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RESUMO 

Venceslau-Carvalho, A. A. Desenvolvimento de novas estratégias vacinais contra o vírus 

Chikungunya utilizando a proteína estrutural 2 (E2). 2019. 67p. Dissertação (Mesrado em 

Biologia da Relação Patógeno-Hospedeiro) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade 

de São Paulo, São Paulo, 2019. 

 

O vírus Chikungunya (CHIKV), transmitido por mosquitos do gênero Aedes, é um arbovirus 

emergente responsável por causar a febre Chikungunya, uma doença considerada 

incapacitante. As manifestações clínicas típicas incluem febre alta, erupções cutâneas e 

artralgia, sendo que esta última pode se manifestar durante muitos meses após doença, 

causando severos impactos sobre o paciente. A proteína estrutural 2 (E2) é uma proteína do 

envelope responsável pela ligação do vírus aos receptores celulares, promovendo sua entrada 

na célula hospedeira por endocitose, o que a torna um importante determinante antigênico. 

Contudo, antígenos recombinantes baseados em proteínas possuem, de maneira geral, baixa 

imunogenicidade, o que pode ser solucionado com a associação do antígeno a nanopartículas 

e adjuvantes. Tendo em vista a falta de uma vacina licenciada contra o CHIKV, o objetivo 

desse trabalho foi desenvolver um novo antígeno com capacidade para induzir imunidade 

protetora para infecções pelo CHIKV a partir da proteína estrutural 2 (E2) combinado a um 

sistema de entrega baseado em Vesículas lipídicas Nanomultilamelares (NMVs). Para isso 

proteínas derivadas da E2 do CHIKV foram expressas em linhagens recombinantes de 

Escherichia coli BL21 (DE3). As proteínas recombinantes foram produzidas, principalmente, 

na fração insolúvel do extrato bacteriano. Das três construções avaliadas duas (ΔE2 e ΔE2.1) 

apresentaram solubilidade, rendimento satisfatório (9 a 14,5 mg de proteína por litro de 

cultura) e antigenicidade preservada. A proteína com maior rendimento (ΔE2.1) foi escolhida 

para ensaios de imunização utilizando camundongos C57BL/6. As formulações empregaram 

o antígeno ΔE2.1 combinado ao adjuvante monofosforil lipídeo A (MPLA) associado a 

NMVs.  Os resultados mostraram que a formulação ΔE2.1-NMV+MPLA foi capaz de induzir 

altos títulos de anticorpos IgG sérico E2.1-específicos e com perfil de subclasses equilibrado. 

Os anticorpos gerados mostraram capacidade de neutralização do CHIKV in vitro. Desta 

forma, os resultados obtidos no presente estudo revelam uma formulação promissora para o 

desenvolvimento de uma vacina de subunidade contra o CHIKV. 

Palavra-Chave: Chikungunya vírus; Arbovírus; Lipossomas; Vacina de subunidade, NMVs; 

MLVs; Monofosforil Lipídio A; MPLA. 

  

 



 

 
 
 

ABSTRACT 

VENCESLAU-CARVALHO, A. A. Development of new vaccine strategies against 

Chikungunya virus using structural protein 2 (E2). 2019. 67p. Master's thesis (Biology of 

Host-Pathogen) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 

2019. 

Chikungunya virus (CHIKV), transmitted by Aedes mosquitoes, is an emerging arbovirus 

responsible for causing Chikungunya fever, a disabling disease. As usual clinical symptoms are 

high fever, rash and arthralgia, which can persists for several months after the acute phase of 

the disease inflicting serious deleterious impacts on the health of the patient. The structural 

protein 2 (E2) is an envelope protein responsible for the binding of the virus to cellular 

receptors, promoting entry into the host cell by endocytosis and, thus, representing an important 

antigenic determinant. However, recombinant antigens based in purified proteins generally 

have low immunogenicity that can be overcame with the combination of the antigens with 

nanoparticles and adjuvants. Considering the lack of a licensed CHIKV vaccine, the aim of the 

present study was the development of a new antigen with the capability to induce protective 

immunity to infection using the envelope protein 2 (E2) in combination with a delivery system 

based on nanomultilamelar lipid vesicles (NMVs). For that purpose, proteins derived from 
CHIKV E2 were expressed in recombinant strains of Escherichia coli BL21 (DE3). The 

recombinant proteins were produced and accumulated mainly at the insoluble fraction of the 

bacterial extract. Two out of three constructs (ΔE2 and ΔE2.1) presented partial solubility, 

reasonable production yields (9 to 14.5 mg protein per liter culture) and preserved antigenicity. 

