Zika (CZS) (25). Esta última abrange diversas anormalidades neurológicas que 

ocorrem em crianças que foram expostas ao ZIKV durante o período de gestação, 

especialmente a microcefalia.  

O ZIKV apresenta genoma constituído de um RNA de fita simples (~10.7 kb) com 

orientação positiva. Este é envolto por um capsídeo circundado por envelope viral lipídico 

(Figura 1A) (26). O RNA viral codifica para uma poliproteína que, após clivagem por 

proteases virais e do hospedeiro durante o ciclo de replicação viral, resulta em três proteínas 

estruturais que constituem a partícula viral (Capsídeo, C; precursora de Membrana, prM e 

Envelope, E), e sete proteínas não estruturais que estão envolvidas na replicação do genoma 

viral e evasão ao sistema imunológico (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5) (Figura 

1B) (18,27). Eletromicrografias demostram que os vírions deste patógeno apresentam simetria 

icosaédrica, de aproximadamente 70 nm de diâmetro, tendo em sua superfície uma bicamada 

lipídica contendo as proteínas M e E dispostas em dímeros (Figura 1A) (28,29). Esta última é 

responsável pelo tropismo viral, a qual permite a interação com receptores celulares incluindo 

os da família de lectinas do tipo-C, como o DC-SIGN/CD209, bem como outros receptores do 

tipo TIM (do inglês, T-cell immunoglobulin mucin) ou tirosinas quinases TAM (do inglês, 

TYRO3, AXL and MER) (30). Atrelado a isso, uma grande variedade de células demonstrou 

ser permissiva à infecção pelo ZIKV, incluindo, células do sistema nervoso central ou 

periférico (células-tronco neurais, células precursoras de oligodendrócitos, células da crista 

neural craniana, neurônios e astrócitos), células placentárias (trofoblastos), células do sistema 

imunológico (macrófagos: micróglia e células de Hofbauer; células dendríticas), bem como 

células endoteliais (31–33). 

Conforme supracitado, a infecção em nível celular se inicia pela interação da proteína 

E do ZIKV com receptores da célula hospedeira. Este processo permite então a adsorção e 
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consequente endocitose das partículas virais. Em ambiente ácido endossomal, a proteína E 

sofre uma reorganização conformacional, propiciando a fusão da membrana endossomal ao 

envelope viral (34). Este fenômeno tem como resultado a liberação do capsídeo viral 

contendo o RNA genômico no citoplasma da célula hospedeira. Após dissociação do 

capsídeo, o genoma viral pode ser traduzido de forma acoplada ao retículo endoplasmático 

(RE), dando origem à poliproteína citada anteriormente. Esta última, após processamento por 

proteases virais e celulares, dá origem as proteínas estruturais utilizadas na montagem de 

novas partículas, enquanto as proteínas não estruturais promovem a replicação do RNA viral, 

especialmente as proteínas NS5 (atividade RNA polimerase RNA-dependente e 

Metiltransferase) (35,36) e NS3 (atividade helicase) (37). Por fim, com as proteínas 

sintetizadas e o material genético replicado, procede-se então a morfogênese viral, com 

posterior liberação de partículas maduras infectantes. 

 

Figura 1. Estrutura, organização genômica e homologia do ZIKV e outros Flavivirus. (A) Representação esquemática 

da estrutura das partículas do ZIKV. (B) Representação esquemática da organização genômica do ZIKV e as preoteínas 

codifidicadas pelo RNA viral. (C e D) Avaliação do perfil de identidade de sequência (aminoácidos) entre as proteíne E (C) e 

NS1 (D) do ZIKV e outros Flavivirus relacionados. Adaptado de Araújo et all., 2020 (38).  

1.2. A resposta imunológica adaptativa contra o ZIKV: impacto no desenvolvimento 

de vacinas e ensaios diagnósticos. 

A resolução da infeção pelo ZIKV é acompanhada pela ativação de linfócitos B e T 

específicos ao mesmo, os quais atuam de forma efetora na eliminação viral pela produção de 

anticorpos ou citocinas com atividade antiviral, bem como na eliminação direta de células 

infectadas do organismo. Apesar da ausência de um correlato de proteção bem estabelecido 

para o ZIKV, evidências recentes indicam que a ativação de respostas imunes celulares e 
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humorais são importantes na promoção de proteção contra o mesmo (8–10). Assim, a indução 

de anticorpos neutralizantes específicos ao ZIKV (nAb) consiste em um fato chave, os quais 

foram capazes de conferir proteção frente a infecção pelo ZIKV em camundongos e primatas 

não humanos (NHP). Além disso, soros isolados de NHP ou humanos previamente infectados 

pelo ZIKV conferiram proteção contra o ZIKV em condições experimentais (11-15).  

De forma complementar à indução de nAbs, as respostas imunológicas mediadas por 

células T também contribuem para o controle da infecção pelo ZIKV. Cargas virais e taxas de 

mortalidade aumentadas são observadas em camundongos com deficiência de células T CD8
+
. 

Por outro lado, a transferência passiva de células T CD8
+
 ZIKV-específicas, para 

camundongos com deficiência em células T, reduziu a infecção e conferiu proteção frente ao 

desafio letal com esse vírus (16-18). Recentemente, células T CD4
+ 

auxiliares tipo I também 

demonstraram participar do controle da infecção pelo ZIKV (19–21). Além disso, outras 

evidências demonstraram repetidamente que as respostas dos nAbs e de células T contribuem 

para a imunidade protetora à infecção pelo ZIKV (14, 19, 22–24). Assim, a promoção de 

resposta imunológica contemplando esses perfis consiste em um fator importante a ser 

considerado em futuros candidatos vacinais para o ZIKV. 

Estudos recentes indicam que a conservação da sequência de aminoácidos e as 

semelhanças estruturais entre os Flavivirius, especialmente entre DENV e ZIKV, são 

substanciais para que esses vírus tenham reatividade cruzada em nível humoral e celular (39–

42). Essa característica pode implicar em efeitos benéficos, como a ocorrência de imunidade 

cruzada entre os mesmos (43,44). Entretanto, efeitos deletérios também podem ocorrer, 

especialmente os mediados por anticorpos de reatividade cruzada. Neste sentido, embora não 

estabelecido em condições clínicas, anticorpos anti-DENV com reduzida capacidade de 

neutralização foram capazes de promover a amplificação viral do ZIKV em cultura de células 

e modelos animais, sendo este perfil característico do fenômeno denominado ADE (do inglês, 

Antibody-dependent enhancement) (40,45). Além disso, a reatividade cruzada de anticorpos 

tem impacto direto no estabelecimento de ensaios sorológicos específicos para estes vírus. A 

elevada homologia do ZIKV comparada a outros vírus da mesma família (42-58 % baseados 

nas proteínas E e NS1, Figura 1C-D) constitui um real obstáculo no estabelecimento de 

ensaios de diagnóstico sorológico para o ZIKV, especialmente em regiões endêmicas para 

outros Flavivirus como o Brasil (40,46,47). Assim, os pontos citados anteriormente tem 

impacto significantivo no desenvolvimento de candidatos vacinais e de ensaios sorológicos 

direcionados ao ZIKV. 
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1.3. Diagnóstico laboratorial do ZIKV. 

Os sinais clínicos da infecção pelo ZIKV não são patognomônicos, o que requer, 

assim, associação com exames laboratoriais para a confirmação diagnóstica.  Os principais 

métodos preconizados para detecção desse vírus podem ser classificados em diretos ou 

indiretos, sendo a primeira classe os que consistem em ensaios moleculares para detecção do 

seu material genético, principalmente pela técnica de RT-PCR (Transcriptase Reversa-Reação 

em Cadeia da Polimerase), bem como o cultivo e isolamento do vírus em cultura de células ou 

detecção da proteína NS1 circulante (48). Por outro lado, os métodos indiretos buscam 

detectar a resposta imune desenvolvida após infecção, em especial dos anticorpos específicos 

direcionados aos antígenos virais. Embora os métodos diretos, em especial os moleculares, 

apresentem elevada especificidade e sensibilidade, os mesmos são aplicáveis somente na 

detecção da infecção em fase aguda (1-10 dias após o aparecimento dos sintomas), podendo 

esta janela de detecção ser estendida para 21 dias (urina) (48–50). Além disso, os mesmos são 

onerosos e, em alguns casos, requerem dias para obtenção do resultado, como o isolamento 

viral. Assim, os métodos indiretos consistem em uma alternativa plausível no diagnóstico 

tardio da infecção e monitoramento de sua prevalência na população. 

Os testes sorológicos permitem o diagnóstico de infecções em fase aguda ou 

convalescente com base na detecção de anticorpos ZIKV-específicos por diversas técnicas 

como o ELISA (do inglês, Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). Este último é amplamente 

utilizado em laboratórios clínicos, sendo de baixo custo, fácil automação e permite a emissão 

de resultados em curtos período de tempo (51). Entretanto, conforme mencionado 

anteriormente, um problema relacionado a utilização desses ensaios consiste na reatividade 

cruzada de anticorpos observada com outros Flavivirus (40,46,47). Neste contexto, o PRNT 

(do inglês, Plaque reduction neutralization test) consiste no ensaio sorológico de referência 

para detecção da exposição ao ZIKV pela mensuração de anticorpos neutralizantes (48,52). 

Embora indicado, o PRNT consiste em uma técnica laboriosa, demorada e que requer 

estrutura laboratorial compatível com nível de biossegurança necessária a manipulação deste 

patógeno (48,53). Além disso, o diagnóstico diferencial do ZIKV baseado nesta técnica 

depende da realização concomitante para outros vírus relacionados, como o DENV1-4 (54), 

bem como a interpretação conjunta com os resultados de outras técnicas, uma prática muitas 

vezes inviável em laboratórios clínicos. Assim, a busca por técnicas e antígenos alternativos 

para o aperfeiçoamento da determinação da sorologia para o ZIKV se faz extremamente 

necessária.  
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A literatura relata a evolução da detecção de anticorpos IgG e IgM ZIKV-específicos 

por diferentes plataformas incluindo, ELISA, imunocromatográficos, imunofluorescência, 

PRNT e plataformas multiplex (52,55–60). Grande parte desses ensaios se baseia em 

proteínas recombinantes, especialmente na proteína Não estrutural 1 (NS1), a qual também é 

utilizada em kits comerciais para detecção sorológica de diferentes Flavivirus (61,62). Essa 

proteína é altamente imunogênica, com níveis detectáveis de anticorpos aproximadamente 5-7 

dias após o início dos sintomas e que permanecem no corpo por longos períodos (63,64). 

Assim, estratégias de detecção direta de anticorpos anti-NS1 ZIKV por ELISA foram 

descritas com especificidade e sensibilidade próximas à 100% (55,65). Entretanto, estudos 

posteriores contradizem esses achados, sendo observada uma reduzida especificidade (65-

81%), os quais alertaram para a potencial reatividade cruzada de anticorpos em ensaios 

baseados na sequência completa da proteína NS1 do ZIKV (NS1 ZIKV) (58,59). Por outro 

lado, estratégias baseadas em fragmentos derivados da região C-terminal desta proteína foram 

propostas e apresentaram reduzida reatividade cruzada com anticorpos anti-DENV, quando 

comparada à utilização da NS1 ZIKV inteira (66). Desta forma, a seleção de regiões da NS1 

ZIKV com menor homologia de sequência e/ou estrutural constitui uma alternativa 

promissora para o desenho de ensaios sorológicos mais específicos baseados neste antígeno. 

Além da NS1, antígenos baseados na proteína E do ZIKV têm sido utilizados em 

ensaios sorológicos para o ZIKV (67). Essa glicoproteína apresenta 3 domínios, sendo eles o   

domínio I central em forma de barril β (EDI), o domínio II (EDII) e um domínio III C-

terminal semelhante a imunoglobulina (EDIII) (68). Dentre esses o EDIII do ZIKV (EDIII 

ZIKV) foi destacado como potencial antígeno com aplicação diagnóstica, o qual consiste na 

região da proteína de envelope com menor homologia comparada a outros arbovírus de 

importância médica como o DENV (as porcentagens de identidade para os DENV’s 1, 2, 3 e 4 

são, respectivamente, 9.9%, 11.4%, 11.4% e 10%) e YFV (8,6%). Apesar de uma estratégia 

baseadas no EDIII recombinante ter apresentado reatividade cruzada com soros de indivíduos 

infectados pelo DENV de fase convalescente inicial (< 12 semanas após infecção) por ELISA, 

o mesmo pode promover a detecção específica de anticorpos IgG anti-ZIKV após esse 

período (> 12 semanas) (56). Além disso, algumas estratégias baseadas neste antígeno 

apresentaram reduzida reatividade cruzada com anticorpos anti-DENV (67). Portanto, esse 

antígeno também representa um alvo promissor no estabelecimento de ensaios de detecção da 

imunidade humoral direcionada ao ZIKV.  
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1.4. Estratégias vacinais contra o ZIKV. 

Diante do eminente risco de novos eventos epidêmicos e complicações clínicas 

associadas à infecção pelo ZIKV, ao longo dos últimos anos diferentes estratégias vacinais 

foram estudadas, incluindo: vacinas baseadas em vírus inativados (PI) ou atenuados, vacinas 

de DNA e mRNA, VLPs (do inglês, Virus Like Particles), vetores virais e proteínas 

recombinantes (69–74). As primeiras estratégias utilizam como antígenos o vírus inativado ou 

proteínas estruturais, especialmente a proteína precursora de membrana associada à proteína 

de envelope (prM-E). Esses trabalhos evidenciaram o papel dos anticorpos neutralizantes na 

proteção contra a infecção pelo ZIKV em camundongos e primatas não humanos (72,73,75–

78). Além disso, partes dessas estratégias evoluíram para ensaios clínicos de fase I e II 

(Clinical trials: NCT03008122, NCT03014089, NCT03110770, NCT02996461). Os 

resultados reportados demonstraram que formulações baseada em vírus inativado, bem como 

uma vacina de DNA codificando para os antígenos prM-E, foram bem toleradas e 

imunogênicas, com indução de anticorpos neutralizantes nos indivíduos imunizados (77–79). 

Entretanto, nenhuma estratégia vacinal encontra-se licenciada e disponível para uso em 

humanos até o momento.  

Além da proteína E em sua forma inteira, associada à partícula viral ou produzida de 

forma recombinante, outras regiões apresentam potencial protetor contra o ZIKV. A exemplo 

disso, o estudo de plasmócitos e células B de memória provenientes de pacientes infectados 

pelo ZIKV permitiram caracterizar anticorpos monoclonais (mAb) altamente neutralizantes 

direcionados à epítopos lineares ou conformacionais presentes nos três domínios desta 

proteína (80–84). Dentre as regiões citadas, o domínio III (EDIII) é um  importante alvo para 

geração de anticorpos neutralizantes que inibam a etapa de adsorção viral, vista sua 

capacidade de interagir com os receptores celulares. Além disso, formulações vacinais 

baseadas no EDIII ZIKV associado a diferentes adjuvantes foi capaz de induzir anticorpos 

neutralizantes em modelo murino (74,85–90), bem como conferir proteção frente a desafio 

letal com cepas do ZIKV (90–92). Assim, esta proteína consiste em um promissor antígeno 

vacinal contra o ZIKV.  

Embora a resposta de anticorpos neutralizantes esteja bem estabelecida em modelos 

murinos e de primatas não humanos, o impacto da imunidade humoral prévia para outros 

Flavivirus sobre a patogênese da infecção pelo ZIKV em humanos ainda é incerta (69). Essa 

preocupação se faz relevante, sobretudo, devido ao fenômeno de ADE. Neste sentido, 

anticorpos que se ligam às regiões dos domínio I/II, bem como à alça de fusão conservada no 
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domínio II, demonstraram elevado grau de reatividade cruzada de anticorpos e reduzida 

capacidade neutralizante (69,80,84). Assim, uma alternativa a esse problema consiste na 

escolha de regiões da proteína E com menor homologia com outros Flavivirus. A exemplo 

disso, abordagens baseadas na EDIII ZIKV, a qual apresenta reduzida homologia com DENV 

e YFV, foram capazes de induzir nAbs anti-ZIKV sem promoção de ADE in vitro para 

DENV (74,93). Outra alternativa promissora consiste no uso de proteínas não estruturais (NS) 

como antígeno alvo, visto que anticorpos direcionados contra as mesmas não apresentam risco 

de ADE. 

A proteína NS1 ZIKV é uma glicoproteína envolvida em diversos mecanismos virais, 

atuando como arcabouço estrutural do complexo de replicação do RNA genômico do ZIKV, 

bem como na evasão ao sistema imunológico do hospedeiro (94). Em contraponto às outras 

NS, a NS1 quando produzida nas células infectadas pode se apresentar associada à membrana 

citoplasmática na forma dimérica (mNS1), bem como ser secretada para o meio extracelular 

na sua forma hexamérica (sNS1), sendo altamente imunogênica. Neste contexto, além dos 

Abs anti-NS1 não apresentarem risco de ADE, os mesmos podem se liga à mNS1 e promover 

a eliminação de células infectadas por ADCC (do inglês, Antibody-dependent cellular 

cytotoxicity) ou por deposição de proteínas do sistema complemento (95). Além disso, as 

células infectadas com o ZIKV podem ser alvejadas por linfócitos T via apresentação de 

epítopos da NS1 associados à moléculas de MHC (Complexo Principal de 

Histocompatibilidade) (94,96,97). Desta forma, essas características fazem da NS1 um 

excelente antígeno vacinal capaz de ativar respostas imunológicas humoral e celular.  

De fato, anticorpos monoclonais murinos ou humanos, específicos para NS1, 

apresentaram capacidade protetora frente ao desafio letal com ZIKV (95,98). Adicionalmente, 

diferentes abordagens vacinais baseadas na NS1 ZIKV foram testadas, incluindo vetores 

virais (99,100) e vacinas de DNA (96,97). Estas apresentaram diferentes níveis de proteção 

frente a infecção viral, os quais foram correlacionados com a indução de resposta imune 

humoral e/ou celular, incluindo a ativação da via do complemento mediada por anticorpo, a 

indução de ADCC e ativação de linfócitos TCD8
+
 NS1-específicos (96,97,99,100). Assim, 

esses resultados reafirmam que a proteína NS1 ZIKV é um antígeno adequado para vacinas 

contra o ZIKV baseadas em diferentes plataformas de expressão e entrega antigênica.   
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2. OBJETIVOS  

O presente projeto teve por objetivo avaliar o potencial biotecnológico da 

proteína não estrutural 1 (NS1 ZIKV), um fragmento denominado ∆NS1 ZIKV e do 

domínio III da proteína de envelope (EDIII ZIKV) do ZIKV no desenvolvimento de 

testes diagnósticos e uso como antígenos vacinais. Para atingir o objetivo descrito, as 

principais etapas realizadas foram: 

1. Desenhar, clonar e expressar as proteínas recombinantes NS1 ZIKV, os 

fragmentos da proteína NS1 (∆NS1) derivados do ZIKV e do DENV (1-4), 

bem como a proteína recombinante EDIII de ZIKV, utilizando sistema de 

expressão heterólogo baseado em linhagens de Escherichia coli; 

2. Purificar as proteínas recombinantes por técnicas de cromatografia, obtendo-

as na forma solúvel e com antigenicidade preservada; 

3. Utilizar as proteínas ∆NS1 ZIKV e EDIII ZIKV como antígenos em ensaios 

sorológicos para diagnóstico específico do ZIKV; 

4. Preparar formulações vacinais contendo as proteínas NS1 ZIKV, ∆NS1 

ZIKV ou EDIII ZIKV combinadas com diferentes adjuvantes (Alum, LTK63 

e Poly (I:C)) e avaliar a imunogenicidade das mesmas em modelo murino; 

5. Caracterizar a respostas imunológicas humorais e celulares desencadeadas 

pelas formulações vacinais (quantificação e análise do perfil de anticorpos 

produzidos, bem como as respostas celulares T CD8
+
 e T CD4

+
 NS1-

específicas desenvolvidas); 

6. Avaliar a funcionalidade in vitro dos anticorpos específicos para a proteína 

EDIII ZIKV; 

7. Avaliar a capacidade das formulações vacinais em induzir imunidade 

protetora contra o ZIKV utilizando modelo murino. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1.Comitê de ética 

As amostras de soros humanos utilizadas neste trabalho foram gentilmente 

cedidas pelos professores Edison Luiz Durigon (ICB/USP), Paolo Marinho de Andrade 

Zanotto (ICB/USP) e Albert Ko (FIOCRUZ/BA e Universidade de Yale/USA). Os 

procedimentos envolvendo manuseio de soro humano seguiram as recomendações do 

Conselho de Revisão Institucional do Hospital das Clínicas da Universidade de São 

Paulo (protocolo de número 0652/09) e do Comitê de Ética do Instituto de Biociências 

da Universidade de São Paulo (CEPSH - Off.011616). Todos os indivíduos forneceram 

consentimento informado por escrito da utilização das amostras coletas com fins de 

interesse científico. A utilização das referidas amostras foi aprovada pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa em Seres Humanos do Instituto de Ciências Biomédicas da 

Universidade de São Paulo (CEPSH-ICB nº 1509/19). 

Os experimentos utilizando camundongos das linhagens BALB/c (6-8 semanas), 

C57BL/6 (6-8 semanas), AB6 IFNAR1
–/–

 (4 semanas) e AG129 IFNRα/β
–/–

 (6-11 

semanas) foram conduzidos de acordo aos Princípios Éticos da Experimentação Animal 

estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal. Os procedimentos 

foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais do Instituto de Ciências 

Biomédicas da Universidade de São Paulo, protocolos n° 96/2016 e 22/2016. 

3.2. Amplificação e preparo de estoque viral. 

O ZIKV da linhagem asiática, isolado no Brasil (ZIKV
BR

) (GenBank: 

KU497555.1), utilizado neste estudo foi cedido gentilmente pelo Instituto Evandro 

Chagas de Belém do Pará (101). O cultivo do ZIKV foi realizado em células de 

mosquito Aedes albopictus (C6/36), cultivadas em meio Leibovitz L-15 (Vitrocel, 

Brasil) acrescido de 2% de soro fetal bovino (SFB), por 7-10 dias, sendo o 

aparecimento de efeitos citopáticos acompanhados diariamente. Após esse período, o 

sobrenadante da cultura bem como as células infectadas, foram recuperadas e 

centrifugadas (3200 x g, 15 min., 4°C). O sobrenadante foi recuperado e reservado. A 

massa de células resultantes foi submetida à lise (3 ciclos de 

congelamento/descongelamento à -80°C e 37° por 5 min., respectivamente). O 

sobrenadante resultante do lisado celular, obtido após ciclo de centrifugação (3200 G, 

15 min., 4°C), foi adicionado ao sobrenadante de cultura obtido previamente, sendo 
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então o material submetido à etapa de concentração viral por precipitação mediante a 

adição de PoliEtienoGlicol (PEG 6000) (Sigma-Aldrich, USA) na concentração final de 

10%. A mistura foi incubada por 16 h a 4 °C. Após incubação, a mistura foi 

centrifugada (3200 x g, 30 min., 4 °C) e o precipitado resultante suspendido em tampão 

25 mM HEPES (pH 7,2) (Cat.: H3375, Sigma-Aldrich, USA), sendo as alíquotas 

obtidas armazenadas em freezer -80 °C para posterior titulação viral (item 3.21).  

3.3. Linhagens celulares 

A linhagem celular C6/36 de Aedes albopictus foi cultivada em meio Leibovitz 

L-15 (Vitrocell, Brasil) suplementado com 5% SFB (Life Technologies, USA). As 

células Vero CCL-81 (ATCC) foram cultivadas em meio MEM (Vitrocell, Brasil) com 

10% de SFB. Células de rim embrionário humano HEK-293T (ATCC N° CRL-11268) 

foram cultivadas em meio DMEM (Life Technologies, USA) suplementado com 10% 

de SFB. As células mencionadas foram cultivadas em estufa (37 °C) sob atmosfera de 

CO2 (5%), exceto a linhagem C6/36, a qual foi mantida em estufa a 28 °C.  

3.4. Análises de bioinformática 

A determinação do perfil de hidrofobicidade da proteína NS1 ZIKV e EDIII 

ZIKV foi realizada por análise computacional seguindo algoritmo descrito previamente 

(102). A análise foi realizada utilizando o software web IEDB Analysis Resource 

(Disponível em: http://tools.iedb.org/bcell/) com base na predição de epítopos lineares 

para células B, seguida de predição de hidrofobicidade de Parker. 

Os peptídeos baseados na sequência da proteína NS1 (GenBank: ALU33341.1), 

foram desenhados in silico tendo como base a sequência da proteína NS1 ZIKV 

utilizando algoritmo descrito previamente (103,104) hospedado no Immune Epitope 

Database and Analysis Resource (Disponível em http://tools.iedb.org/mhci/). As 

afinidades de ligação foram obtidas para todos os peptídeos de 8–14 resíduos de 

aminoácidos para os alelos H2-Kb e H2-Db. Os alelos selecionados tiveram a 

classificação do percentual de consenso restrita a 1,7% com escore ≤1. Três peptídeos 

preditos com alta pontuação foram selecionados (Tabela 1). Os peptídeos foram 

sintetizados e obtidos comercialmente junto à empresa GenScript (USA), solubilizados 

em DMSO e preservados em freezer -80 °C até o uso. 
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Tabela 1. Peptídeos sintéticos baseados na proteína NS1 ZIKV. 

SEQUÊNCIA TAMANHO POSIÇÃO ID CEPA Kb Db 

AAKTNNSFV 9 125-133 Pep. 10 ALU33341 X  

SHHNTREGYRTQM 13 250-262 Pep. 36 ALU33341 - X 

LVRSMVTA 8 343-350 Pep. 128 ALU33341 X - 

 

Para a análise da presença de epítopos conformacionais da proteína NS1 as 

ORFs completas das sequências de aminoácidos representativas da proteína NS1 ZIKV 

foram utilizadas para guiar a modelagem de homologia da proteína ∆NS1 ZIKV. As 

sequências com menos de 95% de identidade foram selecionadas de cada subtipo e 

modeladas com o programa YASARA (105) com 10 iterações PSI-Blast (E-Value de 

0,01). Considerando três estados de oligomerização, vinte modelos foram baixados do 

Protein Data Bank (Disponível em http://www.rcsb.org/pdb/), tendo cinco alinhamentos 

de sequência por modelo. A modelagem foi definida para baixa velocidade com dez 

extensões de terminal, amostrando 50 loops terminais. As simulações foram realizadas 

em um ambiente BioLinux. As estruturas produzidas foram então verificadas quanto à 

consistência no servidor PDBSum, com a opção “gerar” (disponível em 

https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/cgi-bin/pdbsum/). Análises PROCHECK 

da qualidade estereoquímica da estrutura de proteína modelada também foram gravadas. 

Os cálculos relativos da área de superfície acessível foram realizados tendo por base as 

estruturas modeladas com o servidor GETAREA, as quais foram comparadas à 

visualização da superfície com o programa YASARA (disponível em 

http://curie.utmb.edu/getarea.html). Os modelos foram então corrigidos e submetidos a 

uma simulação de dinâmica molecular de 1 ns em caixa cheia de água e, após a 

minimização de energia, a estrutura de saída foi salva para a análise. Os epítopos de 

célula B descontinuados foram preditos usando o software Discotope (106) (Disponível 

em http://tools.iedb.org/discotope/). A vista do módulo YASARA foi utilizada para 

mapear nas estruturas modeladas dos epítopos encontrados pelo servidor IEDB. Os 

alinhamentos estruturais foram realizados para avaliar a superposição da região C-

terminal da proteína NS1 (aa 251-352) sobre a cristalografia da NS1 DENV2, no qual 

os escores de RMSD entre os modelos e as regiões dos epítopos foram produzidos. 
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3.5. Clonagem e obtenção dos vetores plasmidiais. 

3.5.1. Plasmídeos para expressão proteica em sistema procarioto. 

Os genes que codificam as proteínas do ZIKV (GenBank nº: ALU33341): NS1 

ZIKV, ΔNS1 ZIKV (aminoácidos 251-352), EDIII ZIKV e ∆EDIII ZIKV; ou para o 

DENV:  ΔNS1 DENV1 (GenBank nº: AHF50491.1), ΔNS1 DENV2 (GenBank nº: 

288848), ΔNS1 DENV3 (GenBank nº: AFN80339.1), e ΔNS1 DENV4 (GenBank nº: 

AEX09561.1), foram desenhados e sintetizados comercialmente tendo por base o vetor 

de expressão pET28a (GenScript, USA). As sequências gênicas foram flanqueadas com 

os sítios de restrição das enzimas BamHI e Xhol. Os códons foram otimizados para 

expressão em E. coli. As construções obtidas foram confirmadas por análise de restrição 

e sequenciamento. 

3.5.2. Vacinas de DNA 

As vacinas de DNA que codificam para a sequência completa (aa 1-352) da 

proteína NS1 ZIKV (GenBank: ALU33341) de forma isolada (pNS1-ZIKV) ou como 

uma proteína quimérica fusionada geneticamente com a proteína gD do HSV-1 

(pgDNS1-ZIKV) foram sintetizadas comercialmente (GenScript, USA). Os genes 

sintéticos foram otimizados para o uso de códons humanos e projetados para conter os 

locais de restrição PstI e BglII nas extremidades 5' e 3', respectivamente. As sequências 

foram clonadas no vetor pUMVC3 (Aldevron, USA), conforme descrito anteriormente 

(107). Para a construção do plasmídeo pgDNS1-ZIKV, a sequência correspondente à 

proteína NS1 foi flanqueada pelo sítio de restrição da enzima ApaI. A cepa de 

Escherichia coli DH5α foi transformada com os plasmídeos recombinantes 

separadamente e os plasmídeos foram purificados usando o kit EndoFree Plasmid Mega 

(Cat.: 12183, QIAGEN), de acordo com as instruções do fabricante. As construções 

foram confirmadas por análises de restrição e sequenciamento de genes. 

3.6. Expressão das proteínas recombinantes em sistema procarioto. 

As linhagens de E. coli BL21(DE3), BL21(DE3)-Ril, Arctic Express(DE3) e 

Rosetta quimiocompetentes foram transformadas com os plasmídeos que albergam os 

genes para expressão das proteínas NS1 ZIKV, ΔNS1 ZIKV, EDIII ZIKV, ∆EDIII 

ZIKV, ΔNS1 DENV1, ΔNS1 DENV2, ΔNS1 DENV3, e ΔNS1 DENV4 seguindo 

protocolo padrão estabelecido no laboratório (108). As bactérias transformadas foram 
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cultivadas em 50 ml de meio LB (Luria Bertani) ou TB (Terrific Broth) acrescido de 

canamicina (50 µg/ml), gentamicina (20 µg/ml, somente para a linhagem Arctic 

Express) ou Cloranfenicol (30 µg/ml, para a linhagem BL21(DE3)-Ril) a 37°C até obter 

a absorbância de 0.7 ou 2.0, respectivamente, sob agitação orbital (220 rpm). A 

expressão da proteína recombinante foi iniciada pela adição de IPTG (isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside) (Cat.: R0392, Thermo Scientific, USA) à cultura na 

concentração desejada (0,1 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 0,75 mM ou 1 mM). A expressão 

proteica foi realizada nas temperaturas de 37 ºC (até 4 h) e 18°C (até 24 h), ambas sob 

agitação (220 rpm). Alíquotas pré- e pós- indução, com quantidades equivalentes de 

células, foram coletadas de cada cultura e centrifugadas a 8000 rpm por 5 min..  

Para avaliação da expressão da proteína alvo, os precipitados resultantes foram 

suspensos em tampão de amostra (Tris HCl 100 mM pH 6,8; SDS 4 %; Azul de 

Bromofenol 0,2 % e Glicerol 20 %), aquecidos por 10 min.  a 100 °C, sendo alíquotas 

de 10 μL da solução resultante submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida 

(SDS-PAGE 15%). As culturas que superexpressaram as proteínas foram centrifugadas 

e as células suspensas em tampão A (100 mM Tris; 500 mM NaCl, 1 mM PMSF, 20% 

de glicerol e pH 8,5). As suspensões bacterianas foram submetidas à lise celular por 

sonicação. O lisado resultante foi centrifugado (10.000 x g por 30 min. a 4 °C) e as 

frações solúveis (sobrenadante) e insolúveis (precipitado) separadas e coletadas. À 

fração insolúvel foi adicionado tampão B (8 M ureia; 0,1 M Tris; 0,5 M NaCl; pH 8.5). 

A solubilização desta fração foi realizada por 18 h a 4°C, sendo posteriormente a 

solução centrifugada (10.000 x g por 30 min. a 4 °C) e o sobrenadante coletado (Fi). 

Amostras antes (T0) e após (T18) indução, bem como alíquotas das frações solúveis 

(Fs) e insolúveis (Fi), foram desnaturadas (100 °C, 5 min.) e em seguida submetidas à 

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

utilizando anticorpo anti-HisTag (Cat.: MA1-21315, Invitrogen, USA) (109). As 

condições de expressão selecionadas para as proteínas recombinantes utilizadas no 

trabalho estão sumarizadas na tabela 2. 

Tabela 2. Características das proteínas recombinantes e condições de expressão em 

E. coli. 

PROTEÍNA  PI1 MM2 (kDa) Linhagem3 IPTG MEIO CULTIVO 

NS1 ZIKV  7.12 44,73 BL21(DE3)-RIL 0,5 mM TB 37 °C /4 h 

ΔNS1 ZIKV  7,80 16,25 Arctic Express(DE3) 0,5 mM TB 18 °C /16 h 
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ΔNS1 DENV1  6,99 16,3 BL21(DE3) 0,5 mM TB 18 °C /16 h 

ΔNS1 DENV2  6,96 16,0 BL21(DE3) 0,5 mM TB 18 °C /16 h 

ΔNS1 DENV3  7,80 16,3 BL21(DE3) 0,5 mM TB 18 °C /16 h 

ΔNS1 DENV4  7.28 16,3 BL21(DE3) 0,5 mM TB 18 °C /16 h 

EDIII ZIKV  6,78 14,73 BL21(DE3) 0,75 mM TB 18 °C /16 h 

∆EDIII ZIKV  6,63 10,48 BL21(DE3) 0,5 mM TB 18 °C /16 h 

1, Ponto isoelétrico teórico; 2, Massa molecular teórica; 3, Linhagem de E. coli selecionada.  

