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RESUMO 

 

 

A dengue é uma arbovirose que tem se destacado nos últimos anos como um grave problema 

de saúde pública no Brasil. O Dengue virus (DENV) pertence à família Flaviviridae, gênero 

Flavivirus e seu genoma é composto de uma fita RNA, com polaridade positiva. Atualmente 

são conhecidos cinco sorotipos de DENV, os quais são geneticamente e antigenicamente 

distintos. O desenvolvimento de uma vacina que confira imunidade simultânea, eficiente e 

duradoura, contra os cinco sorotipos do DENV é considerado prioritário diante a magnitude 

do problema. Desta forma, neste estudo foi avaliado o potencial vacinal de três peptídeos 

(PEP01, PEP02 e PEP03) tetravalentes, sintéticos e conservados derivados da proteína do 

envelope do DENV. Um ensaio de ELISA indireto revelou a reatividade de amostras de soros 

humanos IgM/IgG positivos para dengue contra os peptídeos sintéticos. Ensaios de 

imunização em modelo murino mostraram que estes peptídeos foram capazes de induzir a 

produção de anticorpos específicos. Entretanto, os ensaios de neutralização mostraram 

ausência ou um baixo título de anticorpos neutralizantes. As células do baço derivadas de 

camundongos imunizados com os peptídeos mostraram uma alta produção de IL-10 e uma 

redução da produção do TNF-α e IFN-γ após a infecção com todos os sorotipos DENV 

quando comparado ao controle positivo. Em adição, células provenientes de camundongos 

imunizados com os peptídeos PEP02 e PEP03 apresentaram in vitro uma redução significativa 

da viabilidade celular após a infecção com os quatro sorotipos de DENV. A fim de se buscar 

um candidato vacinal para a dengue, foi expressa em sistema procarioto uma proteína 

recombinante (PEPDENV) que contém as sequências de PEP01, PEP02 e PEP03 fusionadas a 

uma sequência específica capaz de induzir de anticorpos neutralizantes. A imunização com a 

proteína PEPDENV revelou a imunogenicidade desta proteína ao induzir alta produção de 

anticorpos IgG1 em modelo murino, porém os soros não apresentaram atividade de 

neutralização da partícula viral. Ensaios imunoenzimáticos utilizando os peptídeos como 

substratos mostraram que os soros dos animais imunizados com PEPDENV tem capacidade 

de reconhecer os peptídeos, apresentando especialmente uma alta reatividade com o PEP03. 

Esses resultados sugerem que a ausência de atividade neutralizante dos anticorpos ocorreu 

pelo fato de que a resposta imune à proteína PEPDENV está mais direcionada para PEP03 do 

que para outras regiões da molécula, confirmando a imunogenicidade deste peptídeo. No 

entanto, mais estudos que visam modificar a sequência peptídica serão necessários para 

induzirem a produção de uma resposta imune eficaz contra todos os quatro sorotipos de 

DENV e também para melhorar a imunogenicidade deste canditatos vacinais. 

 

Palavras-chave: Dengue. Peptídeo. Vacina. 
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ABSTRACT 

  

 

Dengue is an arbovirus that has distinguished itself in recent years as a serious public health 

problem in Brazil. The Dengue virus (DENV) belongs to the family Flaviviridae, genus 

Flavivirus and its genome is composed of a single stranded RNA with positive polarity. 

Currently, there are five serotypes of DENV, which are genetically and antigenically distinct. 

The development of a vaccine that confers simultaneous, efficient and lasting immunity 

against the five serotypes of DENV is a priority given the magnitude of the problem. In this 

study, we evaluated the vaccine potential of three synthetic, conserved and tetravalent 

peptides (PEP01, PEP02 and PEP03) derived from the envelope protein. An indirect ELISA 

assay showed the reactivity of Dengue IgM/IgG human positive serum samples against the 

synthetic peptides. Immunization assays in mice have shown that these peptides were able to 

induce the production of specific antibodies. However, the neutralization assays showed 

absence or lower titers of neutralizing antibodies. The spleen cells derived from mice 

immunized with the peptides showed a high IL-10 expression and reduced expression of 

TNF-α and IFN-γ after infection for all DENV serotypes when compared with the positive 

control. In addition, cells from mice immunized with the PEP02 and PEP03 peptides present, 

in vitro, a significant reduction of cell viability after infection with the four DENV serotypes. 