The protein with higher yield (ΔE2.1) was chosen for immunization experiments using 

C57BL/6 mice. The tested vaccine formulations employed the ΔE2.1 antigen in combination 

with monophosporyl lipid A (MPLA) and  NMVs. The results obtained with ΔE2.1-NMV + 

MPLA were capable to induce high antigen-specific serum IgG and balanced subclass profile. 

The anti- ΔE2.1 antibodies were capable to neutralize CHIKV under in vitro conditions. Thus, 

the results obtained in the present study show a promising vaccine formulation that may 

contribute to the development of a subunit vaccine against CHIKV.  

Keyword: Chikungunya virus; Arbovirus; Liposomes; Subunit vaccine; NMVs; MLVs; 

Monophosphoryl Lipid A; MPLA.  

 



 

 
 
 

1. INTRODUÇÃO  

1.1. Vírus Chikungunya 

O vírus Chikungunya (CHIKV) é um Alphavírus da família Togaviridae, transmitido 

por mosquitos e causador da febre chikungunya. A doença foi descrita pela primeira vez em 

1952 na Tanzânia durante um surto inicialmente atribuído ao vírus Dengue e após surtos 

esporádicos na África e na Ásia entre as décadas de 60 e 70, ganhou destaque devido às 

epidemias ocorridas no Quênia em 2004, Ilhas Reunião - Oceano Índico em 2005 e no Caribe 

em 2013 e mais recentemente na América do Sul (1–3). Quatro linhagens de CHIKV circulam 

por todo o mundo: a linhagem do Leste, Central e Austral (ECSA), a linhagem da África 

Ocidental, a linhagem asiática e a linhagem do Oceano Índico (IOL), dentre essas, a da Ásia e 

da ECSA co-circulam nas regiões Norte, Nordeste desde 2014 e mais recentemente na região 

Sudeste do Brasil (4–6). O vírus geralmente circula em um ciclo silvático entre primatas não 

humanos e mosquitos de espécies do gênero Aedes. E a transmissão ao homem ocorre através 

de picadas de seus principais vetores, os mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus, 

encontrados em regiões tropicais/subtropicais e temperadas, respectivamente, num ciclo urbano 

(2,7). Até o momento, foram reportados casos de infecção pelo CHIKV em mais de 100 

países/territórios em todo o mundo (8), sendo que no Brasil, entre 2014 e 2019, foram relatados 

589.076 casos prováveis de infecção pelo CHIKV (9,10). No mesmo período cerca de 495 

óbitos foram confirmados, sendo o ano de 2016 aquele com maior incidência: 114 casos a cada 

100 mil habitantes (10). A região Nordeste apresentou maior concentração de casos e óbitos, 

principalmente o estado do Ceará. No entanto, nos anos de 2018 e 2019, os maiores índices 

foram registrados na região Sudeste, com maior concentração no estado do Rio de Janeiro que 

no período de 30/12/2018 a 24/08/2019 apresentou 47 óbitos relacionados à infecção pelo 

CHIKV (Figura 1). No Brasil foram registrados 57 óbitos, valores superiores aos registrados 

no mesmo período em 2018 (Figura 1) (9,10). 
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Figura 1.  Distribuição de incidência de casos prováveis de Chikungunya por Região e Casos prováveis de Chikungunya, 

por semana epidemiológica. Ministério da Saúde. Boletins Epidemiológicos Semanas Epidemiológicas 1 a 34, disponível em: 

www.saude.gov.br/boletins-epidemiologicos>. 