3.7.Transfecção de células HEK-293T. 

Células HEK293 foram transfectadas com os plasmídeos pUMVC3, pNS1-

ZIKV ou pgDNS1-ZIKV de acordo com um protocolo descrito previamente (52). 

Resumidamente, células HEK-293T foram semeadas (10
5
 célula/poço) em placas de 24 

poços (Corning, USA) e cultivadas (37 °C, 5% CO2) até atingir 70–80% de confluência. 

Uma hora antes da transfecção, o sobrenadante da cultura de células foi removido e 200 

µl/poço de DMEM (suplementado com 2% SFB) foram adicionados às células. Para a 

transfecção, soluções MIX contendo 1 µg dos plasmídeos para cada 3 µg de 

polietilenoimina (PEI) (Cat.: 408727, Sigma-Aldrich, USA) foram preparadas em 

solução de 150 mM NaCl. Após incubação por 5 min em temperatura ambiente (TA), as 

misturas foram distribuídas uniformemente sobre as placas e as células foram incubadas 

por até 24 h (37 °C, 5% CO2). Ao final do protocolo células foram lavadas duas vezes 

com PBS (1 ml/poço) e recuperadas após incubação (20 min., 37 °C) com tampão de 

remoção (PBS, 10 mM EDTA, pH 7,2). A presença das proteínas NS1 ZIKV foi 

avaliada por citometria de fluxo e imunofluorescência de acordo ao descrito nos itens 

3.16.2 e 3.19.2, respectivamente. A expressão da proteína gD HSV1 foi avaliada por 

western blot de acordo ao descrito no item 3.14.  Para este último, as células 

tranfectadas foram lisadas com tampão RIPA (Cat.: 89900, Thermo Scientific, USA) 

acrescido de coquetel de inibidores de proteases (Roche, Suíça).  

3.8. Purificação das proteínas recombinantes. 

As linhagens de E. coli recombinantes foram cultivadas e a expressão proteica 

induzida com IPTG de acordo ao padronizado nos ensaios de expressão (item 3.6, 

Tabela 2).  Para esta etapa o volume de cultura foi escalonado para dois litros de meio 

de cultura. Ao final da indução da expressão proteica a cultura bacteriana foi 

centrifugada (10.000 rpm, 10 min), o pellet resultante foi recuperado e suspenso em 200 
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ml de tampão A conforme estabelecido para cada proteína (Tabela 3), acrescido de 1 

mM PMSF. A suspensão bacteriana obtida foi homogeneizada e submetida à lise celular 

mecânica em equipamento APLAB-10 (Artepeças, São Paulo, Brasil) para obtenção do 

extrato proteico. Este último foi então centrifugado (50 min, 10.000 rpm à 4 ºC) e o 

sobrenadante resultante armazenado e clarificado em membrana de nitrocelulose de 

0,22 μm. O extrato proteico solúvel foi purificado de forma automatizada em 

equipamento AKTA – AVANT (GE Healthcare, USA) utilizando a técnica de 

cromatografia de afinidade ao níquel (CAN) em coluna HisTrap FF 5 ml (GE 

Healthcare, USA). A eluição proteica foi realizada pela aplicação de concentrações 

crescentes de imidazol (0-1M). Ao final da etapa de purificação, as amostras 

fracionadas foram reunidas e a presença da proteína de interesse confirmada por 

eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 15%). As proteínas que se 

apresentaram contaminadas após purificação por CAN, como a ∆NS1 ZIKV, foram 

submetidas a um segundo passo de purificação por técnica de exclusão de tamanho (Gel 

filtração) utilizando coluna HiPrep
TM

 26/60 Sephacryl
TM

 S-200 HR (GE Healthcare, 

USA).   

Para as proteínas insolúveis, os corpúsculos de inclusão obtidos após a lise 

bacteriana foram solubilizados em tampão contendo 8 M ureia sob agitação por 16 h (4 

°C). Os extratos solubilizados foram submetidos ao procedimento de renaturação in 

vitro por diluição pulsada de acordo ao descrito previamente pelo nosso grupo de 

pesquisa (109), seguido da purificação com CAN. A expressão e purificação das 

proteínas LT-B, LTK63 e LT-1 foram conduzidas de acordo a protocolos estabelecidos 

previamente (110,111).  

A análise e quantificação da proteína purificada foram realizadas por 

eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% (SDS-PAGE). As intensidades das bandas 

proteicas evidenciadas nos géis de poliacrilamida, após eletroforese e procedimento de 

coloração utilizando Coomassie blue, foram comparadas após aquisição de imagem em 

aparelho ChemiDoc™ XRS+ System (Bio-Rad, USA) utilizando o software ImageLab 

(Bio-Rad). A concentração proteica foi mensurada em mg/ml e as proteínas foram 

armazenadas em freezer -20 °C para posterior utilização. 

Para os testes de otimização da obtenção da proteína NS1 ZIKV a massa 

bacteriana induzida foi suspensa nos tampões: HEPES (20 mM Hepes, 500 mM NaCl, 

20 % de Glicerol, pH 8,0), Fosfato de Sódio I (100 mM de Fosfato de Sódio, 500 mM 
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NaCl, 20 % de Glicerol, pH 8,0) ou Fosfato de Sódio II (100 mM de Fosfato de Sódio, 

300 mM NaCl, 20 % de Glicerol, pH 8,0). As suspensões obtidas foram submetidas aos 

procedimentos para a lise bacteriana, renaturação in vitro e purificação em tampão 

homólogo de acordo ao descrito anteriormente.  

Tabela 3. Composição dos tampões utilizados na obtenção das proteínas 

recombinantes. 

TAMPÃO A PROTEÍNA 

100 mM Fosfato de Sódio, 300 mM NaCl, 20 % Glicerol, pH 8,0. NS1 ZIKV 

100 mM Tris, 500 mM NaCl, 20% Glicerol, pH 8,5. ΔNS1 ZIKV 

100 mM Tris, 150 mM NaCl, 20% Glicerol, pH 8,5. ΔNS1 DENV1 

100 mM Tris, 500 mM NaCl, 20% Glicerol, pH 8,5. ΔNS1 DENV2 

100 mM Tris, 150 mM NaCl, 20% Glicerol, pH 8,5. ΔNS1 DENV3 

100 mM Tris, 500 mM NaCl, 20% Glicerol, pH 8,5. ΔNS1 DENV4 

PBS 1x, 10% Glicerol, pH 7.2 EDIII ZIKV 

20 mM Hepes, 300 mM NaCl, 20% Glicerol, pH 7,8 ∆EDIII ZIKV 

 

3.9. Renaturação in vitro das proteínas NS1 e EDIII ZIKV por HHP. 

Os corpos de inclusão (IB) contendo as proteínas NS1 ZIKV ou EDIII ZIKV 

(sem solubilização prévia em tampão contendo ureia) foram suspensos em tampão de 

lavagem A1 (Tabela 4), sonicados (15 seg. ON; 10 seg. OFF; 35% amplitude por 1,5 

min) e centrifugados (8.000 x g, 10 min, 4 °C). Esta etapa de lavagem foi repetida mais 

uma vez, sendo que ao final os CI foram suspensos nos tampões B1 e submetidos à 

lavagem por mais 2 vezes.  Ao final, os IB lavados foram recuperados em um volume 

final de 10-20 ml de tampão B1. As suspensões obtidas foram separadas em alíquotas e 

armazenadas a -20 °C até o uso.  

Os IBs lavados contendo as proteínas NS1 e EDIII ZIKV foram submetidas a 

protocolo de renaturação in vitro sob pressão hidrostática (HHP, do inglês, high 

hydrostatic pressure) em colaboração com a Dra. Lígia E. M. Ferreira Dias (IPEN-

USP). Resumidamente, os IBs foram diluídos para uma absorbância (350nm) de 1,0, 2,0 

ou 5,0 em tampão de renaturação R1 (Tabela 4). As amostras foram acondicionadas 

separadamente em sacos plásticos (50 ml), os quais foram selados. As amostras foram 

então submetidas ao tratamento de renaturação em vaso de pressão R4-6-40/PS-50 

(High Pressure Equipment Company) por 1,5 h sob 2,4 kbar seguidas de redução da 

pressão para 0,4 kbar e incubação por mais 14,5 h. A renaturação sob compressão de 1 
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bar (atmosférica) por 16 h foi utilizada como controle. Após descompressão, as 

amostras foram centrifugadas (11.000 x g, 15 min, 4 °C), os sobrenadantes recuperados 

e dialisados para tampão C1 (NS1 ZIKV) ou C2 (EDIII ZIKV). Foi realizado o mínimo 

3 trocas de tampão seguida de aferição do pH final da solução. Após diálise as amostras 

foram centrifugadas novamente para remoção das proteínas precipitadas. Os 

sobrenadantes resultantes foram utilizados separadamente para purificação por CAN de 

acordo ao descrito anteriormente. Ao final, as proteínas purificadas foram submetidas à 

análise de pureza e quantificação por eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% 

(SDS-PAGE) conforme descrito anteriormente. 

Tabela 4. Tampões utilizados nos testes de renaturação proteica sob alta pressão 

hidrostática. 

TAMPÃO COMPOSIÇÃO 

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

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

R1 50 mM Tris-HCl; pH 7-12. 

C1 50 mM Tris-HCl; pH 8,5. 

C2 PBS 1x; 10% Glicerol; pH 7,4. 

 

Alternativamente, variações de pH (7-12), adição de arginina (0,1 M, 0,2 M, 0,3 

M, 0,4 M, 0,5 M, 0,6 M ou 0,7 M), guanidina (0,5 M, 1 M, 1,5 M, 2 M, 2,5 M, 3 M ou 

3,5 M) ou DTT (2 mM) no tampão de renaturação (R1) foram também avaliadas 

durante as etapas de compressão/descompressão.  

3.10.  Avaliação da fluorescência intrínseca do triptofano e dispersão de 

luz de IBs contendo NS1 ZIKV. 

A fluorescência intrínseca do triptofano (Trp) e dispersão de luz (LS) foram 

mensurados em suspensões de IBs contendo NS1 ZIKV com auxílio de 

espectrofluorímetro Cary Eclipse (Varian). Os dados foram coletados em cubetas de 

trajeto óptico de 1 cm e as medidas foram realizadas em um ângulo de 90 ° em relação à 

luz incidente, com tempo de resposta de 1 segundo (s) e velocidade de leitura de 240 

nm/minuto. As mensurações de LS foram realizadas com excitação a 320 nm, e a 

emissão foi coletada na faixa de 315 a 325 nm. A emissão de fluorescência intrínseca do 

triptofano foi coletada entre 300 e 400 nm, com excitação em 290 nm. As curvas LS 

foram obtidas de IBs solubilizados em tampão contendo concentrações crescentes de 

guanidina (0 a 3 M), arginina (0 a 0,6 M) ou aumentando o pH (7 a 12). 
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3.11.  Avaliação de oligômeros da proteína NS1 ZIKV. 

Amostras da proteína NS1 ZIKV obtida por HHP foram analisadas por 

cromatografia de exclusão de tamanho utilizando coluna Superdex 200 10/300 (GE 

Healthcare, USA) acoplado a um sistema AKTA (GE Healthcare, USA). Os tampões 

utilizados para a eluição proteica foram Tris 50 mM (pH de 8,5) ou CAPS 50 mM (pH 

de 11,0). As proteínas comerciais ovalbumina (Monômeros e dímeros de, 

respectivamente, 44,3 kDa e 88,6 kDa) e BSA (monômeros de 66,4 kDa) foram 

utilizadas para calibrar a referida coluna. Uma equação de regressão linear foi 

estabelecida com base no tempo de retenção proteica obtida durante a cromatografia: Y 

= -0,03838 X + 14,82, onde Y é o volume de eluição e X é a massa molecular (N = 3, r2 

= 0,9989). Esta última foi utilizada para estimar a massa molecular dos oligômeros da 

proteína NS1 ZIKV. 

3.12. Dicroísmo circular (CD) 

Medidas de dicroísmo circular foram realizadas com espectropolarímetro Jasco 

J-720 (Jasco, USA) em amostras da proteína NS1 ZIKV obtida por HHP. Os espectros 

foram adquiridos em células de quartzo de comprimento de caminho de 0,2 cm a uma 

concentração de proteína de 2 μM em tampão contendo fosfato de sódio à 10 mM (pH 

8,5). Três varreduras consecutivas de 260 a 190 nm foram realizadas. As elipticidades 

brutas observadas foram convertidas nas elipticidades molares (θ). A estrutura 

secundária foi estimada a partir de espectros de ultravioleta ajustados usando o servidor 

DichroWeb (112). A porcentagem total dos componentes da estrutura secundária foi 

obtida usando diferentes programas de análise (SELCON3, Contin-LL e CDSSTR) com 

diferentes conjuntos de referência de proteínas (113).  

 

3.13. Purificação do ZIKV e obtenção de piZIKV. 

O ZIKV
BR

 em células C6/36 por 5-7 dias até o aparecimento de efeitos 

citopáticos. Após esse período, o sobrenadante da cultura foi coletado, centrifugado 

(3200 G, 15 min, 4°C) e recuperado. Para a purificação, o sobrenadante de cultura (250 

ml) foi diafiltrado e concentrado (~10x) para tampão A2 (Fosfato de Sódio 0,02 M; 

NaCl 0,3 M; pH 7,0) em aparelho Labscale TFP System (Millipore), utilizando 

membrana Pellicon de 100 kDa (Millipore). A suspenção viral foi submetida à 
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purificação por cromatografia em coluna trocadora aniônica CaptoQ 1 mL (GE 

Healthcare, USA). O processo de purificação foi realizado em aparelho AKTA – Avant 

(GE Healthcare, USA). A coluna foi previamente equilibrada com 5 volumes de coluna 

(VC) de tampão A2. A amostra foi aplicada à coluna e, em seguida, a coluna foi lavada 

novamente com 5 VC de tampão A2. O processo de eluição foi realizado pela aplicação 

de 20 VC de tampão B2 (Fosfato de Sódio 0,02 M; NaCl 1 M; pH 7,0). As alíquotas 

resultantes da primeira etapa foram imediatamente submetidas a um segundo passo de 

purificação em coluna HiTrap Capto Core 700 1 ml (GE Healthcare, USA), previamente 

equilibrada com tampão A2. A amostra foi aplicada junto a coluna mencionada, sendo a 

fração não ligada (flow-through), contendo as partículas virais, recuperada. Ao final da 

purificação as alíquotas foram reunidas, aliquotadas e armazenadas em freezer -80 °C.  

Alíquotas correspondentes a cada etapa de purificação foram coletadas para análises de 

pureza por eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5% (SDS-Page) e titulação viral. 

Ao final do processo as colunas cromatográficas e aparelho foram sanitizados com 

solução contendo NaOH 0,5 M, seguida de lavagem com água mili-Q e solução 

contendo 20% de etanol. 

A obtenção de partículas inativadas do ZIKV (piZIKV) foi realizada de acordo a 

protocolo adaptado (114). Brevemente, formalina (Formaldeído 0,929% em PBS, pH 

7,2) (Synth, Brasil) foi diluída na proporção de 1:50 (v/v) em alíquota obtida do ZIKV 

purificado.  A mistura foi mantida por 12 dias (4 °C) sob agitação para inativação viral.  

Metabissulfito de Sódio (3,75%) foi adicionado à mistura viral (1:100) para inativação 

da formalina. A amostra resultante foi dialisada para tampão PBS (pH 7,2), aliquotada e 

armazenada em freezer -80 °C.  A concentração proteica das amostras foi mensurada 

usando kit de Bradford (Cat.: 23236, Thermo Scientific, USA), conforme instruções do 

fabricante. Uma curva com diferentes concentrações de BSA (Cat.: 23209, Thermo 

Scientific, USA) foi utilizada como padrão. A inativação viral foi confirmada por 

titulação viral em células VERO (Item 3.22).  

3.14.  ELISA  

3.14.1. Versão in house. 

Microplacas de 96 poços (Cat.: 9018, Corning, USA) foram sensibilizadas por 

18 h a 4 °C com as proteínas de interesse na proporção de 200 ng/poço, previamente 

diluídas em tampão de sensibilização (32,5 mM NaHCO3, 14,9 mM Na2CO3, pH 9,6). 
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As placas foram lavadas três vezes com PBS 1x contendo 0,05% de Tween-20 (PBS-T). 

Após lavagem, etapa de bloqueio foi realizada (2 h a 37 ºC) mediante adição (200 

µl/poço) de solução de bloqueio (SB) contendo leite 3% acrescido de 0,5% BSA em 

PBS-T. Após novo ciclo de lavagem (3x), 100 µl dos soros diluídos individuais foram 

adicionados aos poços e incubados por 1 h a 37 °C. Após lavagem (3x), foram 

adicionados aos poços 100 µl do anticorpo anti-IgG humano (Cat.: A0170) ou de 

camundongo (Cat.: A4416) conjugados a HRP (Horseradish Peroxidase) (Sigma-

Aldrich, USA) diluídos na proporção de diluição 1:4000. Para a determinação das 

subclasses de IgG foram empregados anticorpos anti- IgG1 (Cat. 1070-05), IgG2a 

(Cat.:1080-05), ou IgG2bc (Cat.: 1079-05) (Southern Biotech, USA). Após incubação de 1 

h (37°C), as placas foram novamente lavadas (3x) com PBS-T e a revelação da reação 

foi realizada mediante adição de 100 µL/poço da solução reveladora (contendo OPD e 

peróxido de hidrogênio) por 15 min, a temperatura ambiente sob abrigo da luz. A reação 

foi interrompida com 50 µL/poço de ácido sulfúrico a 1 M (Synth, Brasil). A leitura da 

absorbância resultante foi realizada a 492 nm (Abs492nm) em leitor de placa (Multiscan 

MS- Labsystems). 

Para os ensaios cuja etapa de pré-adsorção foi adotada, as amostras de soro 

foram pré-incubados (1 h a 37°C), na diluição final de 1/100, com solução de bloqueio 

contendo as quatro proteínas ∆NS1 do DENV (1, 2, 3 e 4) na concentração de 22 ng/ul 

para cada proteína. Após incubação, as misturas contendo soro foram transferidas para 

as placas de ELISA previamente sensibilizadas com o antígeno ∆NS1 ZIKV.   

Para os ensaios de antigenicidade as proteínas foram submetidas, ou não, à 

desnaturação térmica (aquecimento a 100°C por 10 min, seguido de resfriamento em 

gelo) antes da sensibilização das microplacas.  

3.14.2. Versão Otimizada. 

As soluções que compõem o protocolo de ELISA baseado na proteína ∆NS1 

estabelecido in house foram parcialmente substituídas (Tabela 5). Assim, um protocolo 

otimizado foi então estabelecido (ELISA ZIKA-v IgG). Resumidamente, microplacas 

de Stripwell High Binding (Cat.: 2592, Corning, USA) foram sensibilizadas com o 

antígeno NS1 ZIKV na concentração de 200 ng/poço (diluída em tampão 

carbonato/bicarbonato: 32,5 mM NaHCO3, 14,9 mM Na2CO3, pH 9,6) por 1 h (37
 º
C). 

O bloqueio foi realizado com o reagente WellChampion (Cat.: 4900, KenEnTech, 

Dinamarca), conforme instruções do fabricante. As amostras de soro (previamente 
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inativadas por incubação a 56°C por 30 min) foram diluídas (1/10) em tampão de 

depleção [PBS1x-Tween 0,05% contendo 22 ng/ul de cada umas das proteínas ∆NS1 do 

DENV (1, 2, 3 e 4)] e incubadas a 37 ºC por 1 h. Transcorrido esse tempo, as amostras 

de soro depletadas foram diluídas em solução diluente 1 (PBS1x-Tween 0,05%) na 

proporção de 1/10 e adicionada (100 µl/poço) à placa sensibilizada e bloqueada 

previamente com o antígeno ∆NS1 ZIKV. Após incubação (1 h, 37 ºC) e ciclo de 

lavagem (5 vezes com PBST 1x-Tween 0,05%), anticorpo anti-IgG humano conjugado 

à HRP (1:4000) em tampão HRP Stabilizer (Cat.: 4800, KPL, USA) foi adicionado à 

placa (100 µl/poço), sendo incubado por 1 h (37 ºC). Ao final, procedeu-se novo ciclo 

de lavagem, como posterior revelação do ensaio mediante adição de 100 µl/poço do 

reagente TMB (KenEnTech, Dinamarca) e parada da reação seguindo as instruções do 

fabricante. A leitura da absorbância resultante foi realizada a 450 nm (Abs450nm) em 

leitor de placa (Multiscan MS- Labsystems). 

 

Tabela 5. Otimização das soluções utilizadas no teste de ELISA baseado na 

proteína ΔNS1 ZIKV. 

REAGENTE PROTOCOLO IN HOUSE PROTOCOLO  

ELISA ZIKA-v IgG 

Tampão de Sensibilização PBS 1x Carbonato-Bicarbonato 

Solução de Bloqueio PBS 1X + 0,05% Tween-20 + Leite 3% + BSA 

0,5% 

SyntheticBlocking  

(Kem-En-Tec) 

Solução de Lavagem PBS 1X + Tween 0,05% PBS 1X + Tween 0,05% 

Diluente da amostra PBS 1X + Tween 0,05% + Leite 3% + BSA 0,5% PBS 1X + Tween 0,05% 

Diluente das proteínas de 

adsorção 

PBS 1X + Tween 0,05%+ Leite 3% PBS 1X + Tween 0,05% 

Diluente do anticorpo de 

detecção 

PBS 1X + Tween 0,05% + Leite 3% + BSA 0,5% HRP Stabilizer (KPL) 

Solução de Revelação OPD + H2O2 TMB (Ken-En-Tec) 

Solução de Parada Ácido Sulfúrico (1 M) Ácido Sulfúrico (0,2 N) 

 

3.14.3. Avaliação do protocolo de ELISA estabelecido in house.  

A especificidade dos protocolos de ELISA baseados nas proteína ∆NS1 ZIKV 

ou EDIII ZIKV, estabelecidos in house, foram avaliados utilizando amostras de ascites 
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hiperimunes produzidas em camundongos infectados com DENV (GenBank: 

D00346.1), CHIKV (GenBank: AF339485.1), YFV (GenBank: X03700.1) ou ZIKV 

(GenBank: KF383035.1). Estas amostras foram cedidas gentilmente pelo Dr. Amadou 

Alpha Sall (Instituto Pasteur de Dakar, Senegal). Alternativamente, amostras de soro 

obtidas de camundongos AG129 saudáveis (Naive) ou infectados separadamente com o 

ZIKV
BR 

ou os quatro sorotipos de DENV foram também utilizadas (Tabela 6). A 

presença de anticorpos direcionados aos respectivos vírus foi confirmada por ELISA 

tendo como antígenos de fase sólida as proteínas ∆NS1 de ZIKV ou DENV1-4, bem 

como partículas dos respectivos DENV ou ZIKV.  

 

       Tabela 6. Amostras de soro ou ascites murinas utilizadas no trabalho. 

TIPO DE AMOSTRA VÍRUS QUANTIDADE ORIGEM 

Ascite DENV 4 Instituto Pasteur 

Ascite ZIKV 4 Instituto Pasteur 

Ascite YFV 4 Instituto Pasteur 

Ascite CHIKV 4 Instituto Pasteur 

Soro DENV1 14 In house (LDV/USP) 

Soro DENV2 9 In house (LDV/USP) 

Soro DENV3 10 In house (LDV/USP) 

Soro DENV4 7 In house (LDV/USP) 

Soro Naive 10 In house (LDV/USP) 

 

Amostras de soro humano obtidas de pacientes infectados previamente pelo 

DENV e/ou ZIKV foram também utilizadas. Um conjunto de oito amostras DENV+ 

(coletadas antes de 2014, período prévio à epidemia do ZIKV no Brasil) foram 

gentilmente cedidas pelo professor Dr. Paolo Marinho de Andrade Zanotto (ICB/USP). 

Além disso, conjuntos de amostras de pessoas saudáveis (ZIKV
-
DENV

-
) ou infectados 

pelo ZIKV (com imunidade prévia ou não para o DENV [ZIKV
+
DENV

+
 ou 

ZIKV
+
DENV

-
]), foram cedidas pelo professor Dr. Edison Luiz Durigon (ICB/USP). 

Estas amostras foram validadas por RT-PCR (ZIKV) e PRNT90 (ZIKV e DENV). 

A avaliação da positividade das amostras testadas foi realizada mediante 

determinação do ponto de corte (cut-off) baseando-se na média das absorbâncias 

(Ab492nm) dos soros negativos acrescidos do valor de 2 desvios padrões em relação à 

média. Amostras com Ab492nm superior ao cut-off foram consideradas positivas. 
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3.14.4. Validação do protocolo otimizado de ELISA ZIKA-v IgG. 

A performance do ELISA ZIKA-v IgG foi avaliada frente a soros de indivíduos 

previamente infectados pelo ZIKV ou DENV, bem como de indivíduos vacinados para 

febre amarela (Tabela 7). As amostras foram cedidas gentilmente pelos professores Dr. 

Edison Luís Durigon (ICB/USP) e Dr. Albert Ko. Essas amostras foram validadas por 

RT-PCR (ZIKV e DENV) ou PRNT90 (ZIKV e DENV).  

Para avaliação dos parâmetros de especificidade e sensibilidade do teste de 

ELISA ZIKA-v IgG, os resultados obtidos para as amostras do grupo G4 e G5 (Tabela 

7) foram utilizados para determinação da curva ROC (do inglês, Operating 

Characteristic Curve), comparando-se o referido teste de ELISA com o PRNT90, 

realizado para o ZIKV. O valor de cut-off estabelecido para o ELISA ZIKA-v IgG foi de 

Abs450nm de 0,2295.  

 

Tabela 7. Distribuição das amostras de soro humano obtidas de estudos de coorte.  

GRUPO AMOSTRAS ORIGEM QUANT. 

G1 Dengue – confirmado por RT-PCR Dr. Albert Ko 35 

G2 Zika - confirmado por RT-PCR Dr. Edison Durigon 10 

G3 Vacinados para febre amarela Dr. Albert Ko 40 

G4 ZIKV positivas* Dr. Albert Ko 65 

G5 ZIKV negativos* Dr. Albert Ko 85 

Total   235 

*Confirmadas por PRNT90 ZIKV. 

3.15. Western blot  

As amostras proteicas foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida 

a 15% (SDS-Page) e transferidas para membrana de nitrocelulose (GE Healthcare, 

USA). O bloqueio da membrana foi realizado em solução de PBS-Tween 0,05% (PBS-

T) acrescida de 3% de leite desnatado (Molico, Nestlê) por até 18 h (overnight) a 4 °C. 

A marcação primária foi realizada por incubação de 1 h à temperatura ambiente (T.A) 

com anticorpo monoclonal anti-HisTag (Cat.: MA1-21315, Invitrogen, USA) na 

diluição de 1:3000 ou anti-gD HSV1 na diluição de 1:10000, ambos preparados em 

tampão de bloqueio. Após lavagem da membrana por 3X com PBS-T, a marcação 
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secundária foi realizada com anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado à HRP 

(Cat.: A4416, Sigma-Aldrich, USA) (diluição 1:3000, em tampão de bloqueio) por 1h 

(T.A). Após novo ciclo de lavagem, as bandas reativas resultantes foram identificadas 

pela exposição das membranas à solução ECL Select
TM

 (Cat.: RPN2235, GE 

Healthcare, USA), de acordo com as indicações do fabricante. Imagens foram 

capturadas em aparelho ChemiDoc™ XRS+ System (Bio-Rad, USA) utilizando o 

software ImageLab (Bio-Rad, USA). 

3.16.  Procedimento de imunização 

3.16.1. Formulações vacinais baseadas em proteínas recombinantes purificadas. 

Camundongos da linhagem C57BL/6 ou AG129 foram inoculados por via 

subcutânea de acordo aos seguintes grupos de imunização: 1) solução salina apirogênica 

(EQUIPLEX, Brasil) acrescida dos adjuvantes Poly (I:C) (Cat.: tlrl-pic-5, InvivoGen, 

USA) e LT-B; 2) 3,6 μg de ∆NS1 ZIKV; 3) 3,6 μg de ∆NS1 ZIKV co-administrada com 

3,4 μg do adjuvante LT-B. 4) 3,6 μg de ∆NS1 ZIKV co-administrada com 50 μg do 

adjuvante Poly (I:C).  5) 10 μg de NS1 ZIKV; 6) 10 μg de NS1 ZIKV co-administrada 

com 3,4 μg do adjuvante LT-B. 7) 10 μg de NS1 ZIKV co-administrada com 50 μg do 

adjuvante Poly (I:C).  Cada grupo de animais (n=5-7) recebeu três doses das 

formulações vacinais, sendo adotado um intervalo de 2 semanas entre as mesmas.  

Para as imunizações baseadas nos antígenos EDIII ZIKV, ∆EDIII ZIKV e 

piZIKV, animais C57BL/6 foram inoculados por via intramuscular (i.m.) de acordo aos 

seguintes grupos de imunização: 1) PBS acrescido dos adjuvantes 100 µg Alum (Cat.: 

vac-alu-vac, InvivoGen, USA) e 1 µg LTK63; 2) 25 µg  EDIII ZIKV co-administrada 

com 100 µg Alum; 3) 25 µg  EDIII ZIKV co-administrada com 100 µg Alum e 1 µg 

LTK63; 4) 25 µg  ∆EDIII ZIKV co-administrada com 100 µg Alum; 5) 25 µg  ∆EDIII 

ZIKV co-administrada com 100 µg Alum e 1 µg LTK63; 6) 10 µg piZIKV; 7) 10 µg  

piZIKV co-administrada com 100 µg Alum; 8) 10 µg piZIKV co-administrada com 100 

µg Alum e 1 µg LTK63.Alternativamente, camundongos da linhagem BALB/c foram 

inoculados por via subcutânea de acordo aos seguintes grupos de imunização: 1) 

Animais que receberam o veículo vacinal (PBS); 2) animais que receberam 10 μg de 

∆NS1 ZIKV co-administrada com 1μg do adjuvante LT-1. Cada grupo de animais (n=3) 

recebeu três doses das formulações vacinais, sendo adotado um intervalo de 2 semanas  

entre as doses.  
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Todas as formulações vacinais foram preparadas contendo como aditivo a 

Polimixina B para uma concentração final de 40 µg/ml. Para o monitoramento de 

resposta de anticorpos específicos contra o antígeno vacinal, amostras de sangue dos 

animais foram obtidas por punção do plexo submandibular e processadas (coagulação a 

37 ºC por 15 min e retração do coágulo a 4 ºC por 30 min, seguida de centrifugação à 

3000 x g por 30 min, 4°C) para obtenção de soro. As amostras obtidas foram estocadas 

em freezers a – 20ºC para análises posteriores. As coletas de sangue foram realizadas 

um dia antes de cada dose e 14 dias após a administração da última dose do protocolo 

vacinal.  

Para os ensaios de avaliação da resposta celular o baço dos animais imunizados 

(linhagem C57BL/6) ou amostras de sangue anticoaguladas com heparina (linhagem 

AG129) foram obtidos 14 dias após a última dose vacinal. Os animais submetidos à 

retirada do baço foram previamente eutanasiados em câmera de CO2, sendo a retirada 

cirúrgica do baço realizada em ambiente estéril. As amostras foram processadas e 

analisadas de acordo ao descrito no item 3.16.3. 

3.16.2. Formulações vacinais baseadas em vetores plamidiais. 

Camundongos da linhagem C57BL/6 ou AB6 foram imunizados com 2 doses de 

50 µg de pUMVC3, pNS1-ZIKV ou pgDNS1-ZIKV formulado (50 µl/animal) em 

solução salina 0,9% apirogênica (EQUIPLEX, Brasil). Para a imunização, os animais 

foram previamente anestesiados com uma mistura de Ketamina (CEVA, Brasil) e 

Xilazina (CEVA, Brasil) (100 e 10 mg/kg, respectivamente) administrada por via 

intraperitoneal (i.p.). Em seguida, os animais receberam injeções intramusculares (i.m.) 

com as formulações vacinais por meio de eletroporação (dois pulsos de 130 V com 

duração de 1 ms e quatro pulsos de 70 V com duração de 50 ms, com intervalo de 450 

ms entre cada pulso) com o eletrodo CUY560-5-0.5 usando o NEPA21 Super 

Electroporator (Nepa Gene Co, Japão.). As doses vacinais foram intervaladas em 2 

semanas. Amostras de sangue foram obtidas 14 dias após a administração de cada dose 

de acordo ao descrito no item 3.16.1.  
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3.17.  Ensaios de citometria de fluxo. 

3.17.1. Avaliação do reconhecimento da proteína NS1 ZIKV nativa por soros anti-

∆NS1 ZIKV e mAb 4H2. 