To continue the evaluation of this vaccine candidate for dengue, it was expressed in 

prokaryote system a recombinant protein (PEPDENV) containing sequences of the PEP01, 

PEP02 and PEP03 fused to a specific sequence able to induce neutralizing antibodies. 

Immunization with PEPDENV protein showed the immunogenicity of this protein in inducing 

high production of IgG1 antibodies in mice, however the sera of immunized animals showed 

no neutralizing activity of the viral particle. Immunoenzymatics assay using the peptides as 

the substrates showed that the sera of immunized animals with PEPDENV were able to 

recognize the peptides, with a high reactivity to PEP03.  These results suggest that the lack of 

neutralizing activity of the antibodies may be due to an immune response more directed to the 

PEP03 than to the other regions of the molecule, confirming the immunogenicity of this 

peptide. However, further studies aimed at modifying the peptide sequence will be required to 

induce the production of an effective immune response against all four serotypes of DENV 

and also to enhance the immunogenicity of these vaccine candidates. 

 

Keywords: Dengue. Peptide. Vaccine 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A dengue é uma doença febril transmitida pela picada de mosquitos hematófagos do 

gênero Aedes infectados com o Dengue virus. Esta doença é endêmica em mais de 100 países 

e aproximadamente 40% da população mundial vive em áreas de risco. Segundo a 

Organização Mundial de Saúde (OMS), sua incidência aumentou trinta vezes em 50 anos 

(World Health Organization - WHO, 2009). No Brasil, a dengue tem se destacado nos como 

um grave problema de saúde pública, gerando preocupação por parte das autoridades e de 

todos os brasileiros (FERREIRA et al., 2009).  

O Dengue virus (DENV) pertence à família Flaviviridae, gênero Flavivirus e 

atualmente são caracterizados cinco sorotipos do DENV (DENV-1, DENV-2, DENV-3, 

DENV-4 e DENV-5) (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006; POOJA; AMRITA; VINEY, 2014). 

A infecção pelo DENV possui um amplo espectro de manifestações clínicas, sendo na maioria 

das vezes apresentada de forma assintomática. Quando apresentada sintomaticamente, é 

classificada em Febre indiferenciada, Febre do Dengue (FD) Febre hemorrágica do dengue 

(FHD). (WHO, 2009). 

 Apesar dos esforços da comunidade científica, não se dispõe atualmente de uma 

vacina licenciada. Vários trabalhos apontam o uso de proteínas do DENV como imunógenos, 

principalmente a proteína do envelope (proteína E) (MAZUMDER et al., 2007). Entretanto, a 

existência de quatro sorotipos diferentes, os quais apresentam variações genéticas e 

antigênicas, e a alta taxa de mutação nos genes que codificam a proteína E, levam a uma 

dificuldade na obtenção de um candidato vacinal. Desta forma, torna-se evidente a 

necessidade de se buscar regiões conservadas da proteína E entre os sorotipos visando-se 

obter novos alvos para o desenvolvimento de uma vacina contra a dengue. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

Após a revisão crítica da literatura, neste tópico serão apresentadas as principais 

descobertas no estudo da dengue que serão pertinentes para o desenvolvimento do trabalho. 

 

 

2.1 Dengue virus 

 

 

O Dengue virus (DENV) é um vírus pertencente à família Flaviviridae, do gênero 

Flavivirus. Atualmente são conhecidos cinco sorotipos de DENV (DENV-1, DENV-2, 

DENV-3, DENV-4 e DENV-5), os quais são geneticamente e antigenicamente distintos 

(CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006; NORMILE, 2013; POOJA; AMRITA; VINEY, 2014). 