O nome Chikungunya é derivado de uma palavra na língua Makonde que significa 

“aqueles que se dobram”, fazendo referência a postura curvada que os acometidos possuem 

graças aos sintomas da doença (3). As manifestações clínicas desta doença variam de 

assintomáticas até complicações atípicas ou raras. As manifestações clínicas sistêmicas típicas 

incluem febre alta, artralgia, erupções cutâneas, dor de cabeça, dor nas costas, náuseas, vômitos, 

inchaço nas articulações, mialgia, linfo-adenopatia, fadiga e anorexia, enquanto que as 

manifestações raras incluem complicações neurológicas incluindo convulsões febris, 

encefalopatias agudas meningoencefalite, além de hepatite fulminante, insuficiência renal 

aguda, insuficiência respiratória, e miocardite (11). As complicações raras são mais observadas 

em pacientes idosos, grávidas, crianças e podem ocorrer em associação com outras doenças, 

como hipertensão, doenças cardiovasculares ou respiratórias (3,11). A dor nas articulações 

persistente causada pela infecção do CHIKV é muitas vezes debilitante, podendo se manifestar 

durante anos promovendo um reumatismo duradouro e consequentemente perda significativa 

na qualidade de vida do acometido (11). A poliartralgia é, portanto, uma característica da 

maioria dos casos da doença sendo considerada o sintoma mais incapacitante.  

1.2. O genoma do Vírus Chikungunya 

O genoma do CHIKV é caracterizado por ser um vírus envelopado de 70nm de diâmetro 

que possui como material genético um RNA de fita simples com orientação positiva, com 

aproximadamente 11.8kb (6). Este é constituído por uma região não traduzível seguida por um 

trecho responsável pela codificação de 4 proteínas não estruturais (nsP1-4) e 5 proteínas 

estruturais (C, E1, E2, E3 e 6K) e uma sequência não traduzida com cauda poli-A (12). A 

tradução das proteínas é coordenada por duas regiões abertas de leitura separadas, sendo 
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inicialmente produzidas as proteínas não estruturais (nsP) e, posteriormente, as proteínas 

estruturais (Figura 2 e 3). As nsP são caracterizadas por apresentarem altos níveis de 

conservação entre Alphavírus, quando comparadas com as proteínas estruturais, que em 

contrapartida, são mais antigênicas (13). A proteína nsP1 possui função de metiltransferase e 

modula a atividade de protease da proteína nsP2, que por sua vez tem a função de helicase e 

também é responsável por processar a poliproteína não-estrutural. A função da nsP3 parece 

estar relacionada com a síntese da fita negativa de RNA, enquanto que a proteína nsP4 tem 

função RNA polimerase RNA-dependente (14). Ou seja, as proteínas não estruturais são 

necessárias para a transcrição e replicação do RNA viral, enquanto que as proteínas estruturais 

são necessárias para a formação do vírus e traduzidas a partir de RNA genômico (Figura 2 e 3).  

 

Figura 2. Representação esquemática da estrutura dos Alphavírus e organização genômica do vírus Chikungunya e seus 
produtos proteicos. Adaptado de viralzone.expasy.org.  

 

Figura 3. Ciclo replicativo do CHIKV. Thiberville, S. et. al, 2013, (15). Adaptado. 
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A glicoproteína E2 é responsável pela ligação da partícula viral com a célula hospedeira, 

que entra por meio de endocitose mediada por clatrinas (16). Os receptores celulares 

relacionados a esse processo ainda não estão bem definidos. No vírus a proteína E2 está 

associada com a proteína E1 na forma de heterodímeros. Ao ser endocitada pela célula, o pH 

ácido presente nos endossomas promove modificações na proteína E1, dissociação das duas 

proteínas e fusão do envelope com a membrana celular. Assim, o núcleo-capsídeo é liberado 

no citosol e ocorre a replicação do RNA viral (Figura 3) (15). A E2 está organizada em três 

domínios, A, B e C, sendo os domínios A e B os responsáveis pela ligação aos receptores das 

células alvo (16,17). A análise de anticorpos E2-específico permitiu a identificação de 4 

epítopos para células B importantes no delineamento de estratégias vacinais (18–20). Assim, 

essa glicoproteína se destaca por ser um alvo importante tanto para o desenvolvimento de 

vacinas de subunidades como para o desenvolvimento de métodos de diagnóstico sorológicos. 