Monocamadas de células VERO CCL-81 foram obtidas após semeadura (5 x 10
5 

/poço) em placas de 24 poços (Costar, USA). As células foram infectadas com o 

ZIKV
BR

 (M.O.I = 1) por 24 h (37 °C, 5% CO2). As células foram lavadas duas vezes 

com PBS (1 ml/poço), tripsinizadas e fixadas/permeabilizadas com tampão BD 

Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, USA), de acordo as instruções do fabricante. Em 

seguida, as células foram incubadas (30 min em gelo) com diferentes diluições do soro 

α∆NS1 (1/1000 ou 1/2000) ou anticorpo monoclonal 4H2 (16 ng/ml ou 8 ng/ml) 

preparados em solução de permeabilização (BD Biosciences, USA). O mAb 4G2 (16 

ng/ml) foi utilizado como um controle positivo do ensaio. Após ciclo de lavagem (2x 

com PBS + 2% SFB), as células foram incubadas com anticorpo anti-IgG de 

camundongo conjugado ao fluorocromo AlexaFluor 488 (Cat.: A11001, Invitrogen, 

USA) por 30 min em gelo. Após ciclo de lavagem as células foram suspensas em PBS + 

2% SFB e avaliadas por citometria de fluxo em equipamento BD LSRFortessa
TM

 (BD 

Biosciences, USA). Os dados obtidos foram analisados com software FlowJo  v.10 

(TreeStar, OR, USA). 

3.17.2. Detecção da proteína NS1 ZIKV em células transfectadas.  

Células HEK-293T tranfectadas com os plasmídeos pUMVC3, pNS1-ZIKV ou  

pgDNS1-ZIKV foram obtidas de acordo ao descrito no item 3.7. As células foram 

fixadas, permeabilizadas, marcadas e analisadas de acordo ao descrito no item anterior 

(3.16.1). A marcação primária foi realizada com mAb 4H2 (5 µg/ml) em gelo durante 

30 min, sendo a marcação secundária realizada também com anticorpo de detecção anti-

IgG de camundongo conjugado com Alexa Fluor 488 (Cat .: A11001, Thermo Fisher 

Scientific) diluído 1:800.  

3.17.3. Marcação intracelular de citocinas. 

A marcação de citocinas intracelulares foi realizada em amostras de sangue 

periférico ou esplenócitos (obtidos após procedimento de maceração em meio RPMI) de 

camundongos imunizados.  Para isso, as amostras de sangue periférico ou esplenócitos 

foram tratadas por 5 min (TA) com tampão de lise ACK (BioSourceInternational, 

Waltham, USA) para remoção das hemácias presentes, seguido de neutralização com 
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meio RPMI 1640 (Vitrocell, Brasil) acrescido de 2% SFB e centrifugação (500 x g, 5 

min). Após novo ciclo de lise com o tampão de lise, as células foram recuperadas após 

centrifugação (500 x g, 5 min) e suspensas em meio RPMI completo [RPMI 1640 

suplementado com 10% de SFB, 2 mM L-glutamina, 1 mM piruvato de sódio (Gibco, 

USA), 1% vol/vol solução de aminoácidos não essenciais (Gibco, USA), 1% vol/vol 

solução de aminoácidos essenciais (Gibco), 1% vol/vol solução de vitaminas (Gibco, 

USA)), 55 μM 2β-mercaptoetanol (Gibco, USA)]. A viabilidade celular foi avaliada 

usando o corante de exclusão azul de Tripan 0,4% (Sigma-Aldrich, USA). A 

concentração celular foi mensurada em câmara de Neubauer e ajustada para os ensaios 

imunológicos. 

Os esplenócitos ou células sanguíneas foram distribuídos (10
6
 células em 200 

μl/poço) em placas de 96 poços (Cat.: 3788, Corning, USA). Estas foram cultivadas por 

até 12 h (estímulo com peptídeo) ou 48 h (estímulo com o vírus Zika) a 37ºC (5% CO2) 

em meio RPMI completo contendo como aditivo Brefeldin A (10 μg/ml) (Cat.: 555029, 

BD Bioscience, USA) e monensina (10 μg/ml) (Cat.: 554724, BD Biosciences, USA), 

anticorpo anti-CD28 (0,5 µg/ml) (Cat.: 102102, BioLegend, USA), na presença ou 

ausência dos peptídeos 36, 125 ou 128 (5 µg/ml) (Tabela 1)
 
ou infecção com o vírus 

Zika (M.O.I = 0,5), de acordo ao descrito previamente (115,116). Os reagentes 

Brefeldin A e monensina foram adicionados somente nas últimas 12 h prévias à 

finalização do ensaio. Ao final do período de cultivo, as células foram lavadas duas 

vezes com PBS+2% SFB. As células foram então incubadas (30 min, 4 ºC) com 

anticorpos monoclonais anti-CD3 (PerCP-Cy5.5, Clone: 145-2C11) (Tonbo 

Biosciences, USA), anti-CD8 (APC ou FITC) (BD Biosciences, USA), anti-CD4 (APC-

H7, Clone: GK1.5) (BioLegend, USA) e anti-CD11a (PE, Clone: 2D7) (BD 

Biosciences, USA). Após lavagem (2x com PBS 2% SFB), as células foram fixadas e 

permeabilizadas com tampão Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, USA) de acordo as 

instruções do fabricante. Em seguida, as células foram incubadas (30 min, 4 ºC) com 

anticorpos monoclonais anti-IFN-γ (PE, Clone: XMG1.2) (eBioscience, USA) ou 

(FITC, Clone: XMG1.2) (Tonbo Biosciences, USA); anti-IL-4 (BV421) (BD 

Bioscience), anti-TNFα (PE-Cy7, Clone: MP6-XT22) (BD Biosciences, USA), todos 

diluídos em tampão de permeabilização (Cat.: 554715, BD Biosciences, USA). Após 

novo ciclo de lavagem, as células foram suspensas em PBS+2% SFB e avaliadas em 
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equipamento BD LSRFortessa
TM

 (BD Biosciences). Os dados obtidos foram analisados 

com software FlowJo  v.10 (TreeStar, OR, USA). 

3.18. Ensaios de Desafio 

3.18.1. Infecção de camundongos AG129 com ZIKV. 

Para padronização do ensaio de desafio camundongos da linhagem AG129 (8-11 

semanas) foram infectados com diferentes doses (10
4
-10

7 
UFP/animal) do ZIKV

BR
, 

formulado para o volume final de 50 µl em meio MEN acrescido de 1% SFB. Os 

animais foram inoculados por via subcutânea seguindo protocolo descrito previamente 

(117). Aos animais controles foi administrada somente a solução veículo (MEN + 1% 

SFB). Os animais infectados foram monitorados diariamente quanto ao peso corporal 

(mensurado com auxílio de balança analítica), aparecimento de sinais clínicos (fraqueza 

muscular, pelo eriçado, paralisia total ou parcial de membros, arqueamento da coluna) e 

mortalidade. Amostras de soro dos animais foram obtidas em dias alternados e 

estocados a -80 °C para análise de viremia. 

O desafio de animais AG129 imunizados foi realizado duas semanas após a 

terceira dose vacinal. Para isso os animais foram inoculados por via subcutânea com 50 

μL de meio MEN+1%SFB contendo 10
5
 UFP do ZIKV

BR
. Os camundongos foram 

monitorados por até 13 dias quanto ao aparecimento de sinais de morbidade (fraqueza 

muscular, arqueamento da coluna, paralisia parcial ou total de membros), perda de peso 

corporal e mortalidade. Amostras de soro dos animais foram coletadas e estocadas a -80 

°C para análise de viremia. 

 

3.18.2. Desafio de animais AB6 imunizados com as vacinas de DNA. 

Duas semanas após a administração da segunda dose vacinal, os camundongos 

AB6 imunizados foram infectados por via intravenosa (i.v.) com 10
6
 UFP de ZIKV

BR
. 

Os animais foram monitorados por até 15 dias quanto ao aparecimento de sinais clínicos 

de acordo com uma escala de pontuação arbitrária (saudável, pontuação 0; pelo eriçado, 

pontuação 1; paralisia, pontuação 2; coluna vertebral curvada, pontuação 3; moribundo, 

pontuação 4), mensuração do peso corporal e mortalidade. Amostras de soro foram 

coletadas e armazenadas a -80 °C para análise de viremia. 

Para os experimentos de ELISpot os animais AB6 imunizados foram infetados 

duas semanas após a administração da segunda dose vacinal, confirme descrito acima. 
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Três dias após infecção, os animais foram eutanasiados e o baço dos mesmos foram 

recuperados e processados de acordo ao descrito nos itens 3.15.1. e 3.16.3. 

 

3.19. ELISpot 

O ensaios de ELISpot (do inglês, Enzyme-linked Immunospot) foram realizados 

de acordo com um protocolo previamente descrito (116). Resumidamente, os 

esplenócitos de camundongos imunizados e infectados foram distribuídos (2×10
5
 

células / poço) em placas de 96 poços (Millipore, USA), previamente revestidas com 

anticorpo de captura para IFN-γ (BD Biosciences, USA). Em seguida, as células foram 

cultivadas por 48 h (37 °C, 5% de CO2) na presença ou ausência de peptídeos 36 e 128 

(Tabela 1) derivados de NS1 (100 ng de cada peptídeo/poço). Após período de 

estimulação, as placas foram lavadas (3 × com PBS e 5 × com PBS-T) e incubadas (2 h, 

T.A) com mAb anti-IFN-γ de rato biotinilado (BD Biosciences, USA) (2 µg/ml). Após a 

lavagem, as placas foram incubadas com estreptavidina marcada com peroxidase 

(1:500) (Sigma-Aldrich, EUA) por 2 h em temperatura ambiente. As placas foram 

lavadas novamente e reveladas com TrueBlueTM Substrate (KPL, Milford, MA, USA) 

por 20 min. (T.A). Os spots resultantes foram contados e expressos como células 

produtoras de IFNγ / 10
6
 esplenócitos. 

3.20. Imunofluorescência. 

3.20.1. Caracterização da especificidade do monoclonal anti-NS1 4H2. 

Para avaliação do potencial diagnóstico do anticorpo monoclonal 4H2 (Anti-

NS1 ZIKV), monocamadas de células VERO CCL-81 foram obtidas por cultivo em 

placas de cultura celular (Cat.: 3595, Costar, USA) de 48 poços (7x10
4
 cél./poço) 

utilizando meio MEM (Vitrocell Embriolife) suplementado com 2% SFB. As células 

foram incubadas (37 °C, 5% CO2) por 24 h. As células foram infectadas separadamente 

com o ZIKV
BR

 ou DENV2 (cepa NGC) a uma multiplicidade de infecção (MOI) de 1,0. 

Após 24 h do início da infecção as células foram lavadas com PBS 1x e fixadas (15 

min., T.A.) com solução de paraformaldeído 4% (4% PFA) em PBS (250 µl/poço). 

Após fixação, as células foram permeabilizadas (10 mim., T.A.) com solução de 0,1 % 

Triton X-100 (Thermo Scientific, USA) preparada PBS (250 µl/poço). Em seguida, as 

células foram lavadas duas vezes com PBS e bloqueadas com solução de 2% BSA em 

PBS (30 min., T.A.). As células infectadas pelos diferentes vírus foram então incubadas 
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(1 h, T.A., sob agitação) com diferentes concentrações dos anticorpos monoclonais 4H2 

(10, 20 e 40 μg/ml), 4F6 (20 μg/ml) ou 4G2 (40 μg/ml) diluídos previamente em 

solução de bloqueio (100 µl/poço). Após lavagem (3 vezes) com PBS, as células foram 

incubadas (45 min., T.A., sob agitação) com anticorpo anti-IgG de camundongo 

conjugado com AlexaFluor 488 (Cat.: A11001, Invitrogen, USA) (75 µl/poço).  Após 

novo ciclo de lavagem, as células foram incubadas (20 min., T.A.) com corante para 

núcleo Hoechst 33342 (Life Technologies, USA) diluído (1/500) em PBS (75 µL/poço). 

Após ciclo de lavagem as células foram visualizadas em microscópio de fluorescência 

Evos FL (Thermo Scientific, USA) e imagens foram capturadas com aumentos de 100x 

e 200x. 

3.20.2. Detecção da proteína NS1 ZIKV em células tranfectadas. 

Células HEK-293T transfectadas foram lavadas (2×) com PBS e fixadas com 4% 

PFA  (15 min., T.A.). Após a incubação, as células foram permeabilizadas com 0,1% 

Triton X-100 em PBS (15 min à TA) e bloqueadas com uma solução de bloqueio (BS) 

(2% BSA diluído em PBS) por 30 min (T.A). Após um novo ciclo de lavagem (3×) com 

PBS, as células foram marcadas com mAb anti-NS1 ZIKV 4H2 (20µg/ml), diluído em 

BS e mantidas por 1 h (T.A.), sob agitação. Após lavagem (3 ×) com PBS-T, as células 

foram incubadas (45 min., T.A.) com anticorpo IgG anti-camundongo conjugado com 

AlexaFluor 488 (Cat .: A11001, Invitrogen, USA). Finalmente, as células foram lavadas 

com PBS-T e observadas em microscópio de imunofluorescência (Evos FL Thermo 

Scientific, USA). Imagens foram capturadas com aumento de 100x. 

3.21.  RT-PCR 

Para a análise da replicação viral em animais AG129 infectados, por meio da 

detecção da quantidade de cópias de RNA viral, amostras de soro (50 µL) foram 

submetidas à extração do material nucleico utilizando o Kit MagMax™ Core Nucleic 

Acid Purification (Applied Biosystem) conforme o requerido pelo fabricante, com o 

auxílio do equipamento extrator MagMAX™ Express 96 (Applied Biosystem). O 

ensaio de RT-PCR foi realizado de acordo a protocolo previamente estabelecido 

(118,119), utilizando oligonucleotídeo iniciador senso ZIKV 1086 5’-

CCGCTGCCCAACACAAG-‘3, antisenso ZIKV 1162c 5’-

CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT-‘3 e sonda com gene marcado ZIKVP 1107-

FAM-AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA (11). O ensaio foi realizado 
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utilizando 5 µl do RNA extraído, 1 µl da mistura de iniciadores/sonda (10 pM/µl) e 9 µl 

do reagente AgPathIDTM OneStep RT-PCR (Applied Biosystems), de acordo com as 

instruções do fabricante. A amplificação gênica foi avaliada em equipamento de Real-

Time PCR System 7500 (Thermo Scientific, USA). Os resultados obtidos foram 

analisados com software 7500 Software v2.0.6 (Thermo Scientific, USA), sendo 

calculados e expressos em cópias de genoma viral/ml com base em uma equação de 

regressão linear obtida de curva padrão do ensaio. 

 

3.22. Titulação viral e PRNT 

Diluições seriadas das amostras de soro obtidas dos animais infectados ou de 

cultura viral foram adicionadas em placas (24 poços) contendo monocamadas da 

linhagem celular VERO (10
5
 células/poço) e incubada por 1 h a 37ºC. Após incubação, 

a mistura foi retirada de contato com a monocamada celular por aspiração e as células 

incubadas durante 5-10 dias em estufa (37 C°, 5 % CO2) com adição de 1 ml/ poço de 

meio MEM acrescido de carboximetilcelulose (1%) e SFB (2%). Ao final do ensaio a 

monocamada celular foi fixada com formaldeído (4%) por 15 min., lavada com água 

corrente e corada com solução de cristal violeta para evidenciação da formação de 

placas de lise. As placas de lise foram contabilizadas e expressas em unidades 

formadoras de placa de lise (UFP) por ml.  

Para os ensaios de PRNT (do inglês, Plaque reduction neutralization test) 

diluições seriadas (log. 2) das amostras de soros (previamente inativadas por incubação 

a 56 °C/ 30 min) foram incubadas com quantidade fixa (100 UFP) de partículas do 

ZIKV ou DENV1-4 por 30 min a 37°C. Após incubação, as misturas vírus/soro foram 

adicionadas sobre monocamadas de células VERO estabelecidas previamente em placas 

de 24 poços. Após incubação (1 h, 37 °C), a mistura foi retirada de contato com a 

monocamada celular por aspiração, sendo os passos seguintes análogos ao de titulação 

viral descrito anteriormente. Ao final do experimento, as placas de lise foram 

contabilizadas e expressas em unidades formadoras de placa de lise (UFP). Foi 

considerado o título neutralizante como sendo aquele anterior à última diluição em que 

se observa redução de 50% (PRNT50) ou 90% (PRNT90) na formação de placas de lise 

viral quando comparado ao controle.  
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3.23. Análises estatísticas 

As análises estatísticas foram realizadas com o software Prism 6 (GraphPad 

Software Inc, LA Jolla, CA). O teste t foi usado para comparar apenas dois grupos. A 

ANOVA de uma via foi aplicada com o teste de Bonferroni para comparar os resultados 

envolvendo vários (≥3) grupos. ANOVA de duas vias seguida pela correção de 

Bonferroni foi usada quando os dados envolveram vários grupos e mais de uma variável 

(time-point). O teste de Log-rank (Mantel-Cox) foi usado para analisar os dados de 

sobrevida e morbidade. As diferenças foram consideradas significativas quando o valor 

de p (p) foi ≤ 0,05. Para o cálculo da curva ROC foi utilizado o programa Medcalc 

(MedCalc Software Ltd, Acacialaan, Ostend, Belgium) de acordo a protocolo 

previamente estabelecido (120). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

Os resultados obtidos neste trabalho foram divididos em quatro capítulos 

principais visando a melhor compreensão do conteúdo apresentado. Cada capítulo é 

composto pela descrição dos resultados organizados em subseções, bem como uma 

sessão de discussão relacionada a cada capítulo. No primeiro capítulo estão 

apresentados os resultados referentes ao desenho, obtenção e caracterização de 

antígenos recombinantes baseadas nas proteínas NS1 do ZIKV e DENV (sorotipos 1-4). 

Parte destes resultados foram publicados na revista BMC Biotechnology (121) 

(Apêndice B). No segundo capítulo, descreve-se a obtenção de diferentes versões da 

proteína EDIII ZIKV. De posse das proteínas EDIII ZIKV e ∆NS1 ZIKV, procedemos 

então à padronização de ensaios de sorodiagnóstico para detecção específica de 

anticorpos anti-ZIKV, os quais foram descritos no terceiro capítulo. Por fim, o quarto 

capítulo se concentra nos resultados referentes à avaliação da imunogenicidade e 

capacidade protetora de formulações vacinais baseadas das referidas proteínas em 

associação com diferentes adjuvantes. Alternativamente, vacinas de DNA baseadas na 

proteína NS1 ZIKV foram desenhadas e obtidas, sendo a imunogenicidade e capacidade 

protetora também avaliadas em protocolo de imunização e desafio com ZIKV em 

modelo murino. Parte dos resultados deste último capítulo foram publicados na revista 

Frontiers in Medical Technology (122) (Apêndice B).  

 

4.1.CAPÍTULO I. Desenho e obtenção de antígenos recombinantes baseados na 

proteína NS1 ZIKV. 

A proteína NS1 tem sido largamente utilizada como antígeno base para ensaios 

de diagnóstico sorológico de Flavivirus, especialmente para DENV e ZIKV 

(47,58,66,123,124). Além disso, diferentes formulações vacinais baseadas nesta 

proteína demonstraram efeito protetor contra a infecção pelo ZIKV em nível pré-clinico, 

evidências estas que ilustram o seu potencial vacinal (96,99,100,125). Assim, 

inicialmente buscamos expressar e purificar a proteína NS1 ZIKV, a ser utilizada como 

antígeno controle durante a padronização dos ensaios sorológicos para detecção 
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específica do ZIKV bem como empregada como candidato vacinal em ensaios de 

imunização contra o ZIKV. 

4.1.1. Expressão, purificação e validação antigênica da proteína NS1 ZIKV. 

A sequência da proteína NS1 ZIKV foi sintetizada comercialmente no vetor 

pET28a, sendo a construção obtida utilizada para a transformação e avaliação da 

expressão proteica na linhagem de E. coli BL21(DE3)-Ril. Além disso, diferentes 

temperaturas de indução da expressão proteica (37°C e 18°C) foram testadas visando 

maximizar a sua concentração na fração solúvel do extrato bacteriano. Como é possível 

observar na figura 2, a proteína NS1 ZIKV foi expressa na linhagem de E. coli, sendo a 

proteína alvo detectada majoritariamente na fração insolúvel do extrato bacteriano. Com 

objetivo de recuperar a proteína NS1 ZIKV na fração solúvel do extrato, a lise da massa 

bacteriana, obtida após indução da expressão da proteína alvo, foi avaliada em dois 

tampões: HEPES (20 mM HEPES, 500 mM NaCl, 20% glicerol, pH 8,0) e Fosfato de 

Sódio I (100 mM Fosfato de Sódio, 500 mM NaCl, 20% glicerol, pH 8,0). Conforme 

ilustrado na Figura 3, mesmo após realizar testes de lise da massa bacteriana nos 

tampões indicados, a proteína concentrou-se em sua totalidade na fração insolúvel do 

extrato bacteriano. Assim, a aplicação de métodos alternativos de renaturação in vitro 

(do inglês, Refolding) para recuperação da proteína NS1 ZIKV de forma solúvel se 

fizeram necessários.  
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Figura 2. Teste de expressão da proteína NS1 ZIKV na linhagem de E. coli BL21(DE3)-RIL. 
Culturas da linhagem de E. coli BL21(DE3)-RIL transformada com o plasmídeo pETNS1-ZIKV foram 

induzidas à 37 °C (A e B) ou 18°C (C e D). Amostras antes e após a indução da proteína alvo foram 

submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE) (A e C) e ensaio de western blot (B 

e D) utilizando anticorpo monoclonal anti-HisTag. Descrição: canaleta M corresponde ao marcador de 

massa molecular; canaleta T0, extrato celular total sem indução; canaletas T4 ou T24, extrato celular total 

após indução; canaleta Fs, fração celular proteica solúvel após indução; canaletas Fi, fração celular 

proteica insolúvel após indução, solubilizada em tampão desnaturante contendo 8 M de ureia. 

 

Figura 3. Teste de expressão da proteína NS1 ZIKV e lise da massa bacteriana induzida em 

diferentes tampões. A linhagem de E. coli BL21 (DE3)-RIL capaz de expressar a proteína NS1-ZIKV 

foi induzida a 18 °C/18 h. Alíquotas antes e após a indução, e das frações solúvel e insolúvel do extrato 

proteico bacteriano obtidos após lise em tampão HEPES (A) ou Fosfato de Sódio (B) foram submetidas à 

eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% (SDS-PAGE). Descrição: canaleta M corresponde ao 

marcador de massa molecular; canaleta T0, extrato celular antes da indução; canaleta T18, extrato celular 
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18 h após a indução; canaleta Fs, fração solúvel do extrato proteico bacteriano; canaleta Fi, fração 

insolúvel do extrato proteico bacteriano. 

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

desvantagem de deposição das mesmas em corpúsculos de inclusão insolúveis (IB), 

sendo necessário empregar técnicas para obtenção da proteína de interesse de forma 

solúvel, com estrutura, antigenicidade e função preservadas (126,127). Assim, neste 

trabalho para recuperar a proteína NS1 ZIKV de forma solúvel a partir de corpos de 

inclusão insolúveis foi adotado o método de renaturação in vitro por diluição pulsada 

seguida de purificação por cromatografia de afinidade ao níquel (CAN) padronizado 

previamente pelo nosso grupo de pesquisa (109). O material resultante da purificação 

proteica foi dialisado para tampão homólogo (HEPES ou Fosfato de Sódio I). Conforme 

ilustrado na Figura 4, a proteína NS1 foi recuperada de forma solúvel, apresentando a 

massa molecular esperada de 44,7 kDa quando submetida à eletroforese em gel de 

poliacrilamida. Além disso, dentre as duas condições testadas, o tampão Fosfato de 

Sódio I resultou na melhora da recuperação proteica após diálise (Figura 4 D).  

Embora tenha sido possível recuperar a proteína NS1 ZIKV, seu recongelamento 

resultou em precipitação proteica parcial, um indicativo de reduzida solubilidade da 

proteína alvo. Desta forma, a obtenção da NS1 ZIKV foi também avaliada em 

condições reduzidas de salinidade utilizando o tampão Fosfato de Sódio II (100 mM 

Fosfato de Sódio, 300 mM NaCl, 20% glicerol, pH 8,0) (Figura 4, E e F). Nesta nova 

condição uma menor perda proteica após procedimento de diálise foi observada (Figura 

4F). Assim, após otimização da purificação da proteína no tampão indicado (incluindo 

duas etapas de lavagem prolongadas contendo 50-100 mM de Imidazol), a proteína 

pôde ser recuperada de forma pura e solúvel (Figura 5A), sendo o rendimento proteico 

final estimado em 2,5 mg de proteína por litro de cultura bacteriana.  



73 

RESULTADOS E DISCUSSÕES – PARTE 1________________________________ 

 

 

 

 

 

Figura 4. Purificação da proteína NS1 ZIKV e avaliação após diálise. A proteína NS1 ZIKV foi 

submetida à renaturação in vitro seguida de purificação por cromatografia de afinidade ao níquel 

utilizando os tampões HEPES (A), Fosfato de Sódio I (500 mM NaCl) (C) e Fosfato de Sódio II (300 mM 

NaCl) (E). As alíquotas resultantes da purificação foram reunidas e submetidas à diálise em tampão 

homólogo para retirada do imidazol remanescente. Amostras obtidas antes e após diálise em cada um dos 

tampões foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% (SDS-PAGE): B, HEPES; D, 

Fosfato de Sódio (500 mM NaCl) e F, Fostato de Sódio (300 mM NaCl). Descrição: canaleta M 

corresponde ao marcador de massa molecular; canaleta pré, corresponde a alíquotas obtidas antes da 

diálise; canaleta pós, corresponde a alíquotas obtidas após a diálise. 
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Figura 5. Avaliação da antigenicidade da proteína NS1 ZIKV. As alíquotas das frações resultantes da 

purificação da proteína alvo foram reunidas e submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% 

(SDS-PAGE) e ensaio de western blot utilizando anticorpo monoclonal anti-HisTag (A). A reatividade da 

proteína NS1 ZIKV com amostras de soro provenientes de camundongos (B) ou paciente (C), 

previamente infectados ou não pelo ZIKV, foi mensurada por ELISA utilizando a mesma como antígeno 

de fase sólida. Os resultados são representados como valores médios (barras) ± DP dos títulos anticorpos  

IgG antígeno-específico.***p<0,0001 (Test t). Descrição: canaleta M = marcador de peso molecular; 1, 

alíquota da proteína NS1 ZIKV purificada. 

Conforme descrito anteriormente, a proteína NS1 ZIKV foi obtida a partir de um 

modelo procarioto de expressão, o qual não é capaz de promover algumas modificações 

pós-traducionais. Além disso, a mesma foi submetida a processo de renaturação in vitro. 

Com objetivo de avaliar a qualidade da proteína obtida, a preservação da antigenicidade 

da NS1 ZIKV foi avaliada por ELISA utilizando amostras de camundongos ou 

pacientes previamente infectados ou não pelo vírus Zika. Como é possível observar na 

figura 5 (B e C), a proteína foi reconhecida especificamente por soros controles ZIKV
+
, 

sendo este resultado indicativo de preservação das características antigênicas 

semelhantes à proteína nativa. Assim, os dados apresentados indicam que a proteína 

produzida preservou sua antigenicidade, característica fundamental para a aplicação 

desta no desenho de formulações vacinais e/ou ensaios sorológicos para o ZIKV. 

 

4.1.2. Otimização da obtenção da proteína NS1 ZIKV utilizando a tecnologia de 

renaturação in vitro sob pressão hidrostática. 

Conforme descrito na sessão anterior (4.1.1) a proteína NS1 ZIKV foi obtida a 

partir da fração insolúvel do extrato bacteriano utilizando protocolo de renaturação in 

vitro por diluição pulsada. Entretanto, após diálise para retirada do imidazol 

remanescente da purificação, verificamos que parte da proteína obtida apresentou-se 

instável e precipitou em concentrações maiores que 0,2 mg/ml, bem como apresentou  
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reduzida eficiência de recuperação (~2,5 mg/litro de cultura). Apesar de a proteína 

obtida nas condições testadas ter preservado sua antigenicidade e imunogenicidade, a 

sua aplicação futura em formulações vacinais ou testes de sorodiagnóstico se fez 

limitada devido ao ineficiente método de obtenção. Assim, visando melhorar a 

eficiência de obtenção da proteína NS1 ZIKV, nesta etapa do trabalho buscamos aplicar 

métodos alternativos de renaturação proteica in vitro.  

Neste sentido, a técnica de solubilização de corpos de inclusão proteicos sob alta 

pressão hidrostática (do inglês, high hydrostatic pressure - HHP) apresenta como 

vantagem a capacidade de preservar a estrutura secundária contida nos IBs, reduzindo 

as interações eletrostáticas e exposição de regiões hidrofóbicas intramoleculares (128–

130). Atrelado a isso, o uso de pH alcalino permite solubilizar proteínas agregadas por 

repulsão eletrostática (131). A influência do pH elevado também foi descrito como uma 

técnica capaz de solubilizar os IBs com eficiente renovelamento subsequente, na 

presença de um agente desnaturante em baixas concentrações (2 M de ureia) (132). 

Assim, nesta etapa do trabalho utilizamos de forma inédita a associação da técnica de 

solubilização de IBs proteicos usando HHP e pH alcalino.  Os resultados foram obtidos 

em colaboração com o grupo de pesquisa coordenado pela Dra. Lígia Morganti 

(IPEN/USP), os quais foram compilados e publicados junto ao periódico BMC 

Biotechnology (Apêndice B). Partes desses resultados estão descritos a seguir. 

Inicialmente buscamos avaliar a melhor condição de solubilização dos IBs 

contendo agregados da proteína NS1 ZIKV (NS1-IB). A HHP foi testada em associação 

com o agente caotrópico cloridrato de guanidina (GndHcl) ou diferentes condições de 

pH (7-12). Conforme descrito anteriormente na literatura, a pressão de 2,4 kbar 

demonstrou ser eficiente na solubilização de agregados proteicos. Além disso, a 

incubação em níveis reduzidos de pressão (0,35-0,7 kbar) promoveu o renovelamento 

proteico com menor taxa de agregação ao final do processo (133,134). Devido a isso, as 

amostras de IBs contendo NS1 foram incubadas sob pressão de 2,4 kbar por 1,5 h 

seguidas de redução da pressão para 0,4 kbar e incubação por mais 14,5 h (aqui 

denominada: 2,4 /0,4 kbar). Para estes ensaios a incubação sob pressão atmosférica (1 

bar, 16 h) foi usada como controle. Conforme ilustrado na figura 6, a associação de 

HHP (2,4 /0,4 kbar) promoveu a melhor desagregação proteica, mensurada 
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indiretamente pela redução da dispersão de luz (LS) a 315-325 nm, quando comparada 

às amostras incubadas em pressão atmosférica (PA). Como esperado, a associação de 

HHP com GdnHcl (0,5-3 M) potencializou a desagregação da proteína NS1 (Figura 

6A). Interessantemente, a aplicação de HHP em pH 10-12 também demonstrou ser 

eficiente na solubilização dos NS1-IBs. Além disso, quando o sobrenadante das 

suspensões incubadas em PA ou HHP, obtidos após centrifugação, foram submetidas à 

eletroforese em gel de poliacrilamida, a proteína NS1 ZIKV (44,7 kDa) foi detectada 

somente quando aplicada as condições de HHP em pH alcalino de 10-12 (Fig. 6, C e D). 

Assim, esses resultados indicam que a HHP, realizada em pH alcalino na faixa de 10 a 

12, consiste em uma estratégia eficiente na solubilização de IBs contendo a proteína 

NS1 ZIKV. 
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Figura 6. Avaliação da solubilização sob alta pressão hidrostática de corpos de inclusão contendo a 

proteína NS1 ZIKV. Suspensões da proteína NS1 ZIKV foram submetidas ao tratamento sob pressão de 

2.4 kbar por 90 min. seguido de incubação a 0.4 kbar por 14,5 h (2,4 /0,4 kbar). Alternativamente, as 

amostras foram incubadas a 1 bar por 16h. (A) Curvas de dispersão de luz (LS) obtida para amostras 

diluídas em tampão contendo diferentes concentrações de GndHcl. (B) Curvas de LS obtida para as 

amostras diluídas em tampão contendo diferentes condições de pH. (C e D) Análise do perfil 

eletroforético em gel de poliacrilamida de amostras das suspensões proteicas submetidas aos tratamentos 

com 1 bar ou 2.4/0.4 kbar, respectivamente.  (E) Curva de LS obtida para as amostras diluídas em tampão 

contendo diferentes concentrações de Arginina.  A LS foi mensurada em aparelho espectrofotômetro 

(315-325 nm), sendo a área dos picos obtidos utilizados para plotagem. O valor de LS obtido para a 

suspensão a um pH 8,0, lido imediatamente a 1 bar, foi considerado como sendo de 100%. Os resultados 

são representativos de três experimentos independentes. 

A arginina (Arg) consiste em um aminoácido descrito como agente estabilizante 

de proteínas em solução, um inibidor da agregação proteica, bem como um auxiliar no 

processo de enovelamento de proteínas recombinantes (135–137). Assim, considerando 

obter condições que maximizem não só a solubilização dos IBs, mas também a 
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renaturação posterior da proteína e sua estabilidade em solução, avaliamos a influência 

do uso da Arg junto ao método de HHP.  Como esperado, a solubilização proteica por 

HHP foi mais eficiente quando comparada a solubilização em pressão atmosférica 

(Figura 6E). Por outro lado, a presença de arginina, mesmo em concentração reduzida 

(0,1 M) potencializou a solubilização dos IBs contendo NS1 submetidos à alta pressão, 

sendo, portanto, uma alternativa promissora. 

A etapa seguinte consistiu na análise do grau de enovelamento da proteína NS1 

solubilizada nas condições descritas anteriormente. Para isso, as mudanças 

conformacionais na proteína foram mensuradas indiretamente pela intensidade de 

fluorescência intrínseca do triptofano (Trp). Visto que a proteína NS1 ZIKV contém 14 

resíduos de Trp em sua estrutura, o seu grau de enovelamento foi estimado mediante o 

monitoramento dos picos de fluorescência intrínseca das amostras proteicas 

solubilizadas. Para este parâmetro observamos que a solubilização de NS1 em pH 

alcalino poderá ser acompanhada apenas por desdobramento parcial (Figura 7). 