Porém, devido à recente descoberta do DENV-5, este ainda necessite de melhor 

caracterização. A transmissão do vírus para os seres humanos é dada através da picada de 

mosquitos hematófagos principalmente da espécie Aedes aegypti (POOJA; AMRITA; 

VINEY, 2014).  

O DENV apresenta partícula viral envelopada, com tamanho aproximado de 50 

nanômetros (nm) de diâmetro. Seu genoma é constituído por RNA de fita simples com 

polaridade positiva e tamanho aproximado de 11 kilobases (Kb), o qual codifica uma única 

poliproteína que deve ser processada para dar origem a três proteínas estruturais (proteína do 

Capsídeo - C, proteína de Membrana - M e proteína do Envelope - E) e sete não estruturais 

(NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5).  O genoma viral é envolvido por um capsídeo 

proteico formado pela proteína C e este envolto por uma membrana lipídica, onde se 

encontram inseridas as proteínas E e M (Figura 1) (DEL ANGEL; VALLE, 2013; 

LINDENBACH; RICE, 2003).  
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Figura 1 – Representação da partícula viral do Dengue virus.  

Fonte: Adaptado de NATURE EDUCATION, 2011. 

Disponível em: 

<http://www.nature.com/scitable/content/ne0000/ne

0000/ne0000/ne0000/22401481/2_1.jpg>. Acesso 

em: 17 ago. 2015. 

Nota: Figura esquemática da partícula viral apresentando o 

genoma viral, o capsídeo, as proteínas de superfície (M- 

Membrana, E-  Envelope) e o envelope viral.  

 

A proteína do capsídeo possui massa de 11 Kilodalton (KDa). Com caráter altamente 

básico, esta proteína possui resíduos carregados encontrados nas extremidades amina e 

carboxi terminais e participa da formação do complexo ribonucleoprotéico através do 

empacotamento do RNA genômico (LINDENBACH; RICE, 2003; RODENHUIS-ZYBERT; 

WILSCHUT; SMIT, 2010; URBANOWSKI; ILKOW; HOBMAN, 2008). 

A proteína precursora de membrana (prM) é uma proteína glicosilada de massa 

aproximada de 21 KDa. O processamento da prM ocorre durante a maturação e no processo 

de liberação das partículas virais por exocitose. A clivagem da proteína prM por proteases do 

tipo furina permite a liberação do fragmento pr, a dimerização da proteína M (8 KDa) e seu 

ancoramento no envelope viral. O segmento pr permanece associado à partícula viral até que 

este seja liberado da célula infectada (LINDENBACH; RICE, 2003; RODENHUIS-

ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, 2010). 

A proteína E é a proteína do DENV mais caracterizada. Sua estrutura tridimensional 

(Figura 2) é formada por um complexo dimérico com duas subunidades iguais, sendo 

subdividida em três domínios distintos: o domínio I (DI), ou domínio central, com 

aproximadamente 120 resíduos de aminoácidos, o qual está envolvido na mudança 

conformacional gerada por alterações no pH. O domínio II (DII), ou também chamado de 

domínio de dimerização, possui uma alça altamente conservada que funciona como um 

peptídeo de fusão interna, desempenhando um papel importante na fusão do envelope viral à 

membrana endossomal. O domínio III (DIII) está envolvido com a ligação aos receptores 
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celulares e é responsável pela indução de elevados títulos de anticorpos neutralizantes 

específicos anti-DENV (HUANG et al., 2010; REY et al., 1995). 

 

 
Figura 2 – Representação da estrutura dimérica da proteína E do Dengue virus.  

Fonte: RODENHUIS-ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, (2010, p. 2774).  

Nota : Em vermelho, o domínio I, em amarelo, domínio II com a alça de fusão em verde e  

  em azul, domínio III. 