1.3. Respostas imunológicas desencadeadas pelo vírus  

Após a transmissão, o CHIKV se replica na pele e depois se dissemina para o fígado e 

as articulações. Já foi relatada a presença do vírus em fibroblastos musculares, articulares e da 

pele, sendo também encontrado nas camadas epiteliais e endoteliais de muitos órgãos, incluindo 

o fígado, baço e cérebro (21–23). Pacientes com infecção aguda e crônica do vírus Chikungunya 

têm altas concentrações de citocinas circulantes e quimiocinas como, por exemplo, as citocinas 

pró-inflamatórias (INFα, INFγ, IL6), citocinas anti-inflamatórias (antagonista do receptor da 

IL1, IL4 e IL10) e outras quimiocinas, tais como proteína quimiotática de monócitos 1(MCP-

1) (24). Pacientes também desenvolvem uma resposta de anticorpos robusta com concentrações 

de IgM detectáveis dias após a infecção e IgG neutralizante mensurável já na segunda semana 

de infecção (13). 

1.4. Estratégias voltadas para o controle do CHIKV 

O tratamento da infecção pelo CHIKV envolve principalmente o uso de drogas anti-

inflamatórias para alívio sintomático. O diagnóstico da doença é feito pelo isolamento do vírus, 

detecção do material genético por RT-PCR e ELISA reconhecidos como ferramentas de 

laboratório para a detecção específica da infecção do CHIKV em amostras de paciente 

infectados (25). Várias estratégias vacinais vem sendo estudadas visando à indução de 

anticorpos neutralizantes, o correlato de proteção melhor estabelecido para infecções pelo vírus, 

dentre elas estão: vírus inativados, vírus atenuados, VLPs (do inglês Vírus-Like Particles), vírus 

 Introdução 

 



 

 
 
 

quiméricos, vacinas de DNA e vacinas de subunidades com proteínas recombinantes (25–27)  

(21–23). Grande parte das estratégias exploradas leva à geração de anticorpos com capacidade 

de induzir proteção contra o CHIKV em modelos experimentais in vitro e in vivo (28–31). No 

entanto, apenas duas vacinas chegaram a estudos de fase clínica mais avançados em 2016: uma 

vacina usando vírus inativado e a outra baseadas em VLPs, fase II e fase I respectivamente (25–

27,29). No entanto, até o presente momento, não existe nenhuma vacina licenciada ou 

medicamento antiviral disponível contra o CHIKV. 

1.4.1.Estratégias vacinais de subunidades para controle do CHIKV 

As vacinas de subunidade são aquelas que utilizam apenas fragmentos do patógeno 

como, proteínas, peptídeos, polissacarídeos ou açucares, a fim de induzirem uma resposta 

antígeno-especifica. Elas representam alternativas seguras para a prevenção de infecções virais 

já que não há a utilização do patógeno inteiro, como por exemplo, nas vacinas de vírus 

atenuados que podem ocorrer algum tipo de reversão da patogenicidade viral. Em relação ao 

CHIKV, os antígenos mais explorados em estratégias vacinais são as proteínas estruturais (C, 

E1, E2 e E3) em diferentes combinações. Dentre essas se destaca a E2. O uso desta proteína em 

sua forma recombinante foi capaz de induzir anticorpos neutralizantes e elevados níveis de 

proteção quando utilizada em associação com o adjuvante hidróxido de alumínio (Alum) 

(18,25,32). Além disso, epítopos identificados na E2, em especial em sua região N-terminal, 

são imunodominantes para anticorpos neutralizantes em macacos e humanos (13,19,20), sendo 

que diferentes domínios da proteína podem influenciar a imunidade antiviral (17). Apesar de 

promissor, o sucesso no uso de vacinas de subunidades depende da adoção de adjuvantes 

adequados que aumentem a imunogenicidade de antígenos purificados e sistema de entrega que 

levem ao melhor direcionamento do antígeno a células do sistema imunológico (33,34). Neste 

cenário, a utilização de nanopartículas associadas, ou não, a adjuvantes, pode assumir um papel 

importante na potencialização de respostas imunológicas induzidas por vacinas de subunidades.  