Entretanto, esse resultado demonstrou-se inconclusivo devido à ausência de aumento no 

pico de intensidade de fluorescência intrínseca obtida para os diferentes tratamentos 

(Figura 7A).  

 A análise da proteína NS1 solubilizada em pH alcalino e HHP também foi 

realizada por cromatografia de exclusão por tamanho.  Ao avaliarmos o sobrenadante 

das suspensões proteicas foi possível observar que a aplicação de HHP na faixa de pH 

11,0 a 12,5 proporcionou maior solubilização dos agregados proteicos com volume de 

eluição compatível com as formas dimérica (11,5 ml, correspondendo à 86,5 kDa) e 

monômeros (12,8 ml, correspondendo à 52,6 kDa), de acordo com a equação de 

regressão linear obtida para a calibração da coluna de exclusão de tamanho (Figura 8). 

A presença de Arg contribuiu para a dissociação dos oligômeros de NS1, para a qual a 

condição de pH 11 com adição de arginina (0,4 M) promoveu maior recuperação de 

dímeros e monômeros de NS1, com significativa redução de oligômeros (Figura 9).  
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Figura 7. Avaliação do enovelamento proteico de IBs tratados com HHP em associação com pH 

alcalino e Arginina. Suspensões de IBs contendo NS1 foram tratados com pressão de 2,4 kbar/0,4 kbar 

ou a 1 bar. (A) Fluorescência intrínseca (Trp) avaliada em suspenções de IB contendo NS1. (B) λ máximo 

de fluorescência vs concentração de GdnHCl. (C) λ máximo de fluorescência vs pH. (D) λ máximo de 

fluorescência vs concentração de Arg. Uma excitação a 290 nm foi usada para determinação da 

fluorescência intrínseca e a emissão foi mensurada entre 300 e 400 nm. Os resultados são representativos 

de três experimentos independentes.  

As suspensões proteicas submetidas à HHP, sob as condições representadas nas 

figuras 6 e 7, foram dialisadas para tampão homólogo em  pH 8,5. A ocorrência de 

agregação proteica foi avaliada após remoção de agregados insolúveis por 

centrifugação, sendo o rendimento final estimado para cada condição testada. Como é 

possível observar na figura 10, maiores níveis (6 vezes) de NS1 foram obtidos para as 

amostras submetidas a HHP em pH alcalino, especialmente em pH 11, quando 

comparada com amostras submetidas à compressão na presença de GdnHCl. Esses 

resultados indicam maior grau de agregação após a diálise nas amostras tratadas com 

GdnHCl, os quais possivelmente estão relacionados ao menor grau de enovelamento 

dessas amostras. Além disso, a recuperação da NS1 a partir de IBs submetidos à HHP 

em pH 11 ou 11,5, na presença de arginina (0,4 M), atingiu aproximadamente 68 mg de 
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NS1 por litro de cultura bacteriana. Esse rendimento é 27,2 vezes maior comparado ao 

rendimento obtido por renaturação in vitro da proteína NS1 ZIKV (2,5 mg/L) sob 

pressão atmosférica, utilizando o protocolo estabelecido previamente na sessão 4.1.1.  

 

Figura 8. Calibração da coluna de exclusão molecular Superdex 200 10/300. Amostras controles 

contendo monômeros (44 kDa), dímeros (88 kDa) e trímeros (132 kDa) de ovalbumina, bem como 

monômero (66 kDa) e dímero (132 kDa) de albumina de soro bovino foram aplicadas em coluna 

Superdex 200 10/300. Os volumes de retenção das amostras foram obtidos e utilizados como curva 

padrão na análise das amostras da proteína NS1 ZIKV. 
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Figura 9. Avaliação da formação de oligômeros em NS1-IBs solubilizados pela aplicação de HHP 

em pH alcalino. Cromatogramas de eluição resultantes da análise por técnica de exclusão molecular 

realizada com sobrenadantes de suspensões da proteína NS1 ZIKV solubilizadas por HHP (2,4kbar / 0,4 

kbar) sob diferentes condições, conforme indicado nas figuras.  
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Figura 10. Avaliação da recuperação da proteína NS1 ZIKV a partir de IBs solubilizados com HPP. 
IBs contendo a proteína NS1 foram diluídos em tampões contendo concentrações crescentes de GdnHCl 

(A),  arginina (C) ou diferentes condições de pH (B). As suspenções proteicas foram submetidas aos 

tratamentos de 2,4/0,4 kbar ou a 1 bar, sendo ao final dialisadas para tampão Tris-HCl (50 mM, pH de 

8,5). A concentração da proteína NS1 foi mensurada no sobrenadante das preparações e expressa em 

microgramas de NS1 por mililitro.  

Além do rendimento e solubilidade, um parâmetro importante na obtenção da 

proteína NS1 ZIKV consiste na preservação da sua antigenicidade.  Assim, a reatividade 

da proteína NS1 ZIKV obtida nas melhores condições testadas (HHP sob pH 11,0 ou 

11,5, em associação com Arg), foi avaliada por ELISA utilizando soros de pacientes 

previamente infectados ou não pelo ZIKV. Para estes ensaios a presença do par redox 

glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), que é frequentemente usado para 

melhorar a formação de ligações dissulfeto em protocolos de renaturação in vitro (138) 

ou do reagente redutor ditiotreitol (DTT), também foi analisada em relação ao 

tratamento em pH 11 na presença de Arg (Figura 11). Todas as amostras renaturadas 

com HHP foram reativas frente a soros positivos para ZIKV, sendo que os maiores 

títulos de anticorpos, obtidos para os tratamentos em pH 11 (com Arg) e pH 11,5 (com 

Arg e GSH/GSSG), foram equiparáveis aos obtidos para a proteína NS1 controle 

(renaturada com protocolo realizado à pressão atmosférica descrito na sessão 4.1.1). Por 

outro lado, a presença de DTT (2 mM) durante a compressão levou a um decaimento da 

reatividade da NS1. Além disso, a presença de GSH/GSSG não impactou 

significativamente a antigenicidade da proteína NS1 em pH 11 (Figura 11A).   



83 

RESULTADOS E DISCUSSÕES – PARTE 1________________________________ 

 

 

 

 

 

Figura 11. Avaliação da antigenicidade da proteína NS1 ZIKV renaturada por HHP em pH 

alcalino. (A) A proteína NS1 foi utilizada como antígeno de fase sólida em protocolo de ELISA, 

empregando soros controles obtidos de pacientes previamente infectados com ZIKV (barras pretas) ou 

não (barras brancas). Os valores são expressos como média ± erro de títulos de anticorpos IgG específicos 

para o antígeno. (B) Avaliação da preservação de epítopos conformacionais na proteína NS1. A NS1 

ZIKV obtida em HHP e pH 11,0 foi submetida a desnaturação (aquecimento a 100 ° C por 10 min 

seguido por choque térmico a 0 ° C) ou não e analisada por ELISA para reatividade com soro de paciente 

previamente infectado com ZIKV. Os valores obtidos são expressos como média ± erro da absorbância 

obtida no ensaio. A compressão IB foi realizada em 2,4/ 0,4 kbar. Controle: NS1 obtida por protocolo 

tradicional (pressão atmosférica). * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 (ANOVA de duas vias com 

correção Bonferroni). 

 

Figura 12. Análise conformacional da proteína NS1 ZIKV. Os sobrenadantes de suspensões de IBs 

contendo a proteína NS1 renaturados sob HHP (2,4 kbar / 0,4 kbar) em pH 11 (com adição de Arg) foram 

analisados por dicroísmo circular. O espectro de Far-UV CD obtido para a proteína NS1 encontra-se 

representado na figura.   

Ao avaliarmos a reatividade da proteína NS1 ZIKV obtida por HHP em pH 11 

com Arg, submetida previamente à desnaturação térmica (Figura 11B), a reatividade 

detectada foi significativamente reduzida, sendo esse resultado sugestivo que a proteína 

preserva epítopos conformacionais em sua estrutura. Atrelado a isso, a análise do 
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espectro de dicroísmo circular (far-UV) da NS1 solubilizada nas mesmas condições 

indica a preservação de estrutura secundária (Figura 12), cujo teor total de 14,6 ± 3,5% 

de α-hélices e 34,2 ± 2,3 β-folhas apresentou-se semelhante ao padrão previamente 

descrito para a proteína NS1 ZIKV nativa (PDB 5GS6) (139). Desta forma, esses 

resultados demonstram que o uso de HHP em associação com pH alcalino pode ser 

aplicado com sucesso na renaturação de proteínas recombinantes agregadas em IBs, 

permitindo um elevado rendimento proteico e preservação da antigenicidade. A proteína 

NS1 ZIKV obtida sob HHP (pH 11 + Arg) foi utilizada nas etapas seguintes do projeto, 

especialmente, na avaliação do seu potencial vacinal contra o ZIKV. 

 

4.1.3. Análise de bioinformática e desenho do antígeno ∆NS1 ZIKV. 

A dificuldade na utilização de ensaios sorológicos para o ZIKV consiste na 

elevada reatividade cruzada observada com outros Flavivirus, sobretudo em regiões 

onde esses patógenos co-circulam ou onde há imunidade prévia induzida por vacinação 

(40,46,47). Por outro lado, a seleção de antígenos que tem por finalidade a aplicação 

diagnóstica deve ter como características a reduzida homologia com patógenos 

relacionados e ser de fácil produção e escalonamento industrial. Assim, na tentativa de 

selecionar um antígeno baseado na proteína NS1, a qual já é utilizada em ensaios de 

sorodiagnóstico para o ZIKV (58,65,124), sua sequência completa foi submetida a 

análises de bioinformática com objetivo de evidenciar regiões que atendam aos critérios 

citados anteriormente. 

Conforme evidenciado nas sessões 4.1.1 e 4.1.2, a proteína NS1 ZIKV quando 

expressa em sistema procarioto baseado em E. coli concentrou-se na fração insolúvel do 

extrato bacteriano, um fator limitante na produção de antígenos recombinantes (140–

142). Assim, visando maximizar a solubilidade da proteína ∆NS1 ZIKV a ser 

desenhada, inicialmente determinamos o perfil de hidrofobicidade de Parker da 

sequência completa da proteína NS1 ZIKV (Figura 13A). Ao avaliarmos a proporção de 

epítopos lineares presentes na referida proteína, observamos que a região C-terminal (aa 

251-352) concentra uma maior proporção de epítopos com caráter hidrofílico, sendo a 

porção N-terminal (aa 1-250) predominantemente hidrofóbica (Figura 13A). Além 

disso, analisamos também a homologia de sequência de aminoácidos da proteína NS1 
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do ZIKV (aa 251-352) e a correspondente de outros Flavivirus (DENV e YFV), para as 

quais foi observado grau de homologia de aproximadamente 64,4%, 66,3%, 61,4%, 

63,4% e 61,4%, respectivamente, para os DENV 1, 2, 3, 4 e YFV. Assim, embora 

potencialmente hidrofílica, a região aa 251-352 da proteína NS1 apresenta elevado grau 

de homologia de sequência quando comparada aos principais flavivirus co-circulantes 

no Brasil.  

Os métodos descritos anteriormente são restritos à análise da sequência linear de 

proteínas. Por outro lado, a presença de epítopos conformacionais também representa 

um fator importante na geração de anticorpos patógenos-específicos. Desta forma, uma 

análise de predição de epítopos descontínuos para linfócitos B foi realizada comparando 

as sequências e as estruturas das proteínas NS1 ZIKV e NS1 DENV2 (Figura 13B). 

Essas análises revelaram seis epítopos conformacionais (Tabela 8 e Figura 13B) 

presentes na proteína NS1 do ZIKV. Esses epítopos estão localizados na região C-

terminal da proteína, para a qual outros trabalhos demonstraram características físico-

químicas distintas incluindo o perfil eletrostático de superfície, que permite diferenciar a 

proteína NS1 do ZIKV de outros flavivirus como DENV e WNV (143,144). Deste 

modo, a região C-terminal da proteína NS1 ZIKV (aa 251-352), aqui denominada como 

∆NS1 ZIKV, foi selecionada como antígeno base para a padronização de ensaios de 

sorodiagnóstico específicos ao ZIKV nas próximas etapas do trabalho.  
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Figura 13. Determinação de epítopos de células B lineares ou conformacionais e homologia da 

proteína NS1 ZIKV. (A) Representação do perfil de hidrofobicidade de Parker da proteína NS1 ZIKV e 

alinhamento da sequência de aminoácidos de sua região C-terminal, que apresentou maior conteúdo 

hidrossolúveis, com as regiões correspondentes à sequência da NS1 dos DENVs (1, 2, 3 e 4) e YFV. As 

porções amarelas do gráfico (acima da linha de corte) indicam regiões hidrofílicas, sendo que as porções 

coloridas em verdes (abaixo da linha de corte) indicativas de regiões hidrofóbicas. (B) Representação 

estrutural do tipo fita da proteína NS1 ZIKV e destacado em verde a sua região C-Terminal (aa 251-352).  

Os epítopos de células B conformacionais determinados por análise computacional, tendo por base a 

sequência da NS1, estão destacados nas estruturas representadas no quadro tracejado, sendo indicados por 

cores (Tabela 8). 
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Tabela 8. Epítopos conformacionais identificados na região C-Terminal da 

proteína NS1 ZIKV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* As regiões são numeradas de acordo a sequência de aminoácidos da proteína NS1 ZIKV inteira; ** Ver 

Figura 13B. 

 

4.1.4. Obtenção das proteínas recombinantes ∆NS1 ZIKV e ∆NS1 DENV 

(sorotipos 1-4). 

Após o desenho da proteína ∆NS1 ZIKV tendo por base a avaliação da 

homologia de sequência da proteína NS1 ZIKV, bem como análise do perfil de 

hidrofobicidade e epítopos descontínuos, os passos seguintes consistiram na expressão e 

na purificação das proteínas recombinantes ∆NS1 de ZIKV e DENV (sorotipos 1-4).  

  

4.1.4.1.  Expressão, purificação e validação antigênica da proteína ∆NS1 ZIKV.  

Para obtenção do antígeno ∆NS1 ZIKV, a região correspondente na proteína 

NS1 (aa 251-352) foi produzida sinteticamente com o vetor pET28a. As linhagens de E. 

coli BL21(DE3)-Ril e Arctic Express (DE3) foram transformadas com a construção e 

testadas quanto à expressão da ∆NS1 ZIKV em diferentes temperaturas (18°C e 37°C). 

Como é possível observar na figura 14, ambas as linhagens avaliadas foram capazes de 

expressar a proteína de interesse, sendo a linhagem E. coli ArticExpress (DE3) a que 

demonstrou maior eficiência em superexpressar a ∆NS1 ZIKV na fração solúvel do 

Epítopo Região * Sequência Cor ** 

1 251-258 SER-HIS-HIS-ASN-THR-ARG-GLU Vermelho 

2 261-263 THR-GLN-MET Azul 

3 268-271 HIS-SER-GLU-GLU Verde 

4 302-304 ALA-SER-GLY Amarelo 

5 340-342 PRO-GLU-SER Magenta 

6 348-351 MET-VAL-THR-ALA Ciano 
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extrato bacteriano (Figura 14, E e F). Interessantemente, este resultado se correlaciona 

com o perfil de hidrofobicidade de Parker (item 4.1.3), o qual destacou esta região da 

proteína NS1 como a que apresenta maior proporção de epítopos hidrofílicos.   

 

Figura 14. Teste de expressão da proteína ∆NS1 ZIKV em linhagens de E. coli. Culturas das 

linhagens de E. coli BL21(DE3)-Ril (A-D) ou E. coli Arctic Express(DE3) (E e F) transformadas com o 

plasmídeo pET∆NS1-ZIKV foram induzidas à 37 °C (A e B) ou 18°C (C-F) e processadas para avaliação 

de qual fração do extrato bacteriano a proteína alvo se concentra. Amostras antes e após indução da 

proteína alvo (~16,3kDa) foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% (SDS-PAGE) e 

ensaio de western blot utilizando anticorpo monoclonal anti-HisTag. Descrição: canaleta M corresponde 

ao marcador de massa molecular; canaleta T0, extrato celular total sem indução; canaletas T4 ou T24, 

extrato celular total após indução; Canaleta Fs, fração celular proteica solúvel após indução; canaletas Fi, 

fração celular proteica insolúvel após indução, solubilizada em tampão desnaturante contendo 8 M de 

ureia.                                                                                                                              

O extrato proteico solúvel, obtido após indução da expressão da proteína ∆NS1 

ZIKV na linhagem E. coli Artic Express (DE3), foi então submetido ao  processo de 
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purificação por CAN. Como é possível observar na figura 15A, a proteína foi eluída 

mediante a aplicação de 700 mM de imidazol. A confirmação da eluição da proteína foi 

evidenciada por eletroforese em gel de poliacrilamida, no qual foi possível identificar a 

proteína ΔNS1 ZIKV com tamanho esperado de aproximadamente 16,3 kDa (Figura 

15B). A análise das alíquotas resultantes da CAN também possibilitou identificar a 

coexpressão da proteína chaperona (~60 kDa) e a presença de outras proteínas 

contaminantes ao final da purificação (Figura 15B). Diante da presença de proteínas 

contaminantes remanescentes, as alíquotas resultantes da CAN foram reunidas e 

submetidas a um segundo processo de purificação empregando a técnica de gel 

filtração. A proteína ΔNS1 ZIKV foi então eluida com sucesso, apresentando tempo de 

retenção de aproximadamente 190 min. nas condições estabelecidas (Figura 15C). Ao 

final deste procedimento obteve-se a proteína ΔNS1 ZIKV e sua pureza foi confirmada 

por eletroforese em gel de poliacrilamida e western blot (Figura 15D). 

 

Figura 15. Purificação da proteína ∆NS1 ZIKV. A fração solúvel do extrato bacteriano da linhagem de 

E. coli  (DE3) Arctic Express contendo a proteína ΔNS1 ZIKV foi utilizada para purificação pelos 

métodos de cromatografia de afinidade ao níquel e gel filtração. (A) Cromatograma de eluição da proteína 

ΔNS1 ZIKV utilizando tampão contendo Imidazol nas concentrações indicadas na figura. (C) 
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Cromatograma de purificação da proteína ΔNS1 ZIKV por gel filtração. As frações da purificação da 

proteína ΔNS1 ZIKV (~16,3kDa), pelas técnicas de CAN (B) e Gel filtração (D), respectivamente, foram 

submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% (SDS-Page) e western blot (após gel filtração) 

empregando anticorpo monoclonal anti-HisTag.  Descrição: canaleta M corresponde ao marcador 

molecular; FwT, alíquota da fração proteica resultante após passagem na coluna de cromatografia (Flow 

Through); 2-61, alíquotas das frações eluidas durante a purificação, conforme indicado nos 

cromatogramas; 1, alíquota da proteína ΔNS1 ZIKV purificada após gel filtração. 

A antigenicidade da proteína ∆NS1 ZIKV purificada foi também avaliada por 

ELISA, a qual foi reconhecida por anticorpos presentes em amostras de soros de 

pacientes previamente infectados pelo ZIKV (Figura 16A). Por outro lado, quando a 

referida proteína foi tratada termicamente, a sua capacidade de reconhecimento frente às 

amostras de soro ZIKV
+
 foi reduzida (Figura 16B). Assim, estes resultados indicam que 

que a proteína em sua forma íntegra conservou epítopos conformacionais necessários ao 

reconhecimento antigênico e, consequentemente, retém qualidade compatível com a sua 

aplicação em ensaios de sorodiagnóstico.  

Tendo por objetivo analisar também a imunogenicidade da proteína ∆NS1 

ZIKV, um ensaio de imunização em modelo murino foi realizado utilizando a toxina 

termo-lábel de E. coli (LT-1) como adjuvante (Figura 16C). Ao analisar a resposta 

imunológica humoral nos animais imunizados foi possível detectar elevados níveis de 

anticorpos direcionados à ∆NS1 ZIKV, os quais foram desenvolvidos de maneira dose-

dependente, sendo o efeito mais pronunciado após a administração da terceira dose 

prevista no protocolo (Figura 16D). Além disso, as mostras de soro dos animais 

imunizados contendo anticorpos anti-∆NS1 ZIKV, bem como o anticorpo monoclonal 

4H2 (produzido a partir da imunização de camundongos com a proteína ∆NS1 ZIKV), 

foram capazes de reconhecer à proteína NS1 nativa presente em monocamadas de 

células VERO infectadas com o ZIKV (Figura 16, E e F). Esses resultados demonstram 

que a proteína utilizada nas imunizações retém características semelhantes ao 

encontrado na proteína nativa. Além disso, os dados se correlacionam com a predição 

de epítopos para células B descritos na sessão 4.1.3 (Figura 13; Tabela 8), a qual serviu 

como indicativo inicial de que a região C-terminal da proteína NS1 ZIKV retém 

imunogenicidade, característica esta essencial para sua utilização em ensaios de 

sorodiagnóstico (detecção de anticorpos anti-NS1) e exploração da sua capacidade 

vacinal frente ao ZIKV. Por fim, a disponibilidade dos anticorpos anti-∆NS1 (soros e o 
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monoclonal 4H2) gerados abre perspectiva em avaliar a sua utilização em ensaios de 

diagnóstico para o ZIKV, baseados nas técnicas de imunofluorescência e 

imunocromatografia, parte dos quais foram explorados nas etapas seguintes deste 

trabalho. 
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Figura 16. Análise da antigenicidade e imunogenicidade da proteína ∆NS1 ZIKV. (A) Ensaio de 

ELISA empregando a proteína ∆NS1 ZIKV como antígeno de fase sólida. A reatividade com amostras de 

soros humanos controles, sabidamente positivo ou negativo para infecção prévia pelo ZIKV. B) Amostras 

da proteína ∆NS1 ZIKV, submetida ou não previamente à desnaturação (100°C/10 min.), foram 

analisadas por ELISA quanto a sua reatividade com soro de paciente previamente infectado com o ZIKV. 
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C) Esquema representativo do protocolo adotado para imunização de camundongos BALB/c (n=3) com a 

proteína ∆NS1 ZIKV em associação com o adjuvante LT-1 por via subcutânea. D) Curva dose-resposta 

de anticorpos IgG séricos ∆NS1 ZIKV-específicos desenvolvidos durante o protocolo de imunização 

mensurados por ELISA. Os resultados são representados como valores médios (barras) e individuais 

(símbolos) de título (Log. 10) de IgG. E) Estratégia de análise dos ensaios de citometria de fluxo 

utilizados na avaliação de soro e mAb anti-∆NS1 ZIKV. F) Amostras de células VERO foram infectadas 

com o ZIKV e, posteriormente, utilizadas para marcação com diferentes diluições do soro (α∆NS1) ou 

anticorpo monoclonal (4H2) produzidos contra a proteína ∆NS1 ZIKV, sendo as amostras analisadas por 

citometria de fluxo. Os valores são apresentados como porcentagem de células marcadas ± DP.  

Descrição: #, diluição de 1/2000; ## diluição de 1/1000; $, concentração de 8 ng/ul; $$, concentração de 

16 ng/ul. A figura C foi criada com BioRender.com. *p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001 (ANOVA de duas 

vias com correção de Bonferroni; Unpaired t test). 

4.1.4.2. Obtenção das proteínas ∆NS1 de DENV (sorotipos 1-4). 

Conforme relatado anteriormente, a proteína NS1 de Flavivírus apresenta 

elevada homologia de sequência, uma característica que influencia diretamente a 

reatividade cruzada de anticorpos contra os vírus pertencentes a esse gênero. Assim, as 

regiões correspondentes das proteínas NS1 (aa 251-352) dos vírus da dengue (sorotipos 

1, 2, 3 e 4) foram também obtidas tendo por objetivo sua aplicação como controles de 

reatividade cruzada na padronização de ensaios sorológicos baseadas no antígeno ∆NS1 

ZIKV. As sequências das proteínas ∆NS1 DENV1, ∆NS1 DENV2, ∆NS1 DENV3 e 

∆NS1 DENV4 foram então sintetizadas junto ao vetor pET28a, sendo as construções 

obtidas utilizadas para a transformação da linhagem de E. coli BL21(DE3) e avaliação 

da expressão das proteínas alvos após indução a 18 °C. Como é possível observar na 

figura 17, todas as proteínas foram expressas junto à fração insolúvel do extrato 

bacteriano, apresentando massa molecular compatível com a esperada quando 

submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida (Figura 17). 

Para obtenção das proteínas de forma solúvel os extratos bacterianos induzidos 

foram solubilizados em ureia e submetidos a procedimento de renaturação in vitro por 

técnica de diluição pulsada, seguida de purificação por CAN de forma análoga à 

obtenção da proteína NS1 ZIKV descrita previamente (Sessão 4.1.1). Como é possível 

observar na figura 18, todas as proteínas ∆NS1 DENV1-4 foram purificadas mediante 

aplicação de gradiente linear de tampão contendo imidazol (0-1 M). Além disso, a 

antigenicidade das proteínas purificadas foi também acessada por ELISA, tendo as 

mesmas como antígeno de fase sólida. Como esperado, todas as proteínas foram 

reativas especificamente frente a amostras de soro obtidas de indivíduos previamente 
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infectados pelo DENV (Figura 19). Desta forma, as proteínas obtidas preservaram 

características antigênicas compatíveis a sua utilização em protocolos de ELISA para a 

detecção de anticorpos direcionada ao DENV nas próximas etapas do trabalho.  

 

Figura 17. Expressão das proteínas ∆NS1 do vírus dengue de sorotipos 1, 2, 3 e 4. Culturas da 

linhagem de E. coli BL21(DE3) transformadas separadamente com os plasmídeos que codificam para as 

proteínas alvo foram induzidas à 18°C de acordo ao descrito na sessão de materiais e métodos. Amostras 
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antes e após indução das proteínas ∆NS1 correspondentes ao DENV1 (A e B), DENV2 (C e D), DENV3 

(E e F) e DENV4 (G e H)  foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% (SDS-PAGE) 

(A, C, E e G) e ensaio de western blot (B, D, F e H) utilizando anticorpo monoclonal anti-HisTag. 

Descrição: canaleta M, corresponde ao marcador de massa molecular; canaleta T0, extrato celular total 

sem indução; canaleta T24, extrato celular total após indução; canaleta Fs, fração celular proteica solúvel 

após indução; canaletas Fi, fração celular proteica insolúvel após indução, solubilizada em tampão 

desnaturante contendo 8 M de ureia. 
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Figura 18. Purificação das proteínas ∆NS1 do vírus dengue de sorotipos 1, 2, 3 e 4. O extrato 

insolúvel solubilizado em ureia das linhagens de E. coli BL21(DE3) capazes de expressar as proteínas 

∆NS1 referente ao DENV (sorotipos 1-4) foi utilizado para procedimento de renaturação in vitro e 
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posterior purificação por cromatografia de afinidade. (A, C, E e G) Cromatogramas de purificação das 

proteínas ∆NS1 referentes aos DENV 1, 2, 3 e 4, respectivamente. A eluição da proteína foi realizada 

mediante aplicação de crescentes concentrações de imidazol, conforme indicado na figura. (B, D, F e H) 

Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida a 15% (SDS-PAGE) das proteínas purificadas. Descrição: 

canaletas M corresponde ao marcador de massa molecular; canaletas 1, alíquota da proteína purificada. 
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Figura 19. Análise da antigenicidade das proteínas ∆NS1 do vírus dengue de sorotipos 1, 2, 3 e 4. As 

proteínas ∆NS1 referentes aos DENV 1, 2, 3 e 4, respectivamente, foram utilizadas como antígeno de fase 
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sólida em protocolo de ELISA. (A, C, E e G) Perfil de reatividade das proteínas frente a amostras de 

soros humanos controles, sabidamente positivo ou negativo, para infecção prévia por DENV. (B, D, F e 

H) Reatividade de amostras das proteínas ∆NS1 DENV, submetidas ou não previamente à desnaturação 

(aquecimento a 100 °C por 10 min. seguido de choque térmico à 0 °C), com soro de paciente previamente 

infectado pelo DENV.  *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (Teste t ou ANOVA de uma via com correção de 

Bonferroni). 

4.1.5. Discussão Parcial. 

Apesar dos 70 anos transcorridos desde a descoberta do ZIKV e seu impacto 

sobre a saúde pública, nenhuma estratégia vacinal foi licenciada para uso em humanos 

até o momento. Além disso, a elevada similaridade antigênica entre o ZIKV e outros 

arbovírus, especialmente o DENV, dificulta o estabelecimento de ensaios que permitam 

diferenciar sorologicamente essas infecções em regiões onde estes vírus circulam 

(40,46,47). Neste contexto, o primeiro capítulo do presente trabalho foi dedicado à 

obtenção de antígenos recombinantes, baseados na proteína NS1 ZIKV, que permitam a 

sua aplicação como antígeno vacinal, bem como o seu uso em ensaios de 

sorodiagnóstico. A aplicação inédita da técnica de renaturação proteica sob alta pressão 

hidrostática em pH alcalino permitiu obter a proteína NS1 ZIKV com rendimento 

superior ao protocolo realizado sob pressão atmosférica. Além disso, a proteína 

resultante preservou sua antigenicidade e epítopos termolábeis em sua estrutura. 

Alternativamente, o fragmento ∆NS1 ZIKV foi desenhado in silico tendo por base seu 

perfil de hidrofobicidade e reduzida homologia estrutural frente à NS1 DENV2. A 

obtenção deste antígeno a partir da fração solúvel do extrato bacteriano resultou em 

elevado rendimento proteico, bem como preservação de epítopos termomolábeis, 

reatividade frente a soros ZIKV
+
 e da imunogenicidade. Além disso, os fragmentos 

correspondentes às ∆NS1 DENV1-4 foram também obtidos com antigenicidades 

preservadas. Desta forma, os antígenos propostos foram produzidos com qualidade 

compatível à sua aplicação diagnóstica e vacinal.  

E. coli  figura entre os hospedeiros mais utilizados para a expressão de proteínas 

heterólogas por diversas razões, incluindo a simplicidade de manipulação e rápido 

cultivo, alto rendimento proteico e baixo custo (145). Conforme revisado recentemente 

pelo nosso grupo, esse organismo é largamente utilizado para expressão de proteínas de 

Flavivirus, as quais foram utilizadas como candidatos vacinais de subunidades para 

WNV, YFV, DENV e, mais recentemente, o ZIKV (38). Entretanto, o acúmulo de 
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agregados proteicos biologicamente inativos em corpos de inclusão consiste em um 

fator limitante desse sistema. A proteína NS1 ZIKV produzida neste trabalho 

concentrou-se na fração insolúvel do extrato bacteriano mesmo após expressão em 

diferentes linhagens de E. coli sob variadas condições de cultivo. Além das variáveis 

inerentes ao organismo hospedeiro, esses resultados podem estar relacionados ao 

elevado perfil de hidrofobicidade observada para a sequência da NS1 ZIKV. 

Observações semelhantes foram descritas para a expressão da proteína NS1 de outros 

Flavivirus expressas em sistema procarioto (109,140,146,147). Além disso, a produção 

de um fragmento da NS1 ZIKV em sistema procarioto também necessitou da 

recuperação da mesma a partir de IBs (143). Assim, a aplicação de métodos de 

renaturação proteica in vitro foram necessários à obtenção da NS1 ZIKV de forma 

solúvel a partir de IBs.  

As estratégias tradicionais de renaturação in vitro de proteínas recombinantes a 

partir de IB envolvem o uso de agentes químicos desnaturantes (ureia, guanidida, entre 

outros). Esses compostos permitem a solubilização e a desagregação das proteínas, 

sendo o enovelamento proteico realizado mediante retirada do agente químico por 

diferentes estratégias (109,126,148). Entretanto, durante esse processo, regiões 

hidrofóbicas das proteínas podem ser expostas, facilitando a agregação proteica. Além 

disso, o grau de enovelamento compatível com a estrutura secundária proteica (folha β-

pregueada), apresentada por parte das proteínas presentes no IB, é perdido 

completamente, configurando, assim, um fator limitante no enovelamento proteico 

depois de retirado o agente redutor (149,150). Desta forma, o rendimento proteico e a 

qualidade da proteína obtida ao final do processo podem ser negativamente impactados. 

Neste contexto, embora tenha sido possível a recuperação da proteína NS1 ZIKV 

utilizando um protocolo adaptado baseado na solubilização com ureia seguido de 

renaturação por diluição pulsada (109), a mesma apresentou baixo rendimento proteico 

ao final do processo. Além disso, a proteína se mostrou instável quando mantida em 

concentrações superiores a 0,1 mg/ml. 

Com objetivo de melhorar o rendimento e estabilidade da NS1 ZIKV, em uma 

segunda etapa avaliamos a utilização da técnica de solubilização de IBs sob alta pressão 

hidrostática (HHP). Esta técnica permite a desagregação proteica preservando a 



100 

RESULTADOS E DISCUSSÕES – PARTE 1________________________________ 

 

 

 

 

estrutura secundária da proteína contida nos IBs, reduzindo assim as interações 

eletrostáticas e a exposição de regiões hidrofóbicas intramoleculares (128–130). Por 

outro lado, o uso de pH alcalino permite solubilizar proteínas agregadas por repulsão 

eletrostática. Essa condição se mostra menos agressiva quando compara ao uso de 

reagentes caotrópicos (131). Surpreendentemente, a utilização de HHP realizada em pH 

alcalino permitiu a recuperação de até 89% da NS1 ZIKV contida em IBs e resultou em 

aumento de aproximadamente 30x no rendimento proteico final comparada à 

renaturação em pressão atmosférica normal. Esses resultados estão em linha com outros 

trabalhos utilizando HHP, os quais observaram alto grau de recuperação proteica 

(>90%) a partir de IBs (151,152).  