 

 Os anticorpos contra a proteína E se ligam em epitopos existentes em toda a superfície 

externa da mesma. Os anticorpos neutralizantes podem levar à dissociação do dímero de 

proteína E, impedindo as alterações conformacionais que levam à formação dos trímeros da 

molécula no endossomo, como também, ligando à região carboxi terminal da proteína E, 

obstruindo o sítio de ligação desta proteína ao receptor da membrana celular (CHAMBERS et 

al., 1997; REY et al., 1995). 

 As proteínas não estruturais do DENV estão envolvidas com a replicação viral, a 

montagem e a modulação da resposta imune. A proteína NS1 possui aproximadamente 46 

KDa e pode ser encontrada no interior, na superfície ou ainda pode ser secretada para o meio 

extracelular da célula do hospedeiro. Esta proteína é altamente conservada entre os sorotipos 

de DENV, está envolvida na replicação viral e na inibição da resposta imune do hospedeiro 

mediada por complemento (APTE-SENGUPTA; SIROHI; KUHN, 2014; LINDENBACH e 

RICE, 2003). Estudos apontam que o aumento NS1 solúvel no soro está relacionado com o 

aumento da viremia e gravidade da doença (PAWITAN, 2011).  

 A NS2a (22 KDa) é uma proteína de membrana de caráter hidrofóbico e é necessária 

para replicação e montagem do vírus, enquanto NS2B (14 KDa) é uma proteína associada à 

membrana que atua como cofator para atividade enzimática de NS3. A proteína NS3, de 

massa de 70 KDa, possui diversas atividades enzimáticas e está envolvida no processamento 

da poliproteína viral e na replicação do RNA viral. NS4a e NS4b são proteínas de massa 16 e 

27 KDa, respectivamente. NS4a está envolvida no rearranjo da membrana e induz aumento da 

replicação viral, enquanto NS4b tem capacidade de modular a resposta imune do hospedeiro 
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suprimindo as vias de sinalização de interferon α/β e tem atividade helicase de NS3. A 

proteína NS5 possui peso molecular de 103 KDa e contém domínios com atividade 

metiltransferase e RNA polimerase dependente de RNA, estando portanto, envolvida na 

replicação do RNA e possuindo também atividade de revestimento (cap) do RNA viral 

(APTE-SENGUPTA; SIROHI; KUHN, 2014; LINDENBACH; RICE, 2003). As principais 

proteínas do DENV citadas anteriormente estão representadas na Figura 3. 

 

 
Figura 3 – Representação do genoma e das principais proteínas do Dengue virus. 

Fonte: Adaptado de PERERA; KUHN, (2008, p.370). 

 

 

2.2 CICLO DE MULTIPLICAÇÃO 

 

 

Ao ser inoculado no hospedeiro através da picada de mosquitos fêmeas infectadas do 

gênero Aedes sp, o DENV se adere às células alvo, através da interação de sua proteína E com 

receptores de células de linhagens fagocíticas mononucleares tais como, monócitos, 

macrófagos e células dendríticas (incluindo células de Langerhans residentes na pele). 

Diversos trabalhos apontam que esta interação se dá com receptores DC-SIGN (dendritic cell-

specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin), receptores de manose, 

várias glicoproteínas (como por exemplo Sulfato de Heparina) e o receptor do tipo lectina C 

(CLEL5A) (BACK; LUNDKVIST, 2013; RODENHUIS-ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, 

2010). 

Esta interação ocasiona a formação de uma vesícula endocítica que permite a 

penetração do vírus na célula (HEINZ; STIASNY, 2012; RODENHUIS-ZYBERT; 
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WILSCHUT; SMIT, 2010). A acidificação da vesícula (pH< 6,5) induz uma alteração 

conformacional da proteína E, favorecendo assim o rearranjo dos dímeros de proteína E para 

trímeros. Este fenômeno propicia a fusão do envelope viral com a membrana endossomal e 

permite à liberação do capsídeo no citoplasma da célula juntamente com o RNA viral.  O 

RNA viral é então traduzido em uma poliproteína no citoplasma e na superfície do retículo 

endoplasmático rugoso, a qual é clivada por proteases celulares. Após a tradução da proteína, 

inicia-se a replicação do genoma viral (Figura 4) (HEINZ; STIASNY, 2012; RODENHUIS-

ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, 2010). 