1.4.2. Nanopartículas e vacinas 

A utilização de nanopartículas com diferentes composições químicas podem ser 

empregadas em uma ampla variedade de formulações vacinais com aplicações terapêuticas ou 

profiláticas (35).  As nanopartículas são capazes de direcionar antígenos às células específicas 

e influenciar na modulação de respostas inerentes à imunidade inata e/ou adquirida devido a 

características como tamanho, composição e carga. Nanopartículas também permitem a 
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proteção e a liberação controlada do antígeno carregado favorecendo o recrutamento de células 

para o sítio de inoculação (36–39). A aplicação de nanopartículas nas infecções por Alphavírus 

ainda é recente e limitada à utilização de VLPs formados a partir das proteínas estruturais de 

CHIKV e produzidos em baculovírus ou em células de mamíferos (40–42). 

Os MLVs (do inglês Multillamelar Lipids Vesicles), também conhecidos como 

Lipossomas Multilamelares, são vesículas lipídicas compostas por duas ou mais bicamadas de 

fosfolipídeos intercaladas entre si. São compostos anfifílicos com reduzida ou nenhuma 

toxicidade, facilidade de preparo e armazenamento, baixo custo, além de serem biodegradáveis. 

Permitem o carregamento de drogas e antígenos acoplados ou ancorados em sua superfície, 

assim como incorporados na porção hidrofóbica ou hidrofílica, de acordo com a natureza do 

antígeno e suas propriedades físico-químicas (34,35). Tais plataformas possuem um perfil de 

segurança e capacidade de direcionamento de respostas imunológicas, uma vez que permitem 

a utilização de moléculas ligantes de receptores específicos presentes nas células alvos. A 

capacidade desses sistemas em promover um efeito depósito e uma cinética de liberação 

controlada protegendo o antígeno de degradação antes de seu reconhecimento por células do 

sistema imune, como as células apresentadoras de antígenos (APCs) (36–39).  

Podem também acabar influenciando na modulação de respostas imunológicas devido 

a características como: tamanho, composição e carga (36–39,43,44). O tamanho de partícula 

dos lipossomas possivelmente influencia a sua biodistribuição, afetando a resposta imune 

induzida, uma vez que foi demonstrado que os lipossomas de menor tamanho são eliminados 

mais rapidamente do sítio de inoculação que os lipossomas de tamanho maior, o que sugere que 

lipossomas de tamanho maior, que escapam do local de inoculação, são mais efetivamente 

retidos nos gânglios linfáticos podendo ser fagocitados por células inatas como macrófagos, do 

que os lipossomas de tamanho menor, que vão para o sangue (43). Brewer e colaboradores 

(36), observaram que partículas menores com cerca de 150nm induzem respostas do tipo Th2 

onde citocinas ajudam a ativar células B, resultando na produção de anticorpos, e quando estas 

partículas são maiores, >225 nm, uma resposta Th1 é induzida, ou seja ativam macrófagos e 

participam na geração de linfócitos T citotóxicos, resultando em uma resposta imune mediada 

por células. No entanto vale ressaltar que o efeito do tamanho das nanopartículas na resposta 

imune também depende de outros fatores, como a via de administração e a composição lipídica 

das mesmas. Outro parâmetro relacionado com a influência das nanopartículas na resposta 

imune gerada no contexto vacinal, é a composição das vesículas que afeta a carga que elas 
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possuem na sua superfície (37,38,44).  Os fosfolipídeos mais utilizados na produção dessas 

vesículas lipídicas são aqueles que em solução aquosa conseguem formar uma bicamada 

estável, como por exemplo, as fosfatidilcolinas, que apresentam estabilidade em tampões com 

variações tanto na concentração de sal quanto no pH; colesterol (que é encontrado naturalmente 

nas membranas lipídicas celulares) que influencia na permeabilidade e rigidez das membranas; 

além de lipídeos catiônicos ou aniônicos, que vão estar afetando na carga da nanoparticula 

(39,40,44,45). 