O aminoácido arginina é descrito como agente inibidor da agregação proteica e 

um auxiliador no processo de enovelamento proteico (135–137). Assim, visando 

aumentar a solubilidade da NS1 ZIKV e a redução da formação de agregados proteicos, 

a adição de Arg à estratégia de HHP, associada ao pH alcalino, também foi avaliada. A 

presença de Arg potencializou a recuperação da NS1 a partir de IBs, sendo observada a 

redução da formação de oligômeros de elevada massa molecular. Nesta condição, a 

proteína resultante apresentou elevado grau de pureza (90-95%), manteve-se estável em 

concentração relativamente alta (acima de 0,4 mg/ml), bem como preservação de 

estrutura secundária (folhas α/β-pregueadas). Além disso, a NS1 ZIKV foi efetivamente 

reconhecida por anticorpos de indivíduos previamente infectados pelo ZIKV. Assim, os 

resultados apresentados aqui indicam que o uso de HHP em associação com pH alcalino 

pode ser aplicada eficientemente na recuperação de proteínas recombinantes a partir de 

IB. 

O desenho e obtenção de antígenos com a aplicação diagnóstica devem 

contemplar importantes características como a reduzida homologia frente a patógenos 

relacionados, antigenicidade preservada, fácil produção e escalonamento industrial.  Sob 

essas premissas, a análise de epítopos lineares e descontínuos presentes na proteína NS1 

ZIKV, bem como do perfil de hidrofobicidade, permitiram desenhar o antígeno ∆NS1 

ZIKV como potencial alvo diagnóstico para o ZIKV. Corroborando os resultados 

obtidos para Hidrofobicidade de Parker, a proteína ∆NS1 ZIKV apresentou carácter 

predominantemente hidrofílico, sendo expressa na fração solúvel do extrato bacteriano. 
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Além disso, a proteína preservou antigenicidade e imunogenicidade após purificação, 

bem como epítopos termolábeis em sua estrutura. Esse último aspecto é fundamental 

para a detecção de anticorpos específicos direcionados ao ZIKV, tendo por base a 

presença de epítopos para células B descontínuos exclusivos a este patógeno preditos na 

análise computacional inicial. Desta forma, o referido antígeno foi produzido com 

qualidade e pureza (> 95%) adequados à sua aplicação em ensaios de diagnóstico 

sorológico.  

Atentando para o potencial biotecnológico da proteína ∆NS1 ZIKV, 

padronizamos a expressão da mesma sob cultivos em alta densidade em biorreator, bem 

como o escalonamento do processo de purificação e a validação antigênica, em 

colaboração com a equipe do laboratório da professora Dra. Viviane Maimoni 

Gonçalves (Instituto Butantan). Em concordância aos resultados apresentados aqui, a 

expressão sob condições controladas em biorreator (21 °C, 20 h, 0,7 mM de IPTG) 

permitiu a obtenção da ∆NS1 ZIKV, junto à fração solúvel do extrato bacteriano, com 

rendimento proteico de aproximadamente 500 mg/L. Além disso, a proteína obtida 

apresentou elevado grau de pureza, sendo reconhecida especificamente por soros 

ZIKV
+
. Assim, a proteína ∆NS1 ZIKV apresenta propriedades biotecnológicas que a 

configura como um promissor antígeno a ser aplicado em kits de sorodiagnóstico para o 

ZIKV. Esses resultados foram publicados na revista AMB Express (Anexo C) (153). 

Além disso, um pedido de patente foi depositado junto ao INPI (Processo n°: BR 10 

2018 067345 9) e PCT (Processo n°: PCT/BR2019/050362) referente aos processos de 

expressão e purificação da proteína ∆NS1 ZIKV mencionados. 

A proteína NS1 DENV apresenta carácter predominantemente hidrofóbico, 

sendo que a produção de fragmentos ou sua sequência completa em E. coli resultou em 

deposição em IBs (38,109,154). Alinhado a isso, os fragmentos correspondentes às 

∆NS1 DENV1-4 aqui expressos se concentraram na fração insolúvel do extrato 

bacteriano, sendo obtidas por renaturação in vitro. Assim, as proteínas ∆NS1 citadas 

foram obtidas com elevado grau de pureza e preservação a antigenicidade, sendo 

adequadas à utilização em ensaios de sorodiagnóstico.  

Desta forma, como continuidade ao trabalho, buscou-se avaliar o potencial 

vacinal das proteínas produzidas em formulações vacinais contra o ZIKV. Além disso, 
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protocolos de ELISA foram estabelecidos com essas proteínas tendo por objetivo a 

detecção específica de anticorpos direcionados ao ZIKV. 
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4.2.CAPÍTULO II. Desenho e obtenção dos antígenos recombinantes baseados 

na proteína EDIII ZIKV. 

O domínio três da proteína de envelope do ZIKV (EDIII ZIKV) consiste na 

região da proteína que interage com os receptores celulares alvejados pelo vírus, sendo 

um importante alvo para geração de anticorpos neutralizantes que inibam a etapa de 

adsorção viral. Além disso, o EDIII ZIKV consiste na região da proteína de envelope do 

ZIKV com reduzida homologia comparada a outros Flavivirus. Desta forma, esta 

proteína demonstra excelente potencial como antígeno a ser incorporado em 

formulações vacinais e em ensaios de sorodiagnóstico para o ZIKV, a qual foi expressa 

e obtida conforme os resultados descritos a seguir.  

4.2.1. Expressão e purificação da proteína EDIII ZIKV. 

Na tentativa de obter a proteína EDIII ZIKV de forma solúvel e com 

antigenicidade preservada, a expressão junto à fração solúvel do extrato bacteriano, foi 

avaliada nas linhagens de E. coli Rosetta, ArcticExpress e BL21(DE3) transformadas 

com o plasmídeo pET28aEDIIIZIKV. Após indução da expressão proteica, a presença 

da proteína de interesse no extrato bacteriano das diferentes linhagens foi avaliada por 

eletroforese em gel de poliacrilamida e confirmada por ensaios de western blot. Como é 

possível observar na figura 20, as linhagens de E. coli ArcticExpress e BL21(DE3) 

foram capazes de expressar a proteína EDIII ZIKV (~15 kDa). Além disso, a proteína 

foi detectada em ambas as frações (solúvel e insolúvel) do extrato bacteriano (Figura 20, 

C-F).  
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Figura 20. Expressão da proteína recombinante EDIII ZIKV em diferentes linhagens de E. coli. 
Amostras antes e após indução da expressão da proteína EDIII ZIKV foram submetidas à eletroforese em 

gel de poliacrilamida a 15% (SDS-PAGE) e ensaio de western blot utilizando anticorpo anti-HisTag. A 

expressão da proteína EDIII ZIKV foi avaliada nas linhagens de E. coli Rosseta (DE3) (A e B), E. coli 

ArcticExpress (C e D) e E. coli BL21 (DE3) (E e F). Descrição: canaleta M, marcador de peso molecular; 

To, extrato celular total antes da indução; T18, extrato celular total após indução; FS, fração celular 

proteica solúvel após indução; Fi, fração celular proteica insolúvel após indução, solubilizada em tampão 

desnaturante contendo 8M de ureia. 

Após expressão da proteína EDIII ZIKV nas linhagens citadas anteriormente, 

ensaios de obtenção e purificação da proteína alvo, a partir da fração solúvel (Fs) ou 

insolúvel (Fi) do extrato bacteriano, foram realizados a partida das linhagens de E. coli 

ArcticExpress e BL21 (DE3). Entretanto, o rendimento final obtido se apresentou 

reduzido. Além disso, a proteína quando recuperada a partir de corpos de inclusão 

demonstrou-se instável, mesmo quando utilizadas diferentes condições de salinidade e 

pH (Dados não mostrados). Neste sentido, vários fatores podem ser modificados a fim 

de se contornar tais problemas, dentre os quais se destaca o uso de diferentes cepas de 
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E. coli, a diminuição da temperatura de cultivo, mudança do meio de cultura e 

concentração de IPTG (indutor de expressão proteica) (141,142). Deste modo, com 

objetivo de maximizar a obtenção da EDIII ZIKV na Fs, ensaios de otimização do 

cultivo bacteriano e das condições de indução da expressão proteica foram realizados. 

Para isso, a cepa de E. coli BL21(DE3) capaz de produzir a proteína de interesse foi 

submetida ao cultivo em distintos meios de cultura (TB e LB), sendo avaliado também a 

influência da concentração do indutor IPTG (0,1 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 0,75 mM ou 1 

mM) sobre a expressão e obtenção da proteína EDIII ZIKV (Figura 21). Em todas as 

concentrações testadas foi possível detectar a proteína de interesse junto à Fs do extrato 

bacteriano, sendo que bandas com maior intensidade foram observadas nas alíquotas 

correspondentes à Fs induzidas com 0,5 mM e 0,75 mM de IPTG (Figura 21, A e B). A 

comparação da concentração da proteína EDIII ZIKV junto à Fs por ensaio de 

imunodetecção permitiu observar uma banda com maior proeminência na fração solúvel 

correspondente a indução com 0,75 mM de IPTG, em ambos os meios de cultivo 

(Figura 20, C e D). Desta forma, a concentração de 0,75 mM de IPTG foi escolhida para 

indução da expressão da proteína de interesse nas etapas seguintes do trabalho. 

 

Figura 21. Otimização da expressão da proteína EDIII ZIKV na linhagem E. coli BL21 (DE3).  A 

expressão da proteína EDIII foi avaliada sob a utilização de diferentes concentrações de IPTG (0.1 mM, 
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0.25 mM, 0.5 mM, 0.75 mM e 1 mM) e meios de cultivo (LB e TB). (A e B) Fotos de géis de 

poliacrilamida a 15% ilustram a indução da expressão da proteína EDIII ZIKV em meio de cultura LB e 

TB, respectivamente. (C e D) Fotos de géis de poliacrilamida e western blot referente ao teste de 

expressão utilizando 0,75 mM de IPTG em meio de cultivo LB e TB, respectivamente. Descrição: 

canaleta M = marcador de peso molecular; To, extrato celular total antes da indução; Fs, fração celular 

proteica solúvel após indução; Fi, fração celular proteica insolúvel após indução, solubilizada em tampão 

desnaturante contendo 8M de ureia. 

Ao se analisar a expressão da proteína EDIII ZIKV nos diferentes tipos de meios 

de cultivo (TB e LB) pôde-se observar que não houve uma diferença significativa 

quanto ao crescimento final das culturas pós-indução a 0,75mM de IPTG (Ab600 Final 

de 5,8 e 4,57, respectivamente). Assim, os dois meios foram escolhidos para dar 

prosseguimento ao cultivo e expressão da proteína alvo a ser utilizada nos testes de 

purificação, a fim de averiguar o impacto destes paramentos no rendimento final do 

processo. 

Para a obtenção e purificação da EDIII ZIKV, culturas em meio LB e TB foram 

produzidas em maior escala, adotando a linhagem de E. coli BL21(DE3) e indução da 

expressão proteica com IPTG a 0,75mM. A proteína alvo foi purificada a partir de 

ambas as condições de cultivo testadas (Figura 22), sendo que a utilização do meio LB 

resultou em um maior rendimento proteico final (0,357 mg de proteína/750 ml de 

cultura) quando comparado ao meio TB (0,167 mg de proteína/750 ml de cultura). A 

ausência da necessidade de renaturação diminui os custos da produção da proteína em 

estudo. Contudo, o rendimento proteico alcançado apresentou-se reduzido, 

demonstrando a necessidade de otimização de outras condições para maximizar o 

rendimento final da EDIII ZIKV. 
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Figura 22. Purificação da proteína recombinante EDIII ZIKV por cromatografia de afinidade. (A e 

C) Cromatogramas de purificação da proteína EDIII ZIKV produzida na linhagem de E. coli BL21 (DE3) 

cultivada em meio LB ou TB, respectivamente. A eluição da proteína foi realizada mediante aplicação de 

crescentes concentrações de imidazol (linha verde), conforme indicado nas figuras.  (B e D) Perfil 

eletroforetico em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 15%) de alíquotas das frações resultantes da 

purificação da proteína alvo, produzida em meio LB ou TB, respectivamente. Descrição: canaleta M, 

marcador de peso molecular; FT, extrato proteico solúvel obtido após passagem na coluna de purificação 

(Flow through); 1-13, Frações resultantes das purificações.  

Com objetivo de avaliar a qualidade da proteína obtida, a preservação da 

antigenicidade da proteína EDIII ZIKV purificada também foi avaliada por ELISA. 

Como é possível observar na figura 23A, a proteína preservou sua antigenicidade, sendo 

reativa com soro controle ZIKV+. Para avaliar a preservação de epítopos 

conformacionais em sua estrutura, a proteína EDIII também foi testada em sua forma 

desnaturada por ELISA. Para este parâmetro a reatividade máxima foi obtida somente 

quando a proteína foi utilizada em sua forma íntegra (Figura 23B). Assim, estes 
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resultados indicam que a proteína EDIII ZIKV produzida manteve epítopos 

conformacionais termolábeis em sua estrutura.  

 

Figura 23. Avaliação da antigenicidade da proteína EDIII ZIKV obtida a partir da fração solúvel 

do extrato bacteriano. Para avaliar a preservação da atividade antigênica da proteína produzida ensaios 

de ELISA foram realizados empregando a proteína EDIII ZIKV como antígeno de fase sólida. (A) 

Reatividade da proteína EDIII ZIKV com amostras de soros humanos controles, sabidamente positivo ou 

negativo, para infecção prévia pelo ZIKV. B) Amostras da proteína EIII ZIKV, submetida ou não 

previamente à desnaturação (aquecimento a 100 °C por 10 min. seguido de choque térmico à 0 °C), foram 

analisadas por ELISA quanto a sua reatividade com soro de paciente previamente infectado com o ZIKV.  

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (Teste t ou ANOVA de duas vias com correção de Bonferroni). 

Apesar dos resultados apresentados demonstrarem que a proteína foi obtida de 

forma solúvel e com antigenicidade preservada, a mesma demonstrou-se extremamente 

instável após purificação, precipitando em concentrações superiores a 0,1 mg/ml. Além 

disso, significativa perda proteica foi observada durante o processo de diálise para 

retirada do imidazol remanescente da purificação, sendo inviável a aplicação desta 

proteína nas etapas seguintes previstas no trabalho. Desta forma, diversas tentativas de 

otimização da obtenção da proteína foram também realizadas incluindo, testes de 

purificação e diálise em diferentes tampões base (HEPES, Fosfato de Sódio e Bis-Tris-

propano) e variadas condições de salinidade (50 mM, 100 mM, 150 mM, 200 mM, 300 

mM e 500 mM de NaCl). Além disso, a recuperação da proteína EDIII ZIKV a partir da 

fração insolúvel do extrato bacteriano, sob variadas condições de renaturação in vitro, 

também foi avaliada. Entretanto, a mesma permaneceu instável e com rendimento 

insatisfatório ao final do processo. Assim, métodos alternativos para obtenção da EDIII 

ZIKV se fizeram necessários. 
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4.2.2. Obtenção da proteína EDIII ZIKV por técnica de renaturação in vitro 

utilizando HHP. 

Diante do sucesso em obter a proteína NS1 ZIKV utilizando a técnica de HHP 

em pH alcalino (Sessão 4.1.2), avaliamos sua a utilização na solubilização e renaturação 

de IBs contendo a proteína EDIII ZIKV.  Para isso, testes de solubilização da proteína 

EDIII ZIKV foram realizados em diferentes condições de pH (9-11) na presença ou 

ausência de arginina. De acordo as análises realizadas, a solubilização sob HHP (2,4 

kbar / 0,4 kbar) em pH 10 (com ou sem adição de arginina) apresentou melhor 

recuperação proteica a partir dos IBs (Dados não mostrados). Essas duas condições 

foram então selecionadas, sendo ao final dialisadas para tampão PBS (pH 7,4). Após a 

remoção dos agregados proteicos por centrifugação, as amostras proteicas foram 

analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida. Apesar da ocorrência de 

precipitação durante o procedimento de diálise, foi possível recuperar a proteína alvo a 

partir de ambas as condições, com reduzida presença de contaminantes (Figura 24). 

Devido à instabilidade observada após descongelamento das amostras, o tampão final 

da referida proteína foi alterado para PBS, com acréscimo 10 % de glicerol, de forma a 

aumentar sua solubilidade, principalmente, em condições de recongelamento.  

 

Figura 24. Diálise da proteína EDIII ZIKV para tampão PBS após renaturação in vitro utilizando 

alta pressão hidrostática. Os corpos de inclusão insolúveis contendo a proteína EDIII ZIKV foram 

submetidos à renaturação in vitro utilizando técnica de alta pressão hidrostática em condições alcalinas 

(pH 10) com ou sem adição de arginina. Após renaturação a proteína solubilizada foi dialisada para 

tampão PBS (pH 7.4 + glicerol 10%). Alíquotas das preparações proteicas coletadas antes e após 

procedimento de diálise foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% (SDS-PAGE). 
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Descrição: M, marcador de peso molecular; 1, EDIII ZIKV renaturada em pH 10 pré-diálise; 2, EDIII 

ZIKV renaturada em pH 10 após-diálise; 3, EDIII ZIKV renaturada em pH 10+Arg pré-diálise; 2, EDIII 

ZIKV renaturada em pH 10+Arg após-diálise. 

Após diálise a proteína EDIII ZIKV foi submetida à purificação por CAN. Como 

é possível observar na figura 25, a proteína foi purificada e apresentou banda única com 

peso molecular esperado de 14,7 kDa.  Além disso, os ciclos de lavagens dos IBs 

propiciaram a retirada da maior parte de contaminantes do extrato bacteriano, elemento 

que justifica a reduzida quantidade de proteína eluída nos passos de limpezas (25-100 

mM de Imidazol) (Figuras 24 e 25). As frações correspondentes à proteína alvo foram 

então reunidas e, após diálise para retirada do imidazol remanescente, o rendimento 

estimado foi de 111,3 (pH 10) e 91,3 (pH 10 + Arg) mg/litro de cultura. Estes resultados 

demostram excelente recuperação da EDIII ZIKV junto à fração insolúvel, sendo muito 

superior ao descrito previamente (< 1 mg/litro de cultura) quando obtida a partir da 

fração solúvel do extrato bacteriano (Sessão 4.2.1). 
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Figura 25. Purificação da proteína EDIII ZIKV obtida sob HHP. A proteína EDIII ZIKV foi 

renaturada por técnica de alta pressão hidrostática em tampão sem (A e B) ou com (C e D) adição de 

arginina. Após o procedimento de renaturação as preparações proteicas foram dialisadas para tampão PBS 

(pH 7.4 + glicerol 10%) e submetida à purificação por cromatografia de afinidade ao níquel (A e C). As 

alíquotas correspondentes à proteína alvo foram reunidas, dialisadas para retirada do imidazol 

remanescente e submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) (B e D). Descrição: M, 

marcador de peso molecular; 1, alíquota da proteína EDIII ZIKV renaturada em tampão sem adição de 

arginina e purificada por CAN; 2, alíquota da proteína EDIII ZIKV renaturada em tampão com adição de 

arginina e purificada por CAN. 

Com objetivo de avaliar a qualidade da proteína produzida, a sua reatividade, 

frente a soros provenientes de pacientes previamente infectados ou não pelo ZIKV, foi 
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mensurada por ELISA (Figura 26). A proteína solubilizada em pH 10, com ou sem 

adição de Arg, preservou antigenicidade após renaturação e purificação, as quais foram 

reconhecidas especificamente por soro ZIKV
+
. Por outro lado, embora a proteína EDIII 

produzida em pH 10+Arg tenha apresentado maior reatividade detectada junto ao 

ELISA, essa demonstrou-se instável em solução, principalmente após descongelamento.  

 

Figura 26. Avaliação da antigenicidade da proteína EDIII ZIKV obtida em diferentes condições de 

renaturação in vitro. A reatividade da proteína EDIII ZIKV com amostras de soro provenientes 

pacientes previamente infectados pelo ZIKV ou não foi mensurada por ELISA utilizando a mesma como 

antígeno de fase sólida. Os resultados são representados como valores médios (barras) ± DP dos títulos 

anticorpos IgG antígeno-específico obtidos em dois experimentos independentes. **p<0,01 (Teste t). 

O domínio três da proteína E do ZIKV (EDIII) consiste na região da proteína 

responsável pela interação com os receptores celulares. Assim, com objetivo de avaliar 

a preservação da função biológica da proteína EDIII recombinante produzida nesta 

etapa do trabalho, a capacidade de ligação da mesma em células VERO (linhagem 

susceptível à infecção pelo ZIKV) foi avaliada por citometria de fluxo (Figura 27). A 

proteína EDIII renaturada em ambas as condições (pH 10 com ou sem Arg) preservou a 

capacidade de ligação às células VERO de maneira dose-dependente. Por outro lado, a 

proteína obtida em pH 10+Arg apresentou reduzida capacidade de ligação quando 

comparada a EDIII obtida na ausência de arginina. As proteínas BSA (não apresenta 

HisTag em sua sequência) e Bib A recombinante (adesina do S. agalactiae, que 

apresenta HisTag), utilizadas no ensaio como controles, não apresentaram significativa 

capacidade de ligação conforme esperado.  Assim, a solubilização da EDIII ZIKV por 

HHP em pH 10 consistiu na condição que melhor propiciou a recuperação da proteína 
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alvo preservando sua estabilidade em solução, bem como sua qualidade antigênica e 

funcional. Estas características são fundamentais para a sua aplicação junto a estratégias 

vacinais e/ou ensaios de sorodiagnóstico a serem avaliadas nas próximas etapas 

previstas do trabalho.  

 

Figura 27. Avaliação da atividade biológica da proteína EDIII ZIKV. Concentrações decrescentes da 

proteína EDIII ZIKV obtida em diferentes condições de renaturação in vitro (pH 10 ou pH 10 + Arg) 

foram incubadas com suspenções de células VERO. A ligação da proteína EDIII ZIKV à superfície 

celular foi avaliada por citometria de fluxo utilizando protocolo de marcação com anticorpos anti-HisTag. 

Como controles foram utilizadas as proteínas BSA e BibA em igual concentração. Os resultados são 

representados como valores médios (barras) ± DP da percentagem de células marcadas.  *p<0.05, 

comparando-se as diferentes amostras com a proteína EDIII ZIKV obtida em pH 10 sem adição de 

arginina (ANOVA de duas vias com correção de Bonferroni). 

4.2.3. Desenho e obtenção da proteína ∆EDIII ZIKV. 

Diante das dificuldades encontradas para produção da proteína EDIII ZIKV, 

alternativamente avaliamos a sequência da mesma com auxílio de ferramentas de 

bioinformática. Esta análise teve por objetivo a modificação ou retirada de regiões da 

proteína de forma a aumentar a sua solubilidade.  Assim, a sequência de aminoácidos da 

proteína alvo foi utilizada para determinação do perfil de hidrofobicidade de Parker 

(Figura 28A). Foi possível observar que as regiões destacadas na porção N-terminal (aa 

1-21) e C-terminal (aa 87-93) apresentou maior proporção de epítopos lineares com 

caráter hidrofóbico, as quais podem ajudar na desestabilização da proteína em meio 

aquoso. Diante disso, uma nova construção foi proposta, aqui denominada ∆EDIII 

ZIKV, para a qual as regiões citadas anteriormente foram removidas da proteína. 

Conforme predito, a retirada das regiões indicadas promoveu o aumento da 

solubilidade da proteína, sendo possível recuperar e purificar a mesma a partir da fração 
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solúvel do extrato bacteriano após expressão em linhagem de E. coli BL21 (DE3) 

(Figura 28, B-D).  Embora as modificações realizadas tenham permitido a obtenção da 

ΔEDIII ZIKV de forma solúvel, as mesmas podem exercer impacto significativo sobre 

sua estrutura e, consequentemente, sobre sua antigenicidade e função biológica. Neste 

sentido, os parâmetros de antigenicidade e capacidade de ligação a receptores celulares 

da referida proteína foram avaliados por ELISA e citometria de fluxo, respectivamente, 

conforme descrito anteriormente (Sessão 4.2.2). Nós observamos que a proteína ΔEDIII 

ZIKV apresentou reduzida reatividade com soro ZIKV
+
, a qual foi acompanhada 

também por ausência de ligação em células VERO quando comparada a proteína EDIII 

ZIKV renaturada por HHP (Figura 28). Desta forma, apesar da facilidade de obtenção 

da proteína em questão, seu uso demonstrou-se limitado.  

 

Figura 28. Desenho, expressão e purificação da proteína ΔEDIII ZIKV. (A) Predição de 

hidrofobicidade de Parker obtido por análise computacional da sequência de aminoácidos da proteína 

EDIII ZIKV. As regiões hidrofóbicas presentes nas porções N e C terminal da proteína EDIII (porções 

destacadas pelos retângulos vermelhos) foram retidas e a sequência remanescente, denominada ∆EDIII 

ZIKV, utilizada para clonagem e expressão da proteína correspondente. (B) A linhagem de E. coli BL21 
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(DE3) capaz de expressar a proteína ΔEDIII ZIKV foi induzida a 18 °C/18 h. Alíquotas antes e após a 

indução foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida (15%). (C) Cromatograma de 

purificação por CAN da proteína ΔEDIII ZIKV obtida a partir da fração solúvel do extrato bacteriano. 

(D) Perfil eletroforético da proteína ΔEDIII ZIKV purificada. Descrição: canaleta M, corresponde ao 

marcador de massa molecular; canaleta T0, extrato celular antes da indução; canaleta T18, extrato celular 

obtido 18 h após o início da indução da expressão proteica; 1, alíquota de 2 μg da proteína ΔEDIII ZIKV 

purificada. 

 

Figura 29. Avaliação da antigenicidade e atividade biológica da proteína ΔEDIII ZIKV. (A) 

Reatividade da proteína ΔEDIII ZIKV com amostras de soro provenientes pacientes previamente 

infectados pelo ZIKV ou não foi mensurada por ELISA utilizando a mesma como antígeno de fase sólida. 

Os resultados são representados como valores médios (barras) ± DP dos títulos anticorpos IgG antígeno-

específico. (B) Avaliação da capacidade de ligação da proteína ΔEDIII ZIKV em células Vero. A proteína 

alvo foi incubada com suspensões de células Vero, marcadas com anticorpo anti-HisTag e analisadas por 

citometria de fluxo de forma análoga ao descrito na figura 8.  Como controle dos ensaios foi utilizada a 

proteína EDIII ZIKV renaturada em pH 10 conforme descrito anteriormente. *p<0.05; ***p<0.001, 

comparando-se as diferentes amostras com a proteína EDIII ZIKV pH 10 (ANOVA de duas vias com 

correção de Bonferroni).  
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4.2.4. Discussão Parcial. 

Nesta etapa do trabalho buscamos obter a proteína EDIII ZIKV de forma solúvel 

e com antigenicidade preservada. Essa proteína representa um importante alvo para a 

produção de anticorpos neutralizantes. Sua reduzida homologia de sequência comparada 

a de outros arbovírus fazem da mesma um promissor antígeno para uso em diagnóstico. 

Assim, diversas estratégias de obtenção dessa proteína na fração solúvel do extrato 

bacteriano foram testadas, incluindo diferentes linhagem de E. coli, condições de cultivo 

(meio, temperatura de indução e concentração de IPTG), tampão de recuperação e 

edição de sequência com retirada de regiões hidrofóbicas. Entretanto, embora tenha sido 

possível purificá-la a partir da fração solúvel do extrato bacteriano, o rendimento obtido 

foi extremamente baixo (~0,3 mg/L cultura), bem como a proteína não se manteve 

estável em solução. Por outro lado, a recuperação da EDIII ZIKV por renaturação in 

vitro, utilizando a técnica HHP, se mostrou eficiente, sendo o rendimento proteico 

aumentado em mais de 100x (111,3 mg/L). Além disso, a proteína preservou 

antigenicidade e função biológica, sendo esses parâmetros indicativos de qualidade 

compatíveis com a aplicação em ensaios de diagnóstico e uso em formulações vacinais. 

A elevada taxa de expressão proteica pode impactar negativamente na eficiência 

de enovelamento proteico e, consequentemente, o acúmulo da proteína produzida em 

IBs. Por outro lado, a taxa de expressão proteica pode ser modulada por diferentes 

parâmetros, como a concentração de agente indutor disponível para a célula, bem como 

pelo tempo, temperatura e meio de cultivo (153,155,156). Neste contexto, o meio TB 

demonstrou melhor desempenho em relação a outros meios de cultura para a produção 

de proteínas recombinantes. Esse meio apresenta capacidade de tamponamento, 

mantendo um pH controlado durante o crescimento bacteriano e a presença de glicerol 

como fonte adicional de carbono (157,158). Avaliamos também, o impacto dos meios 

de cultivo TB ou LB sobre a expressão da EDIII ZIKV. Entretanto, nas condições aqui 

testadas não houve diferença quanto ao crescimento final das culturas pós-indução, bem 

como na recuperação proteica a partir da fração solúvel do extrato bacteriano, mesmo 

sob temperatura reduzida (18°C). Por outro lado, a indução da expressão proteica com 

elevada concentração de IPTG (0,75 mM) foi a que apresentou melhor recuperação da 

proteína alvo na fração solúvel. Estes resultados estão compatíveis com achado recente, 



117 

RESULTADOS E DISCUSSÕES – PARTE 2_________________________________ 

 

 

 

 

no qual a expressão proteica induzida com 0,7 mM de IPTG e reduzida temperatura (16 

°C) resultou em maior recuperação da proteína alvo a partir da fração solúvel do extrato 

bacteriano (153).    

A literatura suporta a recuperação da EDIII de diferentes Flavivirus por técnicas 

de renaturação in vitro, especialmente para DENV, WNV e ZIKV (38). Diante do 

reduzido rendimento proteico observado a partir da fração solúvel do extrato bacteriano, 

a recuperação da EDIII ZIKV foi explorada também a partir de IBs. Neste contexto, a 

aplicação de HHP em pH alcalino foi a técnica de escolha devido à sua elevada 

capacidade de renaturação proteica in vitro com preservação de propriedades 

imunológicas, conforme descrito para as proteínas NS1 ZIKV e DENV (121,152). 

Observamos um elevado rendimento proteico para a EDIII ZIKV quando submetida à 

essa técnica, sendo que a proteína obtida demonstrou-se estável em solução e reativa 

frente a soros ZIKV
+
.  

Um fator crucial na indução de anticorpos neutralizantes baseados na proteína E 

do ZIKV consiste na preservação de epítopos conformacionais em sua estrutura. Por 

outro lado, os anticorpos anti-EDIII tem como principal alvo o bloqueio da interação 

desta proteína com receptor da célula hospedeira. Embora sem avaliar os parâmetros 

estruturais da EDIII ZIKV obtida neste trabalho, a mesma demonstrou ter capacidade de 

interação específica com a superfície de células susceptíveis à infecção pelo ZIKV. Essa 

característica é sugestiva de manutenção da conformação estrutural compatível com a 

sua interação ao receptor celular. Em contrapartida, a retirada de regiões hidrofóbicas 

das porções C e N terminais da EDIII ZIKV impactou drasticamente na antigenicidade e 

interação dessa proteína com a superfície celular, sugerindo a importância dessas 

regiões para o correto enovelamento proteico. Diante do exposto, a proteína EDIII 

ZIKV obtida por HHP foi selecionada para as próximas etapas do trabalho. 
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4.3.CAPÍTULO III. Avaliação da especificidade sorológica das proteínas EDIII 

e NS1 ZIKV. 

As proteínas recombinantes obtidas de acordo ao apresentado nos capítulos 1 e 2 

deste trabalho foram utilizadas na padronização de ensaios sorológicos baseados na 

plataforma de ELISA. Os resultados obtidos estão descritos a seguir.  

4.3.1. Padronização de um protocolo de ELISA baseado na proteína ∆NS1 ZIKV. 

Com objetivo de avaliar a especificidade sorológica da proteína ∆NS1 ZIKV um 

protocolo de ELISA foi padronizado utilizando a mesma como antígeno de fase sólida. 

Este ensaio foi baseado na detecção de anticorpos anti-ZIKV da classe IgG, visto o seu  

potencial de aplicação na detecção de exposição prévia ao ZIKV, especialmente no 

contexto de mulheres gestantes e eminente risco de transmissão vertical deste vírus. 

Inicialmente buscamos avaliar se a utilização da proteína ∆NS1 ZIKV, em substituição 

a proteína NS1 ZIKV, reduz a reatividade cruzada de anticorpos IgG direcionados a 

outros flavivirus (Figura 30). Ao avaliar a reatividade da proteína ∆NS1 ZIKV frente a 

amostras de ascites monoespecíficos obtidas de animais infectados com o DENV, YFV, 

CHIKV ou ZIKV, os resultados mostraram reatividade cruzada reduzida (DENV e 

YFV) ou nula (CHIKV) quando utilizada a proteína ΔNS1 ZIKV (Figura 30B). Em 

contraste, os anticorpos de camundongos infectados com o ZIKV reagiram fortemente 

com a proteína ΔNS1 ZIKV, apresentando uma reatividade reduzida com a proteína 

NS1 DENV2. Esta última foi produzida de acordo ao descrito previamente pelo nosso 

grupo de pesquisa (159) e utilizada como controle de reatividade cruzada.   

Para melhor avaliar o perfil de reatividade da proteína ΔNS1 ZIKV frente à 

imunidade prévia contra o DENV, avaliamos sua reatividade com amostras de soro 

monoespecíficas para os diferentes sorotipos de DENV. Para isso, amostras de soro de 

camundongos infectados separadamente com os vírus da dengue (sorotipos 1-4) foram 

obtidas, sendo a reatividade com a proteína ΔNS1 ZIKV, bem como com as sequências 

correspondentes de DENV, mensuradas por ELISA. Como é possível observar na figura 

30B-E, elevada reatividade foi observada quando as amostras de soro DENV+ foram 

reagidas com as proteínas ΔNS1 DENV1-4, conforme esperado. Por outro lado, a 

utilização da proteína ΔNS1 ZIKV reduziu drasticamente a detecção de anticorpos anti-
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DENV (Figura 30B-E). Nas condições avaliadas, somente amostras com anticorpos 

direcionados ao DENV2 e DENV3 foram detectadas cruzadamente quando reagidas 

com a proteína ΔNS1 ZIKV (Figura 30, C e D). Além disso, como esperado as proteínas 

utilizadas não apresentaram reatividade significativa com amostras de soro obtidas de 

animais não infectados (Naive). Assim, esses resultados indicam que a proteína ΔNS1 

ZIKV reduz a detecção de anticorpos direcionados a DENV e YFV. 