O RNA é novamente sintetizado e subsequentemente empacotado pela proteína C para 

formar um capsídeo. As proteínas prM e E formam heterodímeros que são orientados para 

dentro do lúmen do retículo endoplasmático. A montagem do vírus ocorre no retículo 

endoplasmático (RE) conduzindo à formação de partículas imaturas não infecciosas, que são 

transportadas através da via exocitíca da célula. O pH ácido na rede trans-Golgi (TGN) 

provoca um rearranjo das proteínas do envelope, o que favorece a clivagem da proteína prM 

pela protease celular furina em fragmentos denominados de pr e M. Desta forma, a partícula 

viral torna-se madura, e o vírus é liberado para o meio extracelular (HEINZ; STIASNY, 2012; 

RODENHUIS-ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, 2010). 
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Figura 4 – Esquema do ciclo de multiplicação do Dengue virus. 

Fonte: Adaptado de HEINZ; STIASNY, (2012, p. 4303). 

 

 

2.3 DENGUE: EPIDEMIOLOGIA 

 

 

A dengue é endêmica em mais de 100 países da África, das Américas, de Regiões do 

Leste Mediterrâneo, Sudeste da Ásia e Oeste do Pacífico (Figura 5).  Atualmente, mais de 2,5 

bilhões de pessoas, o que corresponde a aproximadamente 40% da população mundial, vivem 

em áreas de risco para dengue. Segundo a OMS a incidência da dengue aumentou trinta vezes 

em 50 anos (WHO, 2009). 

Estudos realizados no ano de 2013 estimaram que 390 milhões de pessoas foram 

infectadas pelo DENV e 96 milhões de pessoas manifestaram a doença no mundo todo, 

superando as estimativas da OMS. Estatísticas revelaram que em 2013 foram reportados 2,35 

milhões de casos apenas nas Américas, sendo 37.687 dos casos com manifestações graves da 

dengue (GUZMAN; HARRIS, 2014; WHO, 2014; POOJA; AMRITA; VINEY, 2014). 
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Figura 5 – Predominância da Dengue no mundo, 2014.  

Fonte: Adaptado de GUZMAN; HARRIS, 2014. 

 

O clima do Brasil tem propicia condições favoráveis para o desenvolvimento e 

sobrevivência do vetor Aedes Aegypti, uma vez que o país se localiza em região tropical com 

o clima caracterizado por altas temperaturas, alta humidade e variações sazonais de chuva. 

Outro fator relevante é que no país existe circulação simultânea dos quatro sorotipos do 

DENV, o que pode favorecer o desenvolvimento das formas mais graves de manifestação da 

dengue (PASTRANA et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2013). 

Segundo o Boletim Epidemiológico publicado pelo Ministério da Saúde, foram 

notificados em 2015 até a semana epidemiológica 15 (04/01/2015 à 18/04/2015), 745.957 

casos prováveis de dengue em todo o Brasil, superando significativamente os casos 

registrados em todo ano de 2014. O Boletim relatou 404 casos de dengue grave e 5.771 casos 

de dengue com sinais de alarme, ocasionando 229 óbitos, o que representa um aumento no 

país de 45% em comparação com o mesmo período de 2014, quando foram confirmados 158 

óbitos (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2015). 

De acordo com os isolamentos virais realizados no ano de 2015, 2.621 amostras foram 

positivas para o DENV, sendo o sorotipo viral mais frequente o DENV-1 (92,7%), seguido de 

DENV-4 (6,4%), DENV-2 (0,6%) e DENV-3 (0,2%). A distribuição dos sorotipos isolados 

em Minas Gerais a partir da análise de 1.438 amostras positivas demonstrou a presença de 

DENV-1 (98,8%) e DENV-4 (1,2%) (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2015).  