As NMVs (do inglês nanomultilamellar lipids vesicles) são uma nova classe de 

vesículas lipídicas de tamanho manométrico (de 50 nm) que se apresentam usualmente com 

duplas bicamadas lipídicas, graças às ligações de hidrogênio que ocorrem por meio do lipídeo 

DPGG (Dipalmitoyl phosphatidyl glicine) presente na sua composição, que faz com que haja 

uma estrutura estável em duas camadas(46,47). Os grupos hidroxila presentes na estrutura 

dessas nanopartículas podem interagir com outras nanopartículas do mesmo perfil se agregando 

em partículas maiores de 1 a 10 μm por forças auto-atrativas (46). Rodrigues-Jesus M.J. e 

colaboradores (47), caracterizaram as NMVs, como um sistema de entrega eficiente em uma 

formulação vacinal com uma forma recombinante da subunidade B da toxina Shiga (Stx2B) 

produzida por algumas cepas enterohemorrágicas de Escherichia coli (EHEC) que resultou na 

indução de anticorpos séricos capazes de neutralizar as atividades tóxicas da toxina nativa. Em 

outro trabalho Fotoran W.L. e colaboradores (46) mostraram que esse modelo de 

nanopartículas melhorou o efeito da de dois principais medicamentos antimaláricos, cloroquina 

e artemisinina contra P. falciparum, o agente causador da forma mais perigosa da malária. Os 

dois trabalhos citados indicaram a capacidade deste sistema de entrega em ocasionar efeito 

depósito no sítio de inoculação, uma cinética de liberação do antígeno, além da proteção do 

antígeno antes do seu reconhecimento por células do sistema imune.  

1.4.3. Adjuvantes  

Adjuvantes são uma alternativa para aumentar a imunogenicidade de antígenos, reduzir 

a quantidade de antígeno por dose e número de doses da vacina, além de melhorar a eficácia da 

vacina em indivíduos imunocomprometidos (idosos e crianças) (48). Lipopolissacarídeos (LPS) 

são encontrados em bactérias gram-negativas e possuem forte efeitos adjuvantes mas a elevada 

toxicidade impede o seu uso em vacinas. Neste contexto, o monofosforil lipídio A (MPL), uma 

forma detoxificada do Lipido A presente no LPS, é um adjuvante desprovido de atividades 

tóxicas mas com efeito imuno-estimulador preservado e aprovado para uso em vacinas (45,48).  
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O MPLA age pela interação com receptores do tipo TLR-4, presentes em APCs, e elevação da 

produção de citocinas pró-inflamatórias. Esse adjuvante induz a produção de anticorpos IgG2a 

e um perfil tipo Th1 em camundongos (45,48). O MPLA pode ser utilizado na composição de 

nanopartículas lipídicas para induzir uma resposta imunológica mais eficaz (33,35,45–48). 
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6.   CONCLUSÕES  

 Pelos resultados obtidos nesse projeto podemos concluir que: 

 As proteínas E2, ΔE2 e ΔE2.1 foram expressas em linhagens de E. coli, sendo apenas as 

proteínas ΔE2 e a ΔE2.1 obtidas em forma solúvel, com elevado grau de pureza e 

rendimento considerável após as etapas de purificação sendo compatíveis à realização 

de ensaios de imunização; 

 A proteína recombinante ΔE2.1 foi incorporada com sucesso em NMVs associadas com 

o adjuvante MPLA.  

 A imunização de camundongos C57/BL6 por via i.m. demonstrou que a formulação 

baseada em ΔE2.1-NMV+MPLA resultou em maiores títulos de anticorpos antígeno-

específico e o perfil equilibrado de subclasses de IgG. 

 A formulação ΔE2.1-NMV+MPLA também foi a que gerou anticorpos capazes de 

neutralizar do o CHIKV.  

 Os resultados, em conjunto, demonstram a obtenção de um novo antígeno alvo assim 

como uma nova formulação vacinal capaz de conferir proteção contra o CHIKV.  

 Conclusões  
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