Em seguida avaliamos o desempenho do protocolo de ELISA baseado na 

proteína ∆NS1 ZIKV utilizando amostras de soro humano. Para isso, o padrão de 

reatividade da proteína ΔNS1 ZIKV foi avaliado frente a um painel de amostras de 

soros de indivíduos infectados pelo DENV, as quais foram coletadas antes da entrada do 

ZIKV no Brasil (116,160). Como é possível observar na Figura 31A, estes soros 

apresentaram reatividade significativamente menor com a ΔNS1 ZIKV quando 

comparado à utilização das proteínas NS1 ZIKV e NS1 DENV2. Assim, esses 

resultados confirmam que a reatividade cruzada de anticorpos observada em pacientes 

infectados com DENV pode ser reduzida quando a ΔNS1 ZIKV é utilizada.  
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Figura 30. Avaliação da reatividade da proteína ∆NS1 ZIKV frente a soros monoespecíficos para 

diferentes flavivirus. Protocolo de ELISA foi estabelecido tendo a proteína ∆NS1 ZIKV como antígeno 

de fase sólida. As proteínas ∆NS1 DENV (sorotipos 1-4) ou quantidades equimolares das proteínas NS1 

inteira dos vírus DENV2 e ZIKV foram utilizadas como controles. (A) Representação esquemática 

ilustrando a infecção de camundongos com os vírus da dengue (sorotipos 1-4), Zika, Febre Amarela ou 

Chikungunya.  (B) Padrão de reconhecimento das proteínas ∆NS1 ZIKV e NS1 DENV2 por amostras de 

ascites murinas monoespecíficas para os vírus DENV, YFV, CHYKV ou ZIKV. (C-F) Reatividade de 

amostras de soro provenientes de camundongos infectados pelo vírus da dengue (sorotipos 1-4) ou ZIKV 

com as proteínas ∆NS1 do ZIKV ou DENV (1-4), conforme indicado nas figuras. Amostras de soro de 

camundongos não infectados (Naive) foram utilizadas como controle negativo. Os resultados foram 

expressos pelos valores de mediana (box plot) ou individuais (símbolos) do título ou absorbância de 

anticorpos IgG direcionados aos antígenos. A figura A foi criada com BioRender.com.*p<0.05; 

***p<0.001; ****p<0.0001; NS = Não significativo (ANOVA de duas vias com correção de Bonferroni).  

Para melhor compreender a natureza da especificidade sorológica promovida 

pela proteína ΔNS1 ZIKV e, levando em consideração a presença de epítopos 

conformacionais indicados pela análise computacional (Figura 13B; Tabela 8) e ensaios 

de antigenicidade (Figura 16B), a reatividade de amostras provenientes de indivíduos 

infectados pelo ZIKV, com imunidade prévia para o DENV (ZIKV
+
DENV

+
) ou não 

(ZIKV
+
DENV

-
), foi avaliada com as proteínas ΔNS1 ZIKV, NS1 ZIKV ou NS1 DENV 
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nas formas nativas ou desnaturadas termicamente (Figura 31, B e C). As amostras de 

soro utilizadas nesta etapa foram confirmadas previamente pela detecção de anticorpos 

neutralizantes (PRNT) para DENV e ZIKV. Assim, corroborando os resultados 

apresentados anteriormente, a utilização da proteína ΔNS1 ZIKV reduziu 

significativamente a detecção de anticorpos de reatividade cruzada direcionados ao 

DENV (Figura 31B). A desnaturação dos antígenos reduziu drasticamente a reatividade 

dos anticorpos de indivíduos previamente infectados com o ZIKV e/ou DENV (Figura 

31, B e C). Além disso, a detecção de anticorpos específicos para o ZIKV foi perdida 

após a desnaturação do antígeno ΔNS1 ZIKV (Figura 31C). Desta forma, os resultados 

obtidos indicam que os anticorpos anti-NS1 que se ligam a epítopos conformacionais, 

agrupados na região C-terminal da proteína NS1 ZIKV, conferem maior especificidade 

para detectar infecções por ZIKV. A proteína ΔNS1 ZIKV configura, portanto, um 

antígeno alternativo a ser aplicado em ensaios de sorodiagnóstico a serem utilizados em 

regiões onde DENV e ZIKV circulam. 
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Figura 31. Avaliação da especificidade sorológica da proteína ∆NS1 ZIKV utilizando amostras de 

humano. (A) Reatividade de amostras de soro provenientes de indivíduos (n=8) previamente infectados 

pelo vírus da dengue (coletadas em período pré-epidêmico no Brasil) com as proteínas NS1 DENV2, NS1 

ZIKV ou ∆NS1 ZIKV. (B e C) Padrão de reatividade das proteínas frente a soros humanos infectados 

pelo ZIKV, previamente expostos ao DENV (ZIKV+DENV+, B) ou não (ZIKV+DENV-, C). Os 

resultados foram expressos em título de anticorpos IgG médio (Box plot) ou individuais (símbolos) 

obtidos em dois experimentos independentes.  *p<0.05; ***p<0.001; ****p<0.0001; NS = Não 

significativo (ANOVA de duas vias com correção de Bonferroni). 

Apesar da proteína ΔNS1 ZIKV ter reduzido a detecção de anticorpos de 

reatividade cruzada, algumas amostras DENV positivas apresentaram reatividade 

remanescente acima do cut-off estabelecido para o ensaio (Figura 30, B e D-E; Figura 
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31 A). Assim, visando remover a reatividade cruzada do ensaio baseado na proteína 

ΔNS1 ZIKV, aplicamos um protocolo de depleção dos anticorpos anti-DENV por meio 

da adsorção prévia das amostras de soro com uma combinação das proteínas ΔNS1 de 

DENV (sorotipos 1-4), seguido da incubação dos mesmos com a proteína ΔNS1 ZIKV 

imobilizada em placa de ELISA (Figura 32A). A seleção desta técnica de adsorção foi 

baseada em estudos prévios que demonstrou a eficiência da mesma em aumentar a 

especificidade de ensaios sorológicos para outros patógenos como Borrelia burgdorferi 

e Fasciola spp. (161,162).  

De posse das proteínas purificadas ∆NS1 do DENV (1, 2, 3 e 4), as mesmas 

foram então utilizadas em testes de ELISA para detecção de anticorpos IgG tendo a 

proteína ∆NS1 ZIKV como antígeno de fase sólida. Para isso, um tampão contendo uma 

mistura das proteínas ∆NS1 DENV foi formulado e utilizado para adsorção dos 

anticorpos de reatividade cruzada presentes nas amostras de soro (Figura 32A). A 

aplicação da referida estratégia permitiu eliminar especificamente a reatividade cruzada 

remanescente presente em amostras de indivíduos previamente infectados pelo DENV 

(Figura 32B). Por outro lado, a reatividade dos anticorpos específicos para o ZIKV 

(ZIKV
+
DENV

-
 e ZIKV

+
DENV

+
) permaneceu preservada, demonstrando que a 

depleção, nas condições testadas, não afeta a sensibilidade do ensaio para a detecção de 

anticorpos IgG anti-NS1 ZIKV (Figura 32B). Assim, os dados obtidos abriram 

perspectiva da utilização da proteína ∆NS1 ZIKV, em associação à técnica de adsorção 

descrita, na detecção específica da imunidade prévia ao ZIKV. A etapa seguinte do 

trabalho consistiu na validação do referido teste de ELISA com amostras de soros 

humanos provenientes, principalmente, de regiões endêmicas para outros Flavivirus. 
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Figura 32. Avaliação da adsorção prévia de amostras de soros com as proteínas ∆NS1 de DENV. 

(A) Esquema ilustrativo do teste de ELISA utilizando a proteína ∆NS1 ZIKV como antígeno de fase 

sólida e amostras de soro pré-adsorvidas com as proteínas ∆NS1 referentes aos DENV 1, 2, 3 e 4. (B) 

Reatividade de amostras de soro, provenientes de indivíduos infectados pelo ZIKV e/ou DENV 

(conforme indicado na figura), pré-adsorvidas ou não com uma mistura das proteínas ∆NS1 referentes aos 

DENV 1, 2, 3 e 4. Os resultados foram expressos em título de anticorpos IgG médio anti-∆NS1 ZIKV 

(Barras) ± DP. Descrição: NS, não significativo; *** p<0,001 (Teste t). 

A etapa de validação do teste de ELISA foi realizada em colaboração com 

equipe dos professores Dr. Edison Luiz Durigon e Dra. Danielle Bruna L. O. Durigon 

(LVCM-ICB/USP), bem como da Dra. Viviane Fongaro Botosso (LV/Instituto 

Butantan). O protocolo de ELISA baseado na proteína ∆NS1 ZIKV padronizado, 

denominado como in house, foi modificado com objetivo de substituir algumas das 

soluções por reagentes comerciais (solução de bloqueio, diluente de amostra e 

revelação), tendo-se, portando, sua composição compatível com um kit comercial. 

Assim, após a realização de ensaios de otimização e substituição das soluções utilizadas 

no teste de ELISA (dados não mostrados), definimos a configuração das condições de 
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ensaio que preservaram a reatividade de amostras controles, como avaliados 

previamente no protocolo estabelecido in house, de acordo ao descrito na tabela 5. O 

teste de ELISA otimizado foi denominado ELISA ZIKA-v IgG. 

Após otimização do protocolo do teste ELISA ZIKA-v IgG, procedemos com a 

validação do mesmo utilizando painel de soros humanos caracterizados quanto à 

imunidade prévia contra DENV, YFV e ZIKV (Sessão 3.13.4; Tabela 7). Inicialmente, a 

ocorrência de reatividade cruzada do ELISA ZIKA-v IgG foi avaliada frente a um 

painel de soros (n=85) contendo amostras sabidamente positivas para os vírus citados 

anteriormente.  Conforme ilustrado na tabela 9, todos os soros dos grupos G1 (DENV
+
) 

e G3 (YFV
+
) não foram reagentes quanto triados com o ELISA ZIKA-v IgG 

padronizado. Estes resultados demonstram que o mesmo não apresenta reatividade 

cruzada com anticorpos de pessoas previamente infectadas pelo DENV ou YFV, 

detectando especificamente amostras de pacientes infectados pelo ZIKV (grupo G2) nas 

condições testadas.   

Tabela 9. Distribuição dos resultados obtidos das amostras testadas na validação 

do teste de ELISA baseado na proteína ∆NS1 ZIKV. 

Grupo de amostras Reagente Não reagente Inconclusivo Total 

G1 (DENV
+
) 0 47 0 35 

G2 (ZIKV
+
) 10 0 0 10 

G3(YFV
+
) 0 50 0 40 

 

Para estabelecimento dos parâmetros de sensibilidade e especificidade do ensaio 

utilizamos um grupo de 150 amostras obtidas de um estudo de coorte liderado pelo Dr. 

Albert Ko (Instituto Gonçalo Moniz – Fiocruz, Bahia/Universidade de Yale), as quais 

foram por ele gentilmente cedidas. Estas amostras foram triadas quanto à presença de 

anticorpos prévios para o ZIKV, pela técnica de PRNT90, a qual consiste no padrão ouro 

estabelecido para sorologia de indivíduos infectados pelo ZIKV (48,52). Assim, as 

amostras foram caracterizadas como 85 negativas e 65 como positivas para a infecção 

prévia pelo ZIKV pela técnica de PRNT90. Ao comparar a desempenho das 

metodologias de ELISA ZIKA-v IgG e PRNT90, somente 5 amostras foram 
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classificadas como falso negativas e 6 com falso positivas pelo ELISA (Tabela 10). Os 

resultados obtidos permitiram estimar os valores de especificidade e sensibilidade do 

teste de ELISA em, respectivamente, 94,12% e 90,7%, os quais foram determinados 

mediante o estabelecimento da curva ROC (Figura 33; Tabela 11) utilizando um ponto 

de corte de 0,2295 (Abs450nm).   

 

Tabela 10. Comparação dos resultados do teste de ELISA com a metodologia 

considerada padrão – PRNT90. 

 

 

Figura 33. Avaliação da especificidade e sensibilidade do teste de ELISA baseado na proteína ∆NS1 

ZIKV. (A) Amostras positivas (n=85) e negativas (n=65) para anticorpos anti-ZIKV, caracterizadas 

previamente por PRNT90, foram pareadas quanto aos resultados obtidos utilizando teste de ELISA 

baseado na proteína ∆NS1 ZIKV. Os resultados obtidos foram utilizados para determinação da curva 

ROC Curva ROC (B).  O valor de corte definido para ELISA foi de absorbância (450nm) ≥ 0,2295.  

 

 

 

Teste (ELISA) 

 

Número de amostras 

Padrão ouro – PRNT90 

Total 

   Reagente     Não reagente 

Reagente 59 (A) 6 (B) 65 

Não reagente 5 (C) 80 (D) 85 

Total 64 86 150 
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Tabela 11. Parâmetros do teste de ELISA baseado na proteína ∆NS1 ZIKV. 

Parâmetro 95% 

Sensibilidade (%) 90,7 (80,98 – 98,57) 

Especificidade (%) 94,12 (86,8 – 98,06) 

Valor preditivo positivo 90,90 (82,1 – 95,50) 

Valor preditivo negativo 94,05 (87,1 – 97,30) 

 

A elevada especificidade e sensibilidade observada aqui demonstra que o 

referido kit de ELISA pode ser aplicado para determinação da infecção prévia pelo 

ZIKV, especialmente em regiões endêmicas para outros Flavivirus como DENV. 

 

4.3.2. Avaliação da especificidade do monoclonal 4H2 direcionado ao antígeno 

∆NS1 ZIKV. 

A seleção de anticorpos monoclonais (mAbs) antígeno-específicos abre 

perspectiva de aplicação e padronização de metodologias diagnósticas incluindo 

imunofluorescência, ELISA, testes imunocromatográficos, entre outras. Neste contexto, 

soros hiperimunes e/ou mAbs produzidos e direcionados ao antígeno ∆NS1 ZIKV 

apresentam potencial aplicação em testes de diagnóstico para este patógeno. Assim, a 

proteína ∆NS1 ZIKV foi utilizada para a produção de mAbs específicos ao ZIKV em 

colaboração com o grupo de pesquisa liderado pela Dra. Roxane Maria Fontes Piazza 

(Instituto Butantan). Para isso, ensaios de imunização utilizando camundongos BALB/c 

foram realizados com a referida proteína, sendo a obtenção, seleção e manutenção de 

hibridomas produtores de mAbs direcionados ao antígeno ∆NS1 ZIKV realizado de 

acordo ao descrito previamente (163). Dentre os hibridomas e respectivos mAbs 

obtidos, o mAb denominado 4H2 apresentou capacidade de ligação à proteína NS1 

nativa do ZIKV (Figura 34). Assim, este monoclonal foi utilizado na implementação de 

ensaios de detecção específica da proteína NS1 ZIKV.  

Além da capacidade de reconhecimento da proteína NS1 ZIKV, a especificidade 

do mAb 4H2 foi avaliada utilizando células infectadas pelo ZIKV e DENV. Assim, a 

primeira etapa do trabalho consistiu na padronização do ensaio de imunofluorescência 
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utilizando o mAb 4H2. Monocamadas de células VERO previamente infectadas ou não 

(mock) pelo ZIKV foram submetidas a protocolo de marcação utilizando diferentes 

concentrações do referido mAb. Devido à reduzida porcentagem de marcação observada 

por ensaio de citometria utilizando a concentração de 5 µg/ml (Figura 34), as 

concentrações aqui testadas foram proporcionalmente maiores (10, 20 e 40 μg/ml). 

Assim, como ilustrado na Figura 35, todas as concentrações testadas no ensaio de 

imunofluorescência foram capazes de promover a marcação das células infectadas de 

maneira específica, com ausência de reatividade em células não infectadas. Diante 

desses resultados a concentração intermediária de 20 μg/ml foi selecionada para a 

próxima etapa do trabalho. 

 

Figura 34. Avaliação da capacidade de ligação do mAb 4H2 à proteína NS1 ZIKV nativa. (A) 

Estratégia de análise dos ensaios de citometria de fluxo utilizados na avaliação de mAb 4H2 anti-∆NS1 

ZIKV. (B) Amostras de células VERO foram infectadas com o ZIKV e, posteriormente, utilizadas para 

marcação com diferentes diluições do anticorpo monoclonal 4H2 (5, 2.5 ou 1.25 µg/ml), sendo as 

amostras analisadas por citometria de fluxo. Como controle negativo foram utilizadas células VERO não 

infectadas. Os valores são apresentados como média da fluorescência ± DP da porcentagem de células 

marcadas.   
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Figura 35. Padronização do ensaio de imunofluorescência utilizando o mAb 4H2. Diferentes concentrações do anticorpo monoclonal anti-NS1 ZIKV 4H2 (10, 20 e 40 μg/ml) foram utilizadas para 
marcação de monocamadas de células Vero previamente infectadas pelo ZIKV (24 hs, M.O.I = 1,0) ou não (MOCK). O mAb 4G2 anti-E de Flavivirus foi utilizado como controle do ensaio. Para 

marcação secundária foi utilizado o anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado com AlexaFluor 488 (florescêna verde). Os núcleos das células foram marcados com Hoechst 33342 (florescência azul). 
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Posteriormente à marcação, a células foram visualizadas em microscópio de fluorescência (Evos FL Thermo Sentific, USA) e fotos foram capturadas em aumento de 100 X (Barra de escala = 200 μm). Os 

resultados ilustrados são representativos de dois experimentos independentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ZIKV DENV 

mAb 4G2   

DAPI Alexa Fluor 488 Sobreposição DAP

I 

Alexa  Fluor 488 Sobreposição 

mAb 4F6 

mAb 4H2 

Figura 36. Avaliação da especifidade do anticorpo monoclonal 4H2 frente a células Vero infectados com o DENV2. A reatividade dos anticorpos monoclonais 4F6 (Anti-NS1 

DENV2) e 4H2 (Anti-NS1 ZIKV) foi avaliada em ensaio de imunoflurescência utilizando monocamadas de células Vero previamente infectadas (M.O.I = 1,0) com os vírus DENV2 

NGC ou ZIKV. O mAb 4G2 (anti-E de Flavivirus) foi utilizado como controle do ensaio. Para marcação secundária foi utilizado anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado com 

AlexaFluor 488 (florescência verde). Os núcleos das células foram marcados com Hoechst 33342 (florescência azul). Posteriormente à marcação, a células foram visualizadas em 
microscópio de fluorescência (Evos FL Thermo Sentific) e fotos foram capturadas em aumento de 200 X (Barra de escala = 100 μm). Os resultados ilustrados  são representativos de 

dois experimentos independentes. 
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Com objetivo de avaliar a especificidade do anticorpo monoclonal 4H2 a sua  

reatividade foi testada frente a células infectadas com o DENV2 (cepa NGC). Como 

controles de marcação foram utilizados os mAbs 4G2 (direcionado à proteína E de 

Flavivirus) e 4F6 (Anti-NS1 DENV2), este último descrito previamente pelo  nosso 

grupo de pesquisa (163). Nas condições avaliadas o mAb 4H2 não apresentou 

reatividade cruzada com células DENV2 infectadas, sendo detectada reatividade 

somente em células ZIKV+ (Figura 36). O mAb 4G2 promoveu a marcação das células 

infectadas por ambos os vírus, sendo que o mAb 4F6 marcou somente as células 

DENV2+, conforme esperado. Assim, os resultados apresentados ilustram a 

especificidade do mAb 4H2, o qual preserva potencial aplicabilidade no 

desenvolvimento de métodos de diagnóstico para o ZIKV baseados em ensaios de 

imunofluorescência, dentre outras plataformas.  

4.3.3. Avaliação da especificidade sorológica da proteína EDIII ZIKV. 

A sequência do domínio III da proteína de envelope do ZIKV apresenta reduzida 

homologia quando comparada à região correspondente de outros Flavivirus. Esta 

característica destaca a EDIII ZIKV como um potencial antígeno a ser utilizado em 

testes de diagnóstico sorológico diferencial do ZIKV. Assim, visando avaliar a 

especificidade sorológica da proteína EDIII ZIKV, um protocolo de ELISA foi 

estabelecido utilizando-a como antígeno de fase sólida. Interessantemente, ao 

avaliarmos a reatividade da proteína EDIII ZIKV frente a soros monoespecíficos 

obtidos de camundongos infectados separadamente com os quatro sorotipos do vírus da 

dengue, todas as amostras DENV positivas apresentaram reatividade abaixo do cut-off 

estabelecido para o ensaio (Figura 37). Assim, esses resultados indicam ausência de 

reatividade cruzada com anticorpos anti-DENV. Por outro lado, confirmando a presença 

de imunidade prévia ao DENV, as amostras testadas nesta etapa foram reativas para as 

respectivas proteínas ∆NS1 DENV (1-4) ou partículas do DENV (Figura 37).  
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Figura 37. Avaliação da reatividade da proteína EDIII ZIKV frente a soros de camundongos 

previamente infectados pelo DENV. Camundongos AG129 foram infectados com os vírus da dengue 

(sorotipos 1-4) ou Zika. Amostras de soro dos foram coletadas dos animais infectados e utilizadas nos 

ensaios de ELISA baseadas na proteína EDIII ZIKV e nos respectivos antígenos controles. (A-D) 

Reatividade dos soros hiperimunes vírus específicos frente à proteína EDIII ZIKV ou com antígenos 

controles (partículas do DENV ou as proteínas ∆NS1 DENV1-4), conforme indicado nas figuras. 

Na etapa seguinte do trabalho buscamos confirmar os resultados obtidos 

utilizando soro humano provenientes de indivíduos infectados previamente pelo ZIKV 

ou DENV. Como esperado, as amostras ZIKV
+
 apresentaram reatividade acima (4/5) do 

cut-off estabelecido para o ensaio (Figura 38A). Entretanto, todas as amostras de soro 

DENV+ foram positivas (4/4) quando avaliadas no teste de ELISA baseado na EIII 

(Figura 38B). Da mesma forma, as amostras DENV
+
 testadas foram reativas para a 

proteína ∆NS1 DENV2 conforme previsto (Figura 38B). Assim, nas condições 

estabelecidas, o ensaio apresentou reatividade cruzada com anticorpos direcionados ao 

DENV. Modificações no protocolo serão necessárias para a melhora do mesmo, bem 

como avaliar o desempenho do teste frente a um painel contendo maior número de 

amostras.  
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Figura 38. Avaliação do teste de ELISA baseado na proteína EDIII ZIKV com painel de soros 

humanos. (A) Padrão de reatividade de amostras humanas oriundas de indivíduos previamente infectados 

ou não pelo ZIKV. (B) Reatividade de amostras DENV+. Todas as amostras utilizadas foram validadas 

por PRNT90 (ZIKV e DENV). 

4.3.4. Discussão Parcial. 

Os arbovírus pertencentes ao gênero Flavivirus são relacionados 

filogeneticamente e apresentam elevada similaridade antigênica. Essa característica 

representa um obstáculo no estabelecimento de ensaios sorológicos específicos devido à 

consequente reatividade cruzada de anticorpos (40,46,47). Neste contexto, a busca por 

antígenos que permitam a detecção específica de anticorpos direcionados a esses 

patógenos é desafiadora. Assim, nesta etapa do trabalho protocolos de ELISA baseados 

nas proteínas ∆NS1 ZIKV e EDIII ZIKV foram padronizados visando à detecção de 

anticorpos IgG ZIKV-específicos. Os resultados obtidos demonstraram que a 

implementação da ∆NS1 ZIKV reduziu significativamente a reatividade cruzada de 

anticorpos direcionados ao DENV e so YFV, sendo essa especificidade correlacionada à 

presença de epítopos conformacionais na ∆NS1 ZIKV. Além disso, a configuração final 

do teste baseado na referida proteína apresentou elevada sensibilidade e especificidade 

em níveis equivalentes ou superiores aos kits comerciais disponíveis. Alternativamente, 

um monoclonal anti-∆NS1 ZIKV foi desenvolvido, o qual não apresentou reatividade 

cruzada com células infectadas com DENV. Por outro lado, embora a proteína EDIII 

ZIKV não tenha apresentado reatividade cruzada com soros murinos anti-DENV, 

adaptações ainda se fazem necessárias à sua aplicação na detecção de anticorpos IgG 

ZIKV-específicos utilizando amostras de soro humano. Assim, esses resultados abrem 
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perspectivas da utilização dos testes baseados na proteína  ∆NS1 ZIKV na confirmação 

da infecção pelo ZIKV, especialmente em regiões endêmicas para o DENV e YFV. 

A proteína NS1 é largamente utilizada no diagnóstico de DENV, mais 

recentemente, para o ZIKV (47,58,123,124). Entretanto, esse antígeno apresenta 

elevada homologia entre os Flavivirus, característica que pode impactar a especificidade 

de ensaios baseados na sequência inteira. Desde a introdução do ZIKV no Brasil 

estudos avaliaram a especificidade dos ensaios de ELISA baseados na NS1, sendo os 

resultados conflitantes. Enquanto os primeiros testes para o ZIKV lançados no Brasil 

divulgaram resultados de validação com parâmetros de sensibilidade e especificidade de 

até 100% (55,65), estudos posteriores contestaram os mesmos, demonstrando reduzida 

especificidade quando amostras oriundas de regiões endêmicas para DENV, validadas 

por PRNT90, foram utilizadas (58,59). De fato, os resultados apresentados aqui 

corroboram esses achados. A utilização da sequência completa da proteína NS1 ZIKV 

em protocolo de ELISA demonstrou ser altamente reativa com amostras de soro de 

indivíduos previamente infectados pelo DENV. Neste contexto, o uso de fragmentos da 

NS1 em substituição à sua sequência inteira poderia aumentar a especificidade dos 

ensaios baseados nesse antígeno.  

O desenho de antígenos proteicos por análises computacionais tem sido uma 

estratégia utilizada no melhoramento de vacinais e ensaios diagnósticos. Assim, uma 

análise do perfil de epítopos de células B baseada na sequência da proteína NS1 ZIKV 

revelou a presença de epítopos conformacionais específicos ao ZIKV, bem como um 

maior perfil de hidrofobicidade na região C-terminal da mesma, permitindo a seleção e 

predição do antígeno ∆NS1 ZIKV
251-352 

como potencial alvo diagnóstico.  De fato, esse 

antígeno foi capaz de reduzir drasticamente a reatividade cruzada com anticorpos IgG 

direcionados ao DENV e ao YFV, quando comparada à proteína homóloga inteira. 

Além disso, a especificidade observada foi dependente da configuração estrutural do 

referido fragmento proteico. Esses achados estão alinhados com estudos prévios que 

demonstraram que, apesar do elevado grau de conservação entre as proteínas NS1 do 

ZIKV, DENV e WNV, a porção C-terminal da proteína NS1 ZIKV (aa 271-352) retém 

características físico-estruturais distintas que a diferencia dos ortólogos presentes nos 

demais vírus analisados, como o perfil eletrostático de superfície (143,144). Além disso, 
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uma estratégia recente baseada em fragmentos (172–339 aa) contemplados na proteína 

∆NS1 ZIKV também apresentou reduzida reatividade cruzada com amostras DENV
+ 

(66). Desta forma, os resultados aqui descritos destacam a região C-terminal da proteína 

NS1 como potencial alvo para a predição de antígenos mais específicos ao ZIKV. 

O domínio β-ladder (182–352aa) da proteína NS1 ZIKV foi relatado como um 

dos mais conservados em análise comparativa com a de outros 73 Flavivirus (139). 

Alinhado a isso, embora a proteína ∆NS1 ZIKV tenha apresentado reduzida reatividade 

com soros DENV
+
, a mesma não foi capaz de eliminar totalmente a reatividade cruzada 

de anticorpos. O padrão de reatividade da ∆NS1 ZIKV com amostras de camundongos 

monoespecíficas aos DENVs sugerem que a reatividade remanescente ocorre 

principalmente com anticorpos direcionados aos sorotipos 2 e 3 do DENV. Esses 

achados levaram a padronização de uma nova versão do teste de ELISA baseado na 

∆NS1 ZIKV, incluindo uma etapa de adsorção das amostras de soro com a combinação 

das proteínas ∆NS1 DENV1-4, bem como a transposição dos reagentes para soluções 

comerciais. Corroborando outros trabalhos que utilizaram a técnica de adsorção como 

alternativa (161,162), o teste final proposto foi capaz de eliminar a reatividade cruzada 

remanescente, sem impacto negativo sobre a sensibilidade. Por outro lado, a 

especificidade apresentada foi superior a de testes já disponíveis comercialmente 

(58,59). Essas características abrem perspectivas  para a sua implementação comercial. 

Além disso, esse teste apresenta potencial de aplicação em áreas endêmicas para outros 

Flavivirus e, especialmente, poderá ser adotado na triagem de gestantes para detecção 

da infecção prévia pelo ZIKV. Essa última permitirá o correto manejo das gestantes no 

que se refere aos riscos associados aos efeitos congênitos do ZIKV. 

A seleção de anticorpos monoclonais específicos abre perspectiva de aplicação e 

padronização de metodologias diagnósticas incluindo imunofluorescência, ELISA de 

captura/competição e testes imunocromatográficos. Diante dos resultados obtidos na 

validação do antígeno ∆NS1 ZIKV, mAbs direcionados a esse antígeno foram 

produzidos e avaliados quanto à especificidade em ensaios de detecção do ZIKV. O 

mAb 4H2 foi capaz de se ligar à proteína NS1 nativa do ZIKV em ensaio de 

imunofluorescência, sem ligação cruzada com células infectadas com DENV2. Assim, o 

mAb 4H2 apresenta potencial de aplicabilidade no desenvolvimento de métodos de 
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diagnóstico para o ZIKV em ensaios de imunofluorescência (aplicáveis na confirmação 

de isolamento viral em cultura de células) ou na detecção/captura do antígeno NS1 

ZIKV por ELISA ou ensaios imunocromatográficos. Além disso, esses resultados 

corroboram a presença de epítopos específicos ao ZIKV na proteína ∆NS1 ZIKV. Por 

outro lado, embora não tenha sido observada reatividade cruzada do mAb 4H2 contra 

células infectadas pelo DENV2, outros ensaios utilizando células infectadas pelos 

outros sorotipos do DENV (1, 3 e 4) deverão ser conduzidos com objetivo de confirmar 

a especificidade do mAb aqui apresentado. 

Os dados descritos aqui embasaram um pedido de patente que foi depositado 

junto ao INPI (processo: BR 10 2016 011318 0) e PCT (processo: 

PCT/BR2017/050119). O referido pedido de patente, que solicita a proteção intelectual 

sobre a utilização da proteína ∆NS1 ZIKV, foi licenciado para a empresa privada 

Advagen LTDA-ME. A empresa, por sua vez, desenvolveu o produto que foi aprovado 

recentemente pela ANVISA (Registro nº 81472060013 - Adva Femme Zika-v IgG) 

(ANEXO A) e encontra-se atualmente disponível para comercialização junto à referida 

empresa. Além disso, o protocolo de ELISA baseado na proteína ∆NS1 ZIKV foi 

utilizado em outros trabalhos de coautoria do aluno visando à caracterização de 

amostras de soro humano quanto à infecção prévia pelo ZIKV (20,118). Por fim, 

demonstramos também que as proteínas ∆NS1 DENV1-4 retêm especificidade 

sorológica compatível com a detecção da imunidade prévia ao DENV, sem reatividade 

cruzada com o ZIKV. Esses resultados foram publicados recentemente no periódico 

International Journal of Infectious Diseases (Anexo C)(164) e corroboram, mais uma 

vez, o potencial da região C-terminal da proteína NS1 na predição de antígenos mais 

específicos ao patógeno relacionado. 

Além da proteína NS1, ensaios sorológicos baseados na EDIII ZIKV têm 

demonstrado promissora aplicabilidade na detecção de anticorpos IgG direcionados ao 

ZIKV (67). Entretanto, a detecção de anticorpos anti-EDIII ZIKV específicos sem 

reatividade cruzada com anticorpos direcionados ao DENV pode ser dependente do 

período de coleta da amostra após a infecção pelo patógeno (56). Assim, o teste baseado 

na EDIII ZIKV estabelecido em nosso trabalho apresentou elevada reatividade cruzada 

com amostras de soro humano obtidas de indivíduos previamente infectados pelo 
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DENV. Embora as amostras utilizadas tenham sido confirmadas para imunidade prévia 

ao DENV por PRNT90, o período exato de convalescência para essas amostras é 

desconhecido, sendo este um fator limitante do estudo. Desta forma, uma validação com 

maior número de amostras de soro, de preferência com coletas sequenciais, é necessária 

à padronização do teste aqui apresentado.  
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4.4.CAPÍTULO IV. Avaliação do potencial vacinal dos antígenos 

recombinantes baseados nas proteínas EDIII e NS1 do ZIKV. 

Além de avaliar o potencial diagnóstico das proteínas EDIII e NS1 ZIKV, nesta 

etapa do trabalho avaliamos a imunogenicidade e capacidade protetora de formulações 

vacinais baseadas nas mesmas. Assim, ensaios de imunização em modelo murino e 

desafio letal com cepa do ZIKV foram realizados, os quais estão descritos a seguir. 

 

4.4.1. Avaliação de formulações vacinais baseadas na proteína EDIII ZIKV. 

Conforme descrito anteriormente, diferentes construções e estratégias de 

padronização da expressão, renaturação in vitro e purificação foram realizadas com 

objetivo de obter a EDIII ZIKV com antigenicidade e imunogenicidade preservadas. 

Dentre as proteínas obtidas, as construções que compreendem a sequência total da 

EDIII ZIKV (renaturada sob HHP) ou um fragmento denominado ΔEDIII ZIKV (com 

retirada de regiões hidrofóbicas em suas extremidades C- e N-terminais), foram obtidas 

com rendimento e pureza satisfatórios.  Assim, para esta etapa do trabalho selecionamos 

as proteínas ΔEDIII ZIKV e EDIII ZIKV como antígenos vacinais. Camundongos da 

linhagem C57BL/6 foram então submetidos a um regime vacinal que consistiu na 

administração de três doses vacinais por via subcutânea (Figura 39A). O adjuvante 

Alum foi utilizado tendo por base trabalhos prévios que demonstraram a indução de 

anticorpos neutralizantes anti-EDIII ZIKV quando em associação com este adjuvante 

(74,91). Além disso, as toxinas termolábeis de E. coli enterotoxigênica apresentam 

papel imunomodulatório bem descrito na literatura (110), sendo aqui avaliada de forma 

inédita a capacidade do variante atóxico LTK63 em potencializar a resposta humoral 

antígeno-específica em associação com Alum. 

Ao avaliarmos a resposta humoral antígeno específica gerada nos animais 

imunizados, ambas as versões da proteína EDIII ZIKV testadas preservaram a 

imunogenicidade, sendo observada a produção de anticorpos antígeno-específicos de 

maneira dose dependente (Figura 39, B e C). Os maiores títulos de anticorpos foram 

detectados após a terceira dose vacinal, não sendo observado impacto significativo da 

incorporação do adjuvante LTK63 nos títulos de anticorpos gerados (Figura 39, B e C). 
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Além disso, os soros produzidos frente às diferentes formulações vacinais também 

foram testados quanto à capacidade de reconhecer a proteína de envelope E nativa 

presente em partículas do ZIKV. Como é possível observar na figura 39D, somente as 

formulações vacinais baseadas na proteína EDIII ZIKV induziram níveis detectáveis de 

anticorpos capazes de se ligar às partículas do ZIKV. Além disso, não houve diferença 

significativa nos títulos de anticorpos anti-ZIKV entre os grupos contendo Alum ou a 

associação de Alum+LT como adjuvantes. 

 

Figura 39. Determinação da resposta de IgG antígeno-específica induzida por formulações vacinais 

baseadas nas proteínas EDIII ZIKV. (A) Esquema representativo do protocolo de imunização adotado 

com as proteínas ∆EDIII, EDIII e E ZIKV utilizando camundongos C57BL/6. As curvas dose-resposta de 

anticorpos IgG séricos antígeno-específicos desenvolvidos durante o protocolo de imunização com as 

proteínas EDIII ZIKV obtida por HHP (B) e ∆EDIII ZIKV (C) foram mensuradas por ELISA. Os 

resultados são representados como valores médios (linhas) e individuais (símbolos) de título de IgG 

sérico antígeno específicos. A reatividade dos soros obtidos após a última dose vacinal também foi 

avaliada tendo partículas do ZIKV como antígeno de fase sólida (D). A figura A foi criada com 

BioRender.com.*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (ANOVA de duas vias com correção de Bonferroni).  

Uma das dificuldades observadas na obtenção de proteínas recombinantes a 

partir da fração insolúvel do extrato bacteriano, utilizando estratégias de renaturação in 

vitro, consiste na preservação da conformação estrutural da proteína obtida de forma 

semelhante à nativa. Por outro lado, a preservação de epítopos conformacionais ou 

lineares, com potencial neutralizante, consiste em uma característica essencial na 

aplicação de antígenos estruturais de Flavivirus em formulações vacinais (165,166). 
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Assim, embora elevados títulos de anticorpos (entre 10
5
 e 10

6
, aproximadamente) 

tenham sidos detectados nos soros dos animais imunizados, para acessamos o potencial 

vacinal dos antígenos aqui produzidos, decidimos avaliar também a capacidade dos 

soros gerados em neutralizar o ZIKV in vitro por PRNT. Conforme listado na Tabela 

12, os soros produzidos por todas as formulações vacinais não apresentaram potencial 

neutralizante, sendo detectada neutralização somente no controle positivo do ensaio, o 

qual foi obtido de indivíduo previamente infectado pelo ZIKV. 

 

Tabela 12. Avaliação da capacidade de neutralização viral dos soros dos animais 
imunizados*. 

GRUPO VACINAL PRNT50 PRNT90 

PBS <10 <10 

∆EDIII ZIKV + Alum <10 <10 

∆EDIII ZIKV + Alum + LTK63 <10 <10 

EDIII ZIKV + Alum <10 <10 

EDIII ZIKV + Alum + LTK63 <10 <10 

P19D >1280 640 

 
* Os soros dos animais vacinados com formulações baseadas nas proteínas ∆EDIII e EDIII ZIKV, obtidos ao 

final do protocolo vacinal, foram avaliados quanto à capacidade de neutralização do ZIKVBR in vitro. O título 

neutralizante foi determinado como a última diluição com capacidade de reduzir 50 % (PRNT50) ou 90 % 

(PRNT90) a formação de placas de lise viral. O soro P19D obtido de paciente previamente infectado pelo ZIKV 

foi utilizado como controle positivo de neutralização.  

 

Como todos os antígenos testados não apresentaram capacidade neutralizante, 

levantamos a hipótese de que a conformação estrutural dos mesmos, um importante 

parâmetro para indução de anticorpos neutralizantes, não esteja plenamente conservada. 

Diante disso, repetimos o protocolo de imunização utilizando partículas inativadas do 

ZIKV (piZIKV) como antígeno controle. Para isso, piZIKV foram obtidas após 

processo adaptado de purificação e inativadas com formalina, em colaboração com a 

Drª Viviane Fongaro Botosso (Laboratório de Virologia/Instituto Butantan). 

Camundongos da linhagem C57BL/6 foram então imunizados com piZIKV em 

combinação ou não com Alum e LTK63. O regime vacinal consistiu em três doses 
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(i.m.) de forma análoga ao utilizado para a proteína EDIII ZIKV (Figura 39A). Como é 

possível observar na figura 40, os anticorpos direcionados ao ZIKV foram induzidos de 

forma dose-dependente, sendo os níveis mais elevados encontrados após a terceira dose 

vacinal, especialmente nos grupos que receberam Alum como adjuvante.  Por outro 

lado, a associação dos adjuvantes Alum e LTK63 potencializou a indução de resposta 

humoral antígeno-específica, sendo observado título médio de anticorpos superior aos 

demais grupos ao final do protocolo vacinal.  

 

Figura 40. Determinação da resposta de IgG antígeno-específica induzida por formulações vacinais 

baseadas no ZIKV inativado. Camundongos C57BL/6 foram imunizados com partículas do ZIKV
BR

 

inativadas (10 µg/animal) assoadas ou não com os adjuvantes Alum e LTK63 em um regime vacinal de 

três doses. Os títulos de anticorpos IgG séricos antígeno-específicos desenvolvidos após cada dose 

vacinal foram mensurados por ELISA. Os resultados são representados como valores médios (Linhas) e 

individuais (símbolos). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 (ANOVA de duas vias com 

correção de Bonferroni). 

Visando avaliar a qualidade da resposta ZIKV-específica induzida, os soros dos 

animais imunizados, referentes à terceira dose vacinal, foram avaliados também quanto 

à capacidade de neutralização viral in vitro. Conforme ilustrado na Tabela 13, a 

associação de Alum com piZIKV quadruplicou o título neutralizante (PRNT50) dos 

soros dos animais imunizados. Além disso, a incorporação da proteína LTK63 à 

formulação com Alum e piZIKV potencializou de forma significativa a capacidade 

neutralizante dos soros, sendo este aumento de 4 vezes (PRNT50) e 2x (PRNT90), 

quando comparado ao grupo que recebeu somente Alum como adjuvante. Assim, a 
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detecção de anticorpos neutralizantes anti-piZIKV confirma a eficácia do protocolo e 

adjuvantes utilizados, sendo um indicativo de que a ausência de neutralização dos soros 

anti-EDIII pode estar relacionada à qualidade dos antígenos utilizados. Além disso, 

estes resultados ilustram o potencial inovador e promissor da associação da LTK63 em 

formulações vacinais contendo Alum como adjuvante.  

Tabela 13. Avaliação da capacidade de neutralização viral dos soros dos animais 
imunizados com piZIKV*. 

GRUPO VACINAL PRNT50 PRNT90 

PBS <10 <10 

piZIKV 10 <10 

piZIKV + Alum 40 10 

piZIKV + Alum + LTK63 160 20 

P19D >1280 640 

* Os soros dos animais vacinados com formulações baseadas no ZIKV inativado, obtidos ao final do protocolo 

vacinal, foram avaliados quanto à capacidade de neutralização do ZIKVBR in vitro. O título neutralizante foi 

determinado como a última diluição com capacidade de reduzir 50 % (PRNT50) ou 90 % (PRNT90) a formação de 

placas de lise viral. O soro P19D obtido de indivíduo previamente infectado pelo ZIKV foi utilizado como controle 
positivo de neutralização.  

 

4.4.2. Avaliação da imunogenicidade e capacidade protetora de formulações 

vacinais baseadas na proteína NS1 ZIKV. 

Após caracterizar a especificidade sorológica da proteína ∆NS1 ZIKV na 

plataforma de ELISA, o passo seguinte do trabalho consistiu na avaliação da 

imunogenicidade e capacidade protetora desta proteína bem como da NS1 ZIKV em 

modelo murino. Para isso, experimentos de imunização utilizando camundongos 

imunocompetentes da linhagem C57BL/6 foram realizados tendo como adjuvantes Poly 

(I:C) e LT-B (Figura 41A). Ao final do protocolo vacinal a imunidade humoral e celular 

antígeno específica foi então mensurada nos animais imunizados. Como é possível 

observar na figura 41C, as formulações vacinais contendo a proteína NS1 ZIKV foram 

capazes de induzir potente resposta de anticorpos IgG antígeno-específicos nos animais 

imunizados, com perfil dose-dependente, não sendo observada diferença significativa 

nos níveis de anticorpos IgG obtidos sob estímulo com os dois adjuvantes testados. Por 

outro lado, a proteína ∆NS1 ZIKV apresentou baixa imunogenicidade nas condições 
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testadas, no qual apenas 1 animal dos grupos ∆NS1+POLY(I:C) e ∆NS1+LT-B 

apresentaram níveis detectáveis de anticorpos IgG direcionados ao antígeno somente 

após a administração da terceira dose vacinal (Figura 41D).  

O perfil de resposta imunológica correlacionado com o controle da infecção 

pelos Flavivirus ainda permanece em estudo. Entretanto, a ativação de uma resposta 

com perfil Th1, o qual está correlacionado com a produção de interferons tipo I e II, tem 

demonstrado papel importante no controle da infecção (100). Desta forma, na tentativa 

de avaliar o perfil de resposta imunológica desencadeado nos animais imunizados com a 

proteína NS1 ZIKV, os títulos das subclasses de IgG (IgG1 e IgG2c) foram mensurados 

por ELISA no soro dos animais, sendo ambas subclasses de anticorpos detectadas nos 

três grupos vacinais (Figura 41E). Ao calcular a razão entre os títulos de anticorpos 

IgG1 e IgG2c, observa-se que todos os grupos de imunização apresentaram valores 

abaixo de 1 (Figura 41F), tendo-se, portanto, um predomínio de imunoglobulinas IgG1. 

Este resultado serve de indicativo da polarização da resposta imune para um perfil do 

tipo T-helper 2 (Th2) em todos os grupos de imunização.  
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Figura 41. Determinação da resposta de IgG NS1-específica induzida na linhagem de camundongo 

imunocompetente C57BL/6. Esquema representativo do protocolo de imunização adotado com as 

proteínas NS1 ZIKV e ΔNS1 ZIKV utilizando camundongos C57BL/6 (n=5) e análise da resposta 

imunológica antígeno específica desenvolvida. (B) Alíquotas do adjuvante LT-B submetidas à 

eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% (SDS-PAGE). (C e D) Curva dose-resposta de anticorpos 

IgG séricos antígeno-específicos desenvolvidos durante o protocolo de imunização com as proteínas NS1 

ZIKV e ΔNS1 ZIKV, respectivamente, mensurados por ELISA. Os resultados são representados como 

valores médios (barras) e individuais (símbolos) de título (Log. 10) de IgG sérico NS1 reagentes. E) 

Títulos das subclasses de anticorpo IgG (IgG1 e IgG2c) NS1-específicos mensurados em amostras de 

soro individuais dos camundongos imunizados (referentes à última dose do regime vacinal) por ELISA. 

As barras representam a média ± DP do título de subclasses de anticorpos IgG (Log10) dos animais 

imunizados. (F) Razão dos títulos de anticorpos IgG2c/IgG1 obtidos para cada grupo de imunização 

utilizando o antígeno NS1 ZIKV, representados como valores médios (enumerado na parte superior do 

gráfico) ou individuais (símbolos). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (ANOVA de duas vias com correção 

de Bonferroni). Descrição: canaleta M corresponde ao marcador de massa molecular; canaleta 1, 2 µg da 

proteína LT-B submetida previamente à desnaturação térmica (10 min./100°C seguido de 1 min./0 °C); 

canaleta 2, 2 µg da proteína LT-B. A figura A foi criada com BioRender.com. 

A proteína NS1 durante sua produção e tráfego intracelular pode ser processada 

e apresentada pelas vias de MHC de classe I e II e, consequentemente, promover a 
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ativação de linfócitos T CD8
+
 citotóxicos ou linfócitos T CD4

+ 
capazes de contribuir 

para a eliminação das células infectadas (100,167,168). Assim, a ativação de linfócitos 

T antígeno-específicos foi também avaliada em esplenócitos dos camundongos 

imunizados obtidos após a administração da última dose vacinal.  Como estímulo ex-

vivo foi utilizado um peptídeo restrito ao MHC de classe I 
125

AAKTNNSFV
133 

desenhado tendo como base a sequência da proteína NS1 ZIKV ou a própria infecção 

pelo vírus ZIKV de acordo ao descrito por Shan e colaboradores (2017). Entretanto, 

como é possível observar na Figura 42 (A-D), as formulações não foram capazes de 

induzir a ativação de células T CD8
+
 NS1-específicas produtoras de IFN-γ ou células T 

CD4
+
 produtoras das citocinas IFN-γ ou IL-4. De forma semelhante, os grupos 

imunizados com a proteína ∆NS1 ZIKV também não induziram a ativação das 

populações celulares citadas anteriormente (Figura 43, E-G), elemento que corrobora a 

baixa imunogenicidade desta proteína nas condições avaliadas.  
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Figura 42. Ativação de linfócitos T CD4
+
 e CD8

+
 antígeno-específico nos animais C57BL/6 

imunizados. A detecção das células T CD8
+
 e T CD4

+
 antígeno-específicas foi realizada em esplenótos 

dos camundongos imunizados, re-estimulados in vitro por até 12 h com o peptídeo NS1 sintético restrito 

ao MHC de classe I (A) ou 48h com o ZIKV (B-G). As células foram fenotipadas com marcação para as 

moléculas CD8, CD4 e acúmulo intracelular das tonas IFN-𝛾 e IL-4, sendo as amostras analisadas por 

técnica de citometria de fluxo. Os resultados estão apresentados na forma de porcentagem de células T 

CD8
+
IFN-𝛾+

 ou CD4
+
 (IFN-𝛾+

 ou IL-4
+
) sobre a população total de células T CD8

+
 ou T CD4

+
, 

respectivamente. Valores médios (barras) e individuais (símbolos) foram obtidos para cada grupo de 

imunização (n=5). (ANOVA de uma via com correção de  Bonferroni).  

Após caracterização da imunogenicidade das formulações vacinais, o passo 

seguinte consistiu na avaliação da capacidade protetora das mesmas frente ao desafio 

letal com o ZIKV. Visto que camundongos selvagens da linhagem C57BL/6 apresentam 

as vias de interferon tipo I e II preservadas, os mesmos são refratários para a infecção 

com ZIKV e, consequentemente, não reproduzem os sinais clínicos da doença. Deste 

modo, uma alternativa consiste na utilização de linhagens imunodeficientes para uma ou 
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mais vias de produção ou receptores de interferon. Neste contexto, a linhagem AG129 

não apresenta receptores para IFN-α/β e IFN-γ, sendo altamente susceptível à infecção 

viral.  Desta forma, decidimos avaliar primeiramente a susceptibilidade desta linhagem 

ao isolado viral disponível em nosso laboratório. Além disso, realizamos a padronização 

da infecção de camundongos com idade superior à 8 semanas, visto que os animais 

submetidos ao protocolo vacinal aqui descrito (45 dias, figura 41A) apresentam ao final 

do experimento aproximadamente 11 semanas de idade.  

Para selecionar a dose viral e avaliar a susceptibilidade da linhagem ao ZIKV, 

grupos de camundongos AG129 com idades de 8 a 11 semanas foram infectados por via 

subcutânea com diferentes doses virais. Como esperado, a linhagem AG129 demonstrou 

ser altamente susceptível à infecção pelo ZIKV, sendo que todas as doses testadas foram 

100% letais, levando os animais à morte em até 13 dias após a infecção (Figura 43).  

Sinais de morbidade durante o curso da infecção foram também observados incluindo, 

pelo eriçado, paralisia de um ou mais membros e arqueadura da coluna (dados não 

mostrados). Além disso, a perda de peso nos animais infectados foi detectada a partir do 

quinto dia de infecção, a qual se apresentou mais acentuada nos animais que receberam 

a maior dose viral (10
7
 UFP) (Figura 44). Um perfil semelhante foi observado quando 

monitorada a viremia dos mesmos, no qual partículas viáveis do ZIKV foram detectadas 

no soro dos animais infectados entre os dias 1 e 7 após infecção (Figura 45, A-D). Por 

outro lado, a detecção de cópias de genoma viral foi mais prolongada (>7dias) (Figura 

45, E-H). Assim, os dados aqui apresentados demonstram que o desafio dos animais 

com até 11 semanas de idade é efetivo e reproduz os sinais de infecção. A dose de 10
5
 

UFP do ZIKV (a menor testada nos animais com 11 semanas de idade) foi selecionada, 

a qual também foi relatada previamente como efetiva no desafio de animais de 8 a 14 

semanas (117,169).   
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Figura 43. Mortalidade dos animais da linhagem AG129 infectados com diferentes doses do ZIKV. 

Camundongos AG129 de 8 (A), 9 (B), 10 (C) ou 11 (D) semanas de idade foram infectados por via 

subcutânea com doses crescentes do vírus Zika (10
4
-10

7
 UFP/animal) de acordo ao representado na 

figura. A mortalidade dos animais foi avaliada ao longo de 13 dias e o número de animais/grupo está 

indicado nas legendas dos gráficos (Mantel-Cox). 
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Figura 44. Acompanhamento do peso dos animais da linhagem AG129 infectados com diferentes 

doses do ZIKV. A variação de peso dos animais AG129 de 8 (A), 9 (B), 10 (C) ou 11 (D) semanas de 

idade infectados com o ZIKV foi aferida com auxílio de balança analítica em dias alternados. Os dados 
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são expressos em % do peso corporal animal relativo ao mensurado um dia após a infecção.  (ANOVA de 

duas vias com correção de Bonferroni). 
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Figura 45. Avaliação da viremia nos animais AG129 infectados com o ZIKV. A viremia dos 

camundongos da linhagem AG129 infectados com 11 semanas de idade foi monitorada por titulação de 

partículas virais viáveis (A-D) ou quantificação de cópias de RNA viral pela técnica de qRT-PCR (E-H) 

em amostras de soro. Os dados são expressos em UFP/ml ou Nº de Cópias de RNA viral/ml, mensurados 

individualmente até o dia nove após a infecção dos animais com o ZIKV, nas doses indicadas na figura. 

(ANOVA de duas vias com correção de Bonferroni). 
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Depois de padronizado o modelo de desafio, a capacidade protetora das 

formulações pôde então ser avaliada.  Para isso, camundongos da linhagem AG129 

foram imunizados com as formulações vacinais baseadas nas proteínas NS1 e ∆NS1 

ZIKV de acordo ao descrito anteriormente. A imunogenicidade das mesmas foi avaliada 

pela detecção de anticorpos antígeno específicos e a indução de resposta imune celular 

mensurada em amostras de sangue coletadas dos animais 14 dias após administração da 

última dose vacinal (Figura 46A). Como é possível observar na figura 46B, todas as 

formulações contendo a proteína NS1 ZIKV induziram elevados títulos de anticorpos 

direcionados ao antígeno alvo de maneira dose-dependente. Entretanto, a magnitude 

desta resposta foi menor quando comparada à imunização de camundongos C57BL/6 

selvagens (~1 log. De diferença). O adjuvante LT-B foi capaz de potencializar a 

produção de anticorpos IgG anti-NS1, sendo detectados maiores títulos de anticorpos 

desde a administração da segunda dose vacinal quando comparado aos demais grupos 

(Figura 46B). De forma análoga ao observado para a imunização de camundongos 

C57BL/6, para todos os grupos vacinais a subclasse de anticorpo IgG prevalente foi 

IgG1, sendo este um indicativo de polarização da resposta para um perfil Th2 (Figura 

46, C e D). Além disso, não foram detectados anticorpos direcionados à proteína ∆NS1 

ZIKV.  
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Figura 46. Determinação da resposta de IgG NS1-específica induzida na linhagem de camundongo 

AG129. (A) Esquema representativo do protocolo de imunização adotado com as proteínas NS1 ZIKV e 

ΔNS1 ZIKV utilizando camundongos AG129 (n=6-7). (B) Curva dose-resposta de anticorpos IgG séricos 

antígeno-específicos desenvolvidos durante o protocolo de imunização com a proteína NS1ZIKV 

mensurados por ELISA. Os resultados são representados como valores médios (barras) e individuais 

(símbolos) de título (Log. 10) de IgG sérico NS1 reagentes. (C) Títulos das subclasses de anticorpo IgG 

(IgG1 e IgG2a) NS1-específicos mensurados em amostras de soro individuais dos camundongos 

imunizados (referentes à última dose do regime vacinal) por ELISA. As barras representam a média ± DP 
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do título de subclasses de anticorpos IgG (Log10) dos animais imunizados.  (D) Razão dos títulos de 

anticorpos IgG2a/IgG1, representados como valores médios (enumerado na parte superior do gráfico) ou 

individuais (símbolos), obtidos para cada grupo de imunização utilizando o antígeno NS1 ZIKV. A figura 

A foi criada com BioRender.com.*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (ANOVA de duas vias com correção 

de Bonferroni ou Test t).  

Na tentativa de avaliar o potencial das formulações em induzir a ativação de 

células T CD8
+
 NS1-específicas produtoras de IFN-γ ou TCD4

+
 produtoras das 

citocinas IFN-γ ou IL-4, estas populações foram também mensuradas em ensaio de ICS 

utilizando amostras de sangue coletadas ao final do protocolo de imunização. 

Entretanto, nas condições avaliadas, não foram detectadas de forma significativa a 

ativação das populações de células T mencionadas para ambos os antígenos testados 

(NS1 e ∆NS1 ZIKV) (Figura 47).  

 

Figura 47. Ativação de linfócitos T CD4+ e CD8+ antígeno-específico nos animais AG129 

imunizados. A detecção das células T CD8+ e T CD4+ antígeno-específicas foi realizada em amostras de 

PBMC de camundongos AG129 imunizados com a proteína NS1 ZIKV (A-C) ou ∆NS1 ZIKV (D-E) re-

estimuladas in vitro por até 48h com o vírus Zika (M.O.I = 0,5). As células foram fenotipadas com 

marcação para as moléculas CD8, CD4 e acúmulo intracelular das tonas IFN-𝛾 e IL-4, sendo as amostras 

analisadas por técnica de citometria de fluxo. Os resultados estão apresentados na forma de porcentagem 

de células T CD8
+
IFN-𝛾+

 ou CD4
+
 (IFN-𝛾+

 ou IL-4
+
) sobre a população total de células T CD8

+
 ou T 

CD4
+
, respectivamente. Valores médios (barras) e individuais (símbolos) foram obtidos para cada grupo 

de imunização (n=5). (ANOVA de uma via com correção Bonferroni). 

Após caracterizar a imunogenicidade das formulações na linhagem de 

camundongos AG129, a capacidade protetora das mesmas foi então avaliada em modelo 
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de desafio letal com o ZIKV, conforme estabelecido anteriormente.  Os parâmetros de 

viremia, aparecimento de sinais clínicos relacionados à infecção, mortalidade e perda de 

peso foram monitorados nos animais imunizados e desafiados. Ao analisar os resultados 

obtidos é possível observar que todos os animais imunizados sucumbiram para infecção 

de forma equiparável aos controles, apresentando pico de viremia entre 1 e 3 dpi (dia 

após a infecção) (Figura 48 e 49), assim como expressiva perda de peso a partir de 3 dpi 

(Figura 51A). Após o período de viremia, todos os grupos vacinais apresentaram 

complicações clínicas progressivas, incluindo o arqueamento da coluna e paralisia de 

membros (Figura 50). Na mesma linha, as complicações observadas progrediram para 

morte dos animais em até 13 dpi (Figura 51B). Desta forma, esses resultados ilustram o 

controle ineficiente da replicação viral promovida pela resposta imune antígeno 

específica desenvolvida e, consequentemente, a ausência de proteção vacinal nas 

condições avaliadas.  
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Figura 48. Avaliação da viremia nos animais AG129 imunizados com a proteína NS1 ZIKV e 

desafiados com o ZIKV. Duas semanas após a última dose do protocolo vacinal (dia 51) os animais 

imunizados com as formulações vacinais baseadas na proteína NS1 ZIKV foram desafiados pela via s.c. 

com o vírus Zika (10
5
 UFP/animal). A ocorrência de viremia foi monitorada por titulação de partículas 

virais viáveis (A-D) ou quantificação de cópias de RNA viral pela técnica de qRT-PCR (E-H) em 

amostras de soro. Os dados são expressos em UFP/ml ou Nº de Cópias de RNA viral/ml, mensurados 

individualmente até o dia cinco após a infecção dos animais. (ANOVA de duas via com correção 

Bonferroni). 
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Figura 49.  Avaliação da viremia nos animais AG129 imunizados com a proteína ∆NS1 ZIKV e 

desafiados com o ZIKV. Duas semanas após a última dose do protocolo vacinal (dia 51) os animais 

imunizados com as formulações vacinais baseadas na proteína ∆NS1 ZIKV foram desafiados pela via s.c. 

com o ZIKV (10
5
 UFP/animal). A ocorrência de viremia foi monitorada por titulação de partículas virais 

viáveis (A-D) ou quantificação de cópias de RNA viral pela técnica de qRT-PCR (E-H) em amostras de 

soro. Os dados são expressos em UFP/ml ou Nº de Cópias de RNA viral/ml, mensurados individualmente 

até o dia cinco após a infecção dos animais. (ANOVA de duas vias com correção Bonferroni). 
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Figura 50. Avaliação da morbidade dos animais AG129 imunizados e desafiados. A ocorrência de 

sinais clínicos correlacionados à infecção viral nos animais imunizados previamente com o veículo 

vacinal (A) ou com as formulações vacinais baseadas na proteína ∆NS1 ZIKV (B-D) e NS1 ZIKV (E-G) 

foi monitorada diariamente por até 13 dias após o desafio com o ZIKV. Os resultados estão representados 

como % dos animais classificados com determinado estado clínico (Saudável; Pelo eriçado; Curvatura de 

coluna; Paralisia de membros; Moribundo ou Morto), em escala de cores, conforme indicado na figura.  
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Figura 51. Avaliação da mortalidade e perda de peso dos animais AG129 imunizados e desafiados. 

A mudança de peso (A) e mortalidade (B) dos animais imunizados e desafiados foram monitoradas por 

até 13 dias após infecção com o ZIKV. Os dados estão representados como porcentagem média (%) ± DP 

dos respectivos parâmetros acompanhados nos diferentes grupos de imunização (Mantel-Cox e ANOVA 

de duas vias com correção Bonferroni). 

4.4.3. Desenho e avaliação da imunogenicidade e eficácia protetora de vacinas de 

DNA baseadas na proteína NS1 ZIKV. 

Conforme descrito anteriormente, a proteína NS1 ZIKV recombinante foi 

produzida satisfatoriamente em sistema procarioto. A utilização em formulações 

vacinais contra o ZIKV baseadas proteína NS1 ZIKV recombinante produzida em 

sistema procarioto se mostrou ineficiente mesmo em consórcio com diferentes 

adjuvantes. Estas não foram capazes de induzir a ativação de células T CD8
+
 ou CD4

+
, 

bem como conferir proteção frente à infecção viral dos animais imunizados. Neste 

contexto, recentes estudos demonstraram que a imunidade protetora frente ao ZIKV, 

baseada na proteína NS1, é dependente tanto da indução de resposta imune humoral 

quanto celular (96,99,100,125). Assim, na busca por alternativas que promovam a 

indução deste perfil mais completo de reposta anti-NS1 e a imunidade protetora contra o 

ZIKV, utilizamos de forma inédita uma nova estratégia de vacina de DNA baseada na 

expressão da NS1 ZIKV, geneticamente fusionada à proteína gD de HSV-1. Esta 

estratégia de fusão mostrou-se eficiente em melhorar a indução de respostas 

imunológicas humorais e celulares específicas do antígeno, com base na plataforma de 

vacina de DNA ou de proteína recombinante purificada (170–172). Os resultados 

obtidos para esta etapa do trabalho, os quais estão descritos a seguir, foram compilados 

e publicados junto ao periódico Frontiers in Medical Technology (Apêndice B). 
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Para avaliar o impacto da fusão genética da sequência da proteína NS1 à gD, 

dois plasmídeos que codificam para a proteína NS1 ZIKV isolada (pNS1-ZIKV) (Figura 

52A) ou geneticamente fusionada à proteína gD do HSV-1 (pgDNS1-ZIKV) (Figura 

48B), foram desenhados e obtidos. Os plasmídeos foram submetidos a análises de 

restrição com as enzimas BglII e PstI, e os fragmentos liberados apresentaram as 

mobilidades eletroforéticas esperadas (NS1: 1.056 pb; gDNS1: 2.262 pb) (Figura 52C). 

A construção do plasmídeo pgDNS1-ZIKV foi desenhada de forma a obter sequência da  

proteína NS1 ZIKV entre as posições aa 267-268 da proteína gD HSV1 (Figura 53, A e 

B), conforme descrito previamente (107). A expressão das proteínas codificadas pelo 

pNS1-ZIKV ou pgDNS1-ZIKV foi avaliada em células HEK 293 transfectadas, as quais 

foram marcadas com anticorpos específicos para NS1 ZIKV e detectadas por citometria 

de fluxo ou imunofluorescência (Figura 53C-E). Curiosamente, as células transfectadas 

com pgDNS1-ZIKV apresentaram expressão aumentada da proteína NS1 ZIKV em 

relação às células transfectadas com o pNS1-ZIKV (Figura 53D). Como esperado, a 

expressão da gD HSV-1 em células transfectadas com pgDNS1-ZIKV foi confirmada 

por western blot utilizando anticorpo anti-gD (Figura 54). Tomados em conjunto, esses 

resultados demonstram que as construções plamidiais apresentam perfil eletroforético 

adequado, bem como as proteínas recombinantes codificadas pelos mesmos foram 

adequadamente expressas em células de mamíferos.  

 

Figura 52. Construção dos plasmídeos que codificam para a proteína NS1 ZIKV. (A e B) 

Representações esquemáticas dos plasmídeos pNS1-ZIKV e pgDNS1-ZIKV, bem como os sítios das 

enzimas de restrição que flanqueiam os genes que codificam as sequências das proteínas NS1-ZIKV e 

gDNS1-ZIKV, respectivamente. NA Análise de restrição com as enzimas PstI e BglII. A mobilidade 

eletroforética dos fragmentos gerados após digestão com as enzimas de restrição foi avaliada utilizando 

gel de agarose (0,8%). Descrição: M, marcador de massa molecular (SM0314, Thermo Scientific, USA); 
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1, pNS1-ZIKV digerido com a enzima PstI; 2, pNS1-ZIKV digerido com as enzimas PstI e BglII; 3, 

pgDNS1-ZIKV digerido com a enzima PstI; 4, pgDNS1-ZIKV digerido com as enzimas PstI e BglII. 

Figura 53. Expressão da proteína NS1 ZIKV isolada ou fusionada à proteína gD HSV-1. (A e B) 

Representações esquemáticas das sequências de aminoácidos das proteínas NS1 ZIKV isolada (A) e 

gDNS1-ZIKV (B). (C-E) Detecção da proteína NS1 ZIKV expressa em células HEK293-T 24 h após a 

transfecção com os plasmídeos testados. As células foram marcadas com mAb anti-NS1 ZIKV, seguido 

por anticorpos anti-IgG de camundongo conjugados com Alexa Fluor 488 e análise por citometria de 

fluxo (C e D) ou imunofluorescência (E). Os dados estão expressos como média ± SEM de dois 

experimentos independentes realizadas em duplicata. Barra de escala = 400 µm. A significância 

estatística foi calculada usando ANOVA de uma via com correção de Bonferroni (**p<0.01, 

****p<0.0001, NS = não significante). 
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Figura 54. Avaliação da expressão da proteína gD em células de mamífero transfectadas. Células 

HEK293 foram transfectadas com os plasmídeos pUMVC3, pNS1-ZIKV ou pgDNS1-ZIKV. A expressão 

da proteína gD foi avaliada 24h e 48h após a transfecção por immunoblot. Os extratos celulares, obtidos 

após a lise, foram marcados com mAb anti-gD HSV-I seguido por anti-IgG de camundongo conjugado 

com HRP. Descrição: BSA, albumina de soro bovino; gD, proteína gDE7h recombinante. 

 

Em seguida, avaliamos a imunogenicidade das vacinas de DNA em 

camundongos da linhagem C57BL/6. Os animais foram imunizados com duas doses por 

via intramuscular em associação com eletroporação (Figura 55A). Como pode ser 

observado na Figura 55B, os títulos de anticorpos IgG séricos específicos para NS1 

foram semelhantes quando detectados após a última dose vacinal em camundongos 

imunizados com pNS1-ZIKV ou pgDNS1-ZIKV. As análises das respostas das 

subclasses de IgG anti-NS1 no soro indicaram que os camundongos vacinados 

desenvolveram respostas de subclasses IgG1 e IgG2c semelhantes (Figura 55D). Além 

disso, também investigamos a capacidade das amostras de soro anti-NS1 reconhecerem 

a proteína NS1 nativa expressa em células Vero, previamente infectadas com o ZIKV. 

Como representado na Figura 55C, os anticorpos anti-NS1 produzidos em camundongos 

imunizados com o pgDNS1-ZIKV apresentaram maior capacidade de ligação celular em 

relação às amostras de soro coletadas de camundongos imunizados com pNS1-ZIKV. 

Por outro lado, como esperado, não detectamos respostas de anticorpos anti-NS1 nos 

animais imunizados com o vetor pUMVC3 (Figura 55B-C). Assim, como os anticorpos 

anti-NS1 gerados são capazes de reconhecer dímeros NS1 associados à membrana em 

células infectadas com ZIKV, espera-se que, em condições in vivo, isso favoreça a 

eliminação das células infectadas.  
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Figura 55. Avaliação da resposta imune humoral induzida pelas formulações em camundongos 

imunocompetentes C57BL/6. (A) Representação esquemática do regime de vacinação. Camundongos 

C57BL/6 foram imunizados por via i.m. com duas doses das vacinas de DNA administradas em 

associação à eletroporação. Amostras de soro foram coletadas 13 dias após cada dose de vacina e as 

respostas de células T específicas foram mensuradas duas semanas após a última dose de vacina por 

ELISpot. (B) Perfis de dose-resposta de anticorpos IgG anti-NS1 mensurados por ELISA nas amostras de 

soro coletadas dos camundongos vacinados. Os dados estão expressos como médias (barras) e títulos de 

IgG individuais (símbolos) (Log10) obtidos em três experimentos independentes. (C) Perfil de ligação 

dos anticorpos séricos anti-NS1 à proteína NS1 nativa do ZIKV. Amostras diluídas de soro coletadas de 

camundongos vacinados (n = 10) foram reagidas com células VERO, previamente infectadas com ZIKV, 

e analisadas por citometria de fluxo. O mAb 4H2 (específico para NS1) foi usado como controle. (D) 

Respostas da subclasse de IgG mensuradas 14 dias após a segunda dose vacinal em amostras de soro dos 

camundongos imunizados (n = 10). As razões dos anticorpos IgG1 e IgG2c são indicadas no topo da 

figura. A significância estatística foi calculada usando ANOVA de uma ou duas vias com correção de 

Bonferroni. O teste T foi usado para analisar as respostas da subclasse de IgG (*p<0,05, **p<0,01, 

***p<0,001, ****p<0,0001, NS = não significante). 
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Uma vez que a plataforma de fusão de antígenos à proteína gD foi amplamente 

explorada para aumentar as respostas imunes protetoras mediadas por células T 

(107,170,171,173,174), nós avaliamos se, no contexto das formulações vacinais 

propostas nesta neste trabalho, tal abordagem levaria ao aumento de células T 

produtoras de IFN-γ NS1-específicas. Para esse fim, peptídeos da proteína NS1 ZIKV 

restritos ao MHC-I foram desenhados in silico e validados em ensaio de detecção 

intracelular de citocinas utilizando esplenócitos de camundongos previamente 

infectados com o ZIKV (Figura 56). A predição de peptídeos foi realizada utilizando a 

região C-terminal da proteína NS1 com base em um estudo recente que descreve a 

presença de epítopos de células T CD8
+
 imunodominantes em camundongos (96). 

Assim, como ilustrado na Figura 56, os peptídeos de número 36 e 128 foram capazes de 

estimular os esplenócidos de animais infectados, sendo detectável a produção 

intracelular das citocinas IFN-γ e TNFα. 

Tendo por objetivo maximizar a detecção de células T específicas para a NS1, os 

camundongos imunizados foram infectados com ZIKV e, três dias depois, o número de 

células produtoras de IFNγ foi determinado. Esse raciocínio foi baseado em evidências 

anteriores que demonstram que a expansão de células T CD8
+
 de memória, específicas 

para o antígeno, pode ser acessada neste momento após a infecção do vírus (175). 

Assim, os peptídeos selecionados foram aplicados em ensaios de IFNγ-ELISPOT 

realizados com esplenócitos de camundongos imunizados colhidos em 3 dpi (Figura 

55ª). Como ilustrado na Figura 57, apenas os animais imunizados com pgDNS1-ZIKV 

apresentaram aumento estatisticamente significativo no número de células secretoras de 

IFN-γ. Visto que os peptídeos utilizados para estimular as células in vitro são restritos 

ao MHC-I, esses resultados também sugerem ativação células T CD8
+
 nos 

camundongos vacinados. Tomados em conjunto, esses resultados indicam que a 

estratégia de fusão à gD é uma alternativa promissora para aumentar a resposta celular 

específica à NS1 induzida por vacinação. 
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Figura 56. Validação da atividade estimuladora dos peptídeos restritos a MHC-I desenhados com 

base na proteína NS1 ZIKV. Camundongos C57BL/6 foram i.v. infectados com ZIKV
BR

. Os esplenótos 

dos animais infectados foram isolados 7 dias após infecção, os quais foram estimulados in vitro com os 

peptídeos preditos e a produção de tonas intracelular avaliada por marcação intracelular de tonas (ICS) 

(A). Os esplenótos isolados de animais foram estimulados com cada peptídeo separadamente, sendo a 
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combinação de PMA/Ionomina utilizados como controle positivo de estímulo. As células foram 

analisadas por citometria de fluxo (B) para o acúmulo intracelular de tonas IFNγ (C), TNFα (D) e IL-2 

(E). Os dados são expressos em média ± DP (barras) ou porcentagem individual (símbolos) de células T 

CD8 
+
 (CD3

+
CD8

low
CD11a

high
) que produzem as diferentes tonas. A significância estatística foi calculada 

usando ANOVA de uma via com correção de Kruskal-Wallis. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, 

****p<0,0001 em comparação com o controle negativo).  

 

Figura 57. Análise da resposta imunológica celular induzida nos camundongos imunocompetentes 

vacinados. Os camundongos imunizados (n = 10) foram infectados com ZIKV
BR, 

sendo os esplenócitos 

dos mesmos colhidos 3 dpi. As células isoladas foram estimuladas in vitro com peptídeos NS1 ZIKV e 

analisadas quanto à produção de citonas via IFNγ-ELISpot. Os dados estão apresentados como média ± 

SEM (barras) ou valores individuais (símbolos) do número de células produtoras de IFN-γ. A 

significância estatística foi calculada usando ANOVA de duas vias com correção de Bonferroni 

(***p<0,001, ****p<0,0001). 

Após avaliar a imunogenicidade das formulações vacinais, a etapa seguinte do 

trabalho consistiu na caracterização da capacidade protetora das mesmas frente à 

infecção pelo ZIKV. Para esta etapa do trabalho nós testamos a imunidade protetora 

induzida pelas vacinas de DNA codificadoras para NS1 na linhagem de camundongo 

AB6, a qual é deficiente na expressão do receptor de interferon tipo I (IFNAR1
-/-

) 

(176,177). Para isso, camundongos AB6 foram imunizados seguindo o mesmo regime 

vacinal. Os animais foram então desafiados por inoculação i.v. com 10
6
 UFP de 

ZIKV
BR

, duas semanas após a última dose vacinal (Figura 58A). Conforme 

representado na figura 58B, antes do desafio com vírus, os níveis séricos de anticorpos 

IgG anti-NS1 detectados nos camundongos imunizados com pgDNS1-ZIKV foram 

superiores quando comparados com os animais inoculados com pNS1-ZIKV (Figura 

58B). Além disso, os camundongos imunizados com pNS1-ZIKV ou pgDNS1-ZIKV 
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mostraram respostas de subclasse IgG2c prevalentes (razões IgG1/IgG2c de 0,074 e 

0,161, respectivamente) (Figura 58C).  

Os camundongos vacinados e desafiados foram monitorados quanto à proteção 

induzida pelas formulações vacinais contra a ocorrência de viremia, morbidade e 

mortalidade, resultantes da infecção com o ZIKV. Conforme ilustrado na figura 58D-F, 

os animais imunizados com as vacinas de DNA que codificam para NS1 ou gDNS1 

apresentaram redução da viremia em relação aos camundongos imunizados com o grupo 

pUMVC3. Da mesma forma, os camundongos imunizados com pNS1-ZIKV ou 

pgDNS1-ZIKV apresentaram um reduzido período de viremia em relação ao grupo 

pUMVC3 (Figura 54D-F). Assim, estes resultados demonstram claramente que a 

imunização com vacinas de DNA que codificam para NS1 ZIKV tem um impacto direto 

na duração e na intensidade do estado virêmico, conforme detectado nos camundongos 

AB6 vacinados. 

 

Figura 58. Avaliação da resposta imune e imunidade protetora induzida pelas vacinas de DNA em 

camundongos imunodeficientes. (A) Representação esquemática do regime de vacinação. Camundongos 

AB6 foram imunizados duas vezes por via i.m. em associação com eletroporação. Amostras de soro 

foram coletadas 13 dias após cada dose da vacina. Os camundongos foram infectados por via i.v. com 10
6
 

PFU de ZIKV
BR

 duas semanas após a última dose da vacina e monitorado para viremia, morbidade e 
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mortalidade por 15 dias. As respostas de IgG total (B) e subclasse (C) anti-NS1 foram mesuradas por 

ELISA com amostras de soro coletadas de camundongos imunizados (n = 9). Os dados foram obtidos a 

partir de três experimentos independentes e estão expressos como média (barras) ± SEM ou valores 

individuais (símbolos) de títulos de anticorpos (Log10). As razões de IgG1 e IgG2c estão indicadas no 

topo da figura. (D-F) Duas semanas após a última dose, os camundongos imunizados (n = 5) estavam i.v. 

desafiado com ZIKV (10
6
 PFU/animal). Os dados de viremia estão expressos como média ± DP de 

PFU/ml, mesurada individualmente até o dia sete após a infecção. Os resultados são representativos de 

três experimentos independentes. A significância estatística foi calculada usando ANOVA de duas/uma-

via com correção de Bonferroni. O teste T foi usado para analisar os resultados da subclasse de IgG 

(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p <0,0001, NS = não significativo). 

Usando uma classificação de escala de sintomas, os camundongos imunizados 

com pgDNS1-ZIKV mostraram morbidade reduzida em comparação com os animais 

vacinados com pUMVC3 ou com os animais imunizados com pNS1-ZIKV (Figura 

55A-D). Os animais vacinados com pgDNS1-ZIKV recuperaram peso corporal em 

aproximadamente 10 dias após a infecção, enquanto aqueles imunizados com pNS1-

ZIKV recuperaram o peso corporal duas semanas após o desafio (Figura 59E). Também 

medimos a proteção anti-ZIKV induzida pela vacina em camundongos AB6 desafiados 

i.v. com uma dose letal de vírus. Conforme indicado na figura 59F, a imunização com 

pgDNS1-ZIKV conferiu maior sobrevivência (46%) à infecção letal por ZIKV em 

comparação com camundongos imunizados com pNS1-ZIKV (27%). Por outro lado, 

nenhuma proteção foi observada em camundongos imunizados com o vetor controle. 

Tomados em conjunto, esses resultados indicam que as vacinas de DNA que codificam 

para a proteína NS1 ZIKV conferem proteção parcial à infecção por ZIKV em 

camundongos AB6 imunodeficientes. Além disso, os presentes resultados 

demonstraram que a fusão genética da NS1 com a proteína gD melhora a indução de 

respostas imunes específicas do antígeno e a imunidade protetora contra o ZIKV. 
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Figura 59. Avaliação da imunidade protetora induzida pelas vacinas de DNA que codificam para 

NS1 ZIKV.  Animais AB6 foram imunizados com plasmídeos pUMVC3 (n = 12) (A), pNS1-ZIKV (n = 

11) (B) ou pgDNS1-ZIKV (n = 13) (C) e monitorados diariamente por até 15 dias após o desafio com 

ZIKV. Os resultados estão representados como a porcentagem de animais classificados com a condição 

do escore clínico (Saudáveis, pelagem despenteada, paralisia, moribundos ou mortos), em escala de cores, 

conforme indicado na figura. A pontuação clínica (D), a alteração do peso corporal (E) e os perfis de 

mortalidade (F) foram avaliados nos animais desafiados. Os dados representam resultados de três 

experimentos independentes e são apresentados como médias ± SEM da percentagem dos respectivos 

parâmetros seguidos nos diferentes grupos de imunização. A significância estatística foi avaliada usando 

ANOVA de duas vias com correção de Bonferroni. O teste de Mantel-Cox foi usado para analisar os 

resultados de sobrevivência (*p <0.001). 

4.4.4. Discussão Parcial 

Diversos candidatos vacinais contra o ZIKV foram propostos, sendo que partes 

deles avançou para testes clínicos. Entretanto, ainda não existem vacinas contra o ZIKV 

licenciadas para o uso em humanos. Avanços recentes demonstram que as respostas 

imunológicas celular e humoral desempenham papéis importantes no desenvolvimento 

da imunidade protetora aos Flavivirus em condições experimentais e clínicas. Assim, 
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vacinas voltadas para doenças associadas à essas infecções devem ativar 

preferencialmente ambos os braços do sistema imunológico (43,178,179). Nesta etapa 

do trabalho, descrevemos o uso de vacinas de subunidades baseadas nas proteínas 

recombinantes NS1 e EDIII ZIKV, bem como estratégias de vacina de DNA 

codificando para a NS1 ZIKV. Essas vacinas foram avaliadas quanto à imunogenicidade 

e papel ao protetor em condições experimentais. Os resultados demonstraram 

claramente que, apesar da imunização utilizando proteínas purificadas induzirem 

elevados títulos de anticorpos nos animais imunizados, as mesmas não promoveram a 

ativação de resposta celular antígeno-específica, bem como não foram capazes de 

controlar a infecção pelo ZIKV. Por outro lado, um candidato vacinal baseado em DNA 

codificando para a proteína NS1 fusionada geneticamente à proteína gD do HSV-1 

induziu respostas humoral e celular específicas para NS1 com maior eficiência. A 

vacina conferiu proteção parcial contra desafio letal com o ZIKV. Coletivamente, esses 

resultados destacam o uso de vacinas de DNA codificando a fusão genética de antígenos 

à gD-HSV1 como uma plataforma  mais promissora ao desenvolvimento de vacinais 

contra o ZIKV. Além disso, esses validam os efeitos adjuvantes da proteína gD nas 

respostas imunes NS1-específicas induzidas em vacinas de DNA direcionadas ao ZIKV. 

Os principais candidatos vacinais contra o ZIKV que chegaram a testes clínicos 

são baseados em proteínas estruturais do mesmo, especialmente as proteínas prM e E 

(38). Essas proteínas são apresentadas sob diferentes formas (vírus inativado, DNA, 

mRNA e vetores virais) tendo como alvo principal a indução de anticorpos 

neutralizantes (38,79,91,180).  Neste contexto, a EDIII ZIKV também tem sido 

explorada como candidato vacinal e foi capaz de induzir anticorpos neutralizantes 

quando associada a adjuvantes ou sob diferentes plataformas de entrega antigênica 

(74,90,93,181,182). Nesta tese o potencial vacinal da proteína EDIII ZIKV foi avaliado 

utilizando os adjuvantes Alum e LTK63. Esse último consiste em um mutante atóxico 

da toxina termolábel (LT) de E. coli enterotoxigênica, o qual apresenta capacidade de 

potencializar a resposta imune humoral e celular contra antígenos co-administrados 

(183–185).   

Os resultados obtidos demonstram que apesar de altamente imunogênicas, as 

formulações propostas baseadas nas proteínas EDIII ZIKV e ∆EDIII ZIKV não 
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induziram a produção detectável de anticorpos com capacidade neutralizante. Diante da 

importância da conformação estrutural proteica e preservação de epítopos descontínuos 

na proteína E sobre a indução nAbs, especulamos que os achados aqui apresentados 

podem estar relacionados ao dobramento incorreto das proteínas produzidas, 

especialmente a ∆EDIII ZIKV, e consequente impacto negativo nos parâmetros de 

antigenicidade e imunogenicidade.  

Embora conflitantes, outros trabalhos também demonstraram reduzida ou nula 

capacidade neutralizante em vacinas de subunidade baseadas na EDIII ZIKV purificada, 

mesmo quando produzida em células eucarióticas ou apresentada na plataforma de 

vacina de DNA (74,186). Por outro lado, ao utilizar  o ZIKV inativado, como antígeno 

em substituição à proteína EDIII ZIKV,  foi possível observar a produção de nAbs, 

especialmente quando utilizada a associação dos adjuvantes Alum e LTK63. Esses 

achados por sua vez indicam que a combinação de adjuvantes e o regime vacinal 

adotado promovem efeitos sinérgicos sobre a indução de anticorpos neutralizantes. Essa 

estratégia poderá ser explorada e melhor estudada em ensaios posteriores que visem à 

indução de anticorpos neutralizantes contra o ZIKV, bem como o mecanismo associado 

ao fenômeno observado.   

O potencial da NS1 ZIKV como um antígeno alvo foi investigado quanto à 

indução de respostas imunes humorais e celulares (96,99,100,125). A proteína é alvo de 

anticorpos anti-NS1 quando circulante no plasma em sua forma hexamérica, bem como 

na membrana citoplasmática de células infectadas, como dímeros, que podem levar à 

lise celular (98). Uma vez que a proteína NS1 não está presente na partícula do vírus, os 

anticorpos anti-NS1 não são capazes de induzir o fenômeno ADE (80,95,98,187). 

Embora os anticorpos anti-DENV-NS1 tenham sido implicados em efeitos colaterais 

associados à reatividade cruzada com proteínas de endotélio (154,188,189), tais efeitos 

parecem ser vírus-específicos, uma vez que nenhum efeito semelhante foi relatado com 

anticorpos anti-NS1 do vírus da encefalite japonesa (JEV) (189). Além disso, existem 

evidências conflitantes em relação aos efeitos protetores e deletérios associados aos 

anticorpos específicos para NS1, tanto nas infecções por DENV quanto por ZIKV 

(167,190). Por outro lado, a imunização passiva de camundongos com anticorpos 

policlonais ou monoclonais anti-NS1 ZIKV promoveu um claro efeito protetor contra a 
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infecção viral (95,98,187). Adicionalmente, mAbs anti-NS1 derivados de humanos 

também foram capazes de conferir proteção parcial a camundongos imunodeficientes 

desafiados com ZIKV por meio de imunidade passiva (95,98). A imunidade mediada 

por células T desempenha um papel importante na proteção induzida por vacinas de 

DNA baseadas em NS1 contra a infecção pelo ZIKV (96). Recentemente, o vírus 

Vaccinia Ankara (MVA) modificado para expressar a NS1 do ZIKV induziu proteção 

após um desafio intracraniano, a qual foi correlacionada a indução de anticorpos IgG2a 

e de células T CD8
+
 NS1-específicas polifuncionais (99,100). Assim, a induçãode 

anticorpos anti-NS1 associados à ativação de respostas de células T representam 

características importantes para uma vacina baseada em NS1 capaz de gerar imunidade 

protetora ao ZIKV. 

As formulações vacinais baseadas em proteínas recombinantes purificadas têm 

como limitante a reduzida imunogenicidade (38). Neste sentido, os adjuvantes 

utilizados nas formulações baseadas na NS1 purificada foram o Poly (I:C), um agonista 

de TLR3 e MDA5, constituído de sequências sintéticas de dsRNA. Devido ao seu 

efetivo na indução da produção de interferons tipo I, com propriedade antivirais, o Poly 

(I:C) pode também contribuir para maturação de células dendríticas, com consequente 

ativação de linfócitos antígeno-específicos e polarização da resposta imunológica para 

um perfil Th1 (191). Por outro lado, o adjuvante LT-B, o qual consiste na subunidade B 

recombinante atóxica derivada da toxina termolábel de E. coli enterotoxigênica, 

apresenta capacidade de modular a especificidade da resposta de anticorpos 

direcionadas ao antígeno (110). Embora as formulações baseadas na NS1 ZIKV tenham 

sido capazes de induzir elevados títulos de anticorpos antígeno-específicos, não foi 

detectada a ativação de resposta imune celular NS1-específica nos animais imunizados. 

Apesar dos adjuvantes utilizados, um predomínio da imunoglobulina IgG1 foi 

observado, o que sugere uma polarização da resposta imune para um perfil do tipo T-

helper 2 (Th2), indesejável para o modelo aqui testado. Atrelado a isso, as formulações 

propostas não foram capazes de controlar a infecção pelo ZIKV em modelo de infecção 

utilizando camundongos imunodeficiente. Assim, a busca por outras plataformas 

vacinais capazes de induzir um perfil mais completo de resposta imunológica anti-NS1 

ainda se fez necessária.    
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Estudos anteriores mostraram que a fusão genética de antígenos na região C-

terminal da glicoproteína D (gD) do vírus herpes simplex tipo I (HSV-1) pode melhorar 

a indução de respostas imunológicas humorais e celulares específicas ao antígeno, com 

base na plataforma de vacina de DNA ou como vacinas baseadas em proteína 

recombinante purificada (170–172). No presente estudo, avaliamos se tal abordagem 

levaria ao aumento de anticorpos e células T produtoras de IFN-γ específicos à NS1. 

Nossos dados indicam que, embora respostas de IgG anti-NS1 séricas semelhantes 

tenham sido induzidas com as diferentes vacinas de DNA baseadas em NS1 testadas, os 

camundongos imunocompetentes vacinados com pgDNS1-ZIKV geraram anticorpos 

anti-NS1 com maior capacidade de ligação à NS1 expressa em células infectadas em 

comparação com aqueles imunizados com pNS1-ZIKV. Como esses anticorpos são 

capazes de reconhecer dímeros de NS1 associados à membrana das células infectadas 

com o ZIKV, espera-se que, em condições in vivo, isso favoreça a eliminação das 

células infectadas. Da mesma forma, a presença de níveis mais elevados de IgG2c em 

camundongos AB6 imunizados com pgDNS1-ZIKV também apoia essa hipótese, uma 

vez que anticorpos IgG2c são conhecidos por se ligarem fortemente ao receptor 

FcyRIV, um mediador de ADCC (192,193). Assim, o aumento da imunidade observada 

neste grupo pode estar relacionado ao papel da gD na modulação das respostas 

antígeno-específicas induzidas. Além disso, a transfecção de células com pgDNS1-

ZIKV aumentou a expressão in vitro de NS1 em comparação com células transfectadas 

com pNS1-ZIKV, uma característica que também pode impactar a imunogenicidade das 

proteínas codificadas. Assim, esses achados destacam os efeitos adjuvantes da gD na 

imunogenicidade da NS1 codificada por vacinas de DNA. 

As respostas imunológicas mediadas por células T induzidas pela vacinação com 

NS1 foram descritas como uma característica chave no controle de infecções por ZIKV 

em condições pré-clínicas (96,100). Achados semelhantes também foram relatados em 

estudos clínicos que demonstram que a NS1 é capaz de induzir a produção robusta de 

IFN-γ por células T durante a infecção pelo ZIKV (194,195). Neste contexto, visto que 

a plataforma de fusão do antígenos à gD foi amplamente utilizada para aumentar as 

respostas imunes protetoras mediadas por células T (107,170,171,173,174), avaliamos 

se essa abordagem levaria ao aumento na indução de células T produtoras de IFN-γ 
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específicas à NS1. Ao utilizarmos peptídeos restritos ao MHC-I, baseados na NS1 

ZIKV, para ativar in vitro esplenócitos de camundongos C57BL/6 imunizados, 

observamos que apenas a expressão de NS1 fusionada com a proteína gD promoveu 

aumento significativo das respostas celulares secretoras de IFN-γ. Uma vez que usamos 

peptídeos restritos ao MHC-I para estimular as células in vitro, esses resultados também 

sugerem a ativação de respostas de células T CD8
+
 nos camundongos vacinados e 

abrem perspectivas para o uso desses peptídeos em estudos futuros que tratam da 

indução de respostas de células T específicas à NS1 em condições experimentais. 

Tomados em conjunto, esses resultados indicaram que a estratégia de fusão antigência à 

gD é uma alternativa promissora para aumentar a resposta celular específica à NS1 

induzida por vacinação.  

Nossos dados também corroboram resultados obtidos em um estudo recente que 

descreveu o uso de vacinas de DNA que codificam para a proteína ZIKV NS1 (96). 

Apesar das diferenças no regime vacinal testado, incluindo número de doses (total de 

três), via de imunização (intradérmica) e base genética dos camundongos (BALB/c), os 

autores observaram que apenas a expressão de uma forma modificada de NS1 (pVAX-

tpaNS1) foi capaz de induzir altos títulos de anticorpos capazes de reconhecer a NS1 em 

células infectadas e promover a ativação de respostas de células T. Além disso, os 

autores relataram a presença de epítopos de células T CD4
+
 e CD8

+
 imunodominantes 

na região C-terminal da NS1 (aa 172 a 352) (96). Da mesma forma, os epítopos restritos 

ao MHC-I preditos e validados em nosso trabalho estão mapeados na mesma região da 

proteína. Além disso, a fusão genética com a proteína gD HSV-1 levou a uma ativação 

aumentada de células secretoras de IFN-γ específicas à NS1 em camundongos 

vacinados. As diferenças nos epítopos de células T CD8
+
 usados nos dois estudos 

podem ser reflexo das origens genéticas distintas das cepas de camundongos vacinados 

testados (BALB/c × C57BL/6). Por outro lado, como a validação dos peptídeos 

descritos em nosso estudo foi realizada após a infecção pelo ZIKV, esses achados 

podem refletir parte do repertório de epítopos imunodominantes detectados em 

condições mais naturais. No entanto, uma vez que não avaliamos as respostas imunes 

induzidas com a sequência total da proteína NS1, outros epítopos também podem ser 

alvos após a imunização com pgDNS1-ZIKV. Da mesma forma, outros estudos podem 
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ser conduzidos para elucidar os impactos positivos da fusão do antígeno gD com a 

indução de respostas de células T CD4
+
 NS1-específicas. 

Camundongos do tipo selvagem, como C57BL/6, preservaram respostas de IFN 

tipo I que fornecem defesa contra infecções virais e, consequentemente, não permitem a 

replicação viral eficiente, bem como a geração de efeitos de morbidade e letalidade 

relacionados à infecção por ZIKV (196,197). Para acessar a capacidade protetora das 

formulações aqui testadas, usamos uma cepa de camundongo AB6 deficiente em 

receptor de IFN tipo I (IFNAR1 
-/-

), que é suscetível à infecção por ZIKV (177). 

Adotando o mesmo protocolo de vacinação utilizado em animais selvagens, detectamos 

títulos de IgG anti-NS1 séricos mais elevados em camundongos AB6 imunizados com o 

pgDNS1-ZIKV quando comparados a camundongos imunizados com o pNS1-ZIKV. 

Após infecção com o ZIKV, os camundongos vacinados com pgDNS1-ZIKV 

mostraram níveis de morbidade e letalidade reduzidos em comparação com os animais 

imunizados com pNS1-ZIKV. Além disso, ambas as vacinas de DNA baseadas em NS1 

induziram resposta predominante da subclasse de IgG2c no soro e reduziram a viremia 

após a infecção. Essas observações confirmaram os efeitos adjuvantes da estratégia de 

fusão à gD aplicada nas vacinas de DNA, com impactos positivos sobre a indução de 

respostas imunológicas de base celular e humoral específicas à NS1 em camundongos 

imunocompetentes e imunidade protetora em camundongos AB6. Adicionalmente, os 

perfis de proteção mediados pela NS1 observados estão alinhados com estudos 

anteriores que avaliaram a imunidade mediada pela NS1 ZIKV em camundongos 

imunodeficientes (99), bem como em camundongos imunocompetentes BALB/c 

(96,125) ou CD-1/ICR (100). Além disso, em contraste com os achados descritos por 

um estudo utilizando vacina de DNA baseada em NS1 (96), nossas formulações foram 

capazes de conferir proteção em camundongos IFNAR1
- / -

 mesmo após o desafio letal 

com uma alta dose de infecção (10
6
 UFP). 

Apesar das vantagens das vacinas de DNA em relação a outras abordagens 

vacinais, que incluem fabricação e custos, as vacinas de DNA geralmente apresentam 

imunogenicidade reduzida quando testadas em condições clínicas (198). Por outro lado, 

a eletroporação representa uma das estratégias mais eficazes para aumentar a 

imunogenicidade das vacinas de DNA tanto em camundongos quanto em humanos 
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(199). Evidências anteriores demonstraram que a eletroporação aumenta a ativação de 

respostas protetoras mediadas por células T em um modelo de desafio de tumor murino 

(200). No presente estudo, a administração das vacinas de DNA via eletroporação 

contribuiu para a indução de respostas imunes com redução das doses vacinais 

administradas nos animais em relação a outro estudo baseado na vacina de DNA 

codificando a NS1 ZIKV (96). Assim, as evidências apresentadas aqui suportam ainda 

mais a relevância da eletroporação como um método de entrega preferido para a 

administração de vacinas de DNA em condições experimentais ou clínicas. 

Embora o papel adjuvante da gD seja evidente em todas as estratégias 

exploradas até o momento, os mecanismos relacionados aos efeitos adjuvantes 

observados permanecem obscuros. Os efeitos imunomoduladores da gD baseiam-se 

principalmente na capacidade de ligação a receptores específicos localizados na 

superfície das células apresentadoras de antígenos, como o receptor HVEM em células 

dendríticas (DC) (173). A ligação da gD interfere na interação do HVEM com seus 

ligantes imunossupressores nativos, levando ao aumento da ativação de células B e T 

(173). A ligação da gD ao HVEM também desencadeia a ativação da via de NF-kappa 

B, promovendo sinais de pró-sobrevivência em células T (201–203). Além disso, 

proteínas quiméricas purificadas baseadas na gD são capazes de ativar um subconjunto 

de DC especializado na apresentação cruzada de antígeno, levando ao aumento da 

geração de linfócitos T CD8
+
 antígenos-específicos (171). Esses efeitos estão em linha 

com os resultados relatados aqui, para os quais a geração da proteína NS1-gD quimérica 

promoveu o aumento de respostas mediadas por células específicas à NS1 ZIKV. 

Diante do exposto, os achados aqui relatados descrevem pela primeira vez a 

estratégia baseada no uso de vacinas de DNA que codificam para a NS1 ZIKV 

geneticamente fusionada com a proteína gD HSV-1. Os efeitos adjuvantes observados 

com a quimera NS1-gD, em relação à indução de respostas imunológicas NS1-

específicas, apoiam o uso de tal abordagem em novas tentativas de aumentar a 

imunidade ao ZIKV induzida por vacinas de DNA. Além disso, esses achados abrem 

perspectivas para o desenvolvimento de vacinas mais eficazes contra o ZIKV, bem 

como para outros flavivirus. 
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5. CONCLUSÕES 

Na presente tese de doutorado avaliamos a especificidade sorológica e potencial 

vacinal de formas recombinantes do domínio III da proteína do envelope (EDIII) e da 

proteína não estrutural 1 (NS1) do ZIKV. As principais conclusões obtidas a partir dos 

resultados apresentados são:  

1- As proteínas recombinantes propostas (NS1 ZIKV, ΔNS1 ZIKV, EDIII 

ZIKV, ΔNS1 DENV1, ΔNS1 DENV2, ΔNS1 DENV3 e ΔNS1 DENV4) 

foram expressas em sistema procarioto, purificadas e validadas quando à 

preservação da antigenicidade e funcionalidade. As mesmas apresentaram 

qualidade compatível com a aplicação em ensaios de diagnósticos e 

antígenos vacinais. 

2- A solubilização de IBs pela técnica de alta pressão hidrostática, associada a 

pH alcalino, demonstrou ser eficiente na recuperação de proteínas 

recombinantes insolúveis, com antigenicidade e funcionalidade preservadas;  

3- Um protocolo de ELISA baseado na proteína ΔNS1 ZIKV foi estabelecido 

para detecção de anticorpos IgG NS1 ZIKV-específicos. Esse método 

apresentou elevada sensibilidade e especificidade quando validado frente a 

painel de soros humanos, sendo sua comercialização aprovada pela 

ANVISA. 

4- Formulações vacinais baseadas nas proteínas NS1 ZIKV e EDIII ZIKV, em 

associação com diferentes adjuvantes (Alum, LT-B ou Poly [I:C]), foram 

altamente imunogênicas, induzindo elevados títulos de anticorpos antígeno-

específicos. Entretanto, nos modelos testados as formulações não foram 

capazes de conferir imunidade protetora frente ao ZIKV. 

5- Uma estratégia de vacina de DNA (pgDNS1-ZIKV) baseada na expressão da 

proteína NS1 ZIKV geneticamente fusionada à glicoproteína D do vírus 

Herpes Simplex Tipo I foi capaz de potencializar a indução de respostas 

imunológicas humorais e celulares direcionadas à proteína NS1, bem como 

aumentou a eficácia protetora frente à infecção pelo ZIKV.  
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ANEXOS A – Aprovação do kit ELISA ZIKV pela ANVISA 
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ANEXO B – Artigo de primeira autoria publicado durante o doutoramento. 
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