 

 

2.4 MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS E PATOGÊNESE  
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A dengue possui um amplo espectro de apresentações clínicas, sendo na maioria das 

vezes apresentada de forma assintomática. Quando manifestada sintomaticamente a doença 

pode se apresentar como Febre indiferenciada, Febre do Dengue (FD) e a forma mais grave, 

denominada de Febre Hemorrágica do Dengue (FHD). A FHD, quando apresentada nos graus 

de severidade III e IV, é definida como Síndrome do Choque da Dengue (SCD) (WHO, 

2009). 

Segundo o Ministério da Saúde, o Brasil adotou em 2014 uma nova classificação de 

casos de dengue sugerida pela OMS. Os casos são classificados como Dengue Provável, 

Dengue com Sinais de Alarme (DCSA) e Dengue Grave (DG) conforme apresentado na 

Tabela 1.  

 

Tabela 1 – Nova classificação dos casos de Dengue, Brasil 2014.                                                            (Continua) 

Dengue Provável  

O indivíduo vive ou tenha viajado para área endêmica, e apresente duas ou mais das 

seguintes manifestações:  

 Náusea, vómitos;  

 Exantema;  

 Mialgias, artralgia;  

 Cefaléia, dor retroorbital;  

 Petéquias ou prova do laço positiva;  

 Leucopenia.  

Dengue com Sinais de Alarme 

 Tratam-se dos casos em que no período de fervescência da febre apresenta um ou mais dos 

seguintes sinais de alarme:  

 Dor abdominal intensa e contínua, ou dor a palpação do abdômen;  

 Vômitos persistentes;  

 Acumulação de líquidos (ascites, derrame pleural, pericárdico); 

 Sangramento de mucosas;  

 Letargia ou irritabilidade;  

 Hipotensão postural (lipotímia);  

 Hepatomegalia maior do que 2 cm;  

 Aumento progressivo do hematócrito. 
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Tabela 1 – Nova classificação dos casos de Dengue, Brasil 2014.                                                           (Conclusão) 

Dengue Grave  

São todos os caso de dengue que apresentem um ou mais dos seguintes resultados:  

 Choque, extremidades frias;  

 Pulso débil ou indetectável, pressão diferencial convergente ≤ 20 mm hg;  

 Hipotensão arterial;  

 Acúmulo de líquidos com insuficiência respiratória;  

 Sangramento grave, segundo a avaliação do médico;  

Comprometimento grave de órgãos tais como: dano hepático importante (aspartato 

aminotransferase e alanina aminotransferase >1000), sistema nervoso central (alteração da 

consciência), coração (miocardite) ou outros órgãos. 

Fonte: Adaptado de WHO, 2009. 

 

As diversas formas de manifestações da doença podem estar relacionadas a diversos 

fatores como características do próprio vírus, carga viral e fatores relacionados ao hospedeiro 

como idade, estado nutricional, características imunológicas e genéticas (PAWITAN, 2011). 

Existe dentro de cada sorotipo, uma variação genotípica a qual está relacionada à capacidade 

inerente de determinados sorotipos de serem mais virulentos do que outros, embora a infecção 

por qualquer dos sorotipos do DENV possa levar à manifestações graves (KING; 

ANDERSON; MARSHAL, 2002).  

O quadro clássico da febre da dengue caracteriza-se por febre alta, de início abrupto, 

acompanhada por cefaleia, mialgia, dor retroorbital, náuseas, exantema macular ou 

maculopapular e petéquias. (GARCIA-RIVERA; RIGAU-PEREZ, 2002; GREGSON; 

EDELMAN, 2003; LINDBÄCK et al., 2003).  

A febre hemorrágica do dengue é uma forma da doença aguda, potencialmente fatal, 

cujas características clínicas estão relacionadas ao aumento da permeabilidade vascular 

acompanhado por trombocitopenia, alteração da homeostase, danos no fígado indicado pelos 

aumentos séricos das enzimas hepáticas aspartato aminotransferase e alanina 

aminotransferase. Ainda se observa níveis elevados de citocinas pró inflamatórias no soro de 

pacientes e a outros mediadores produzidos por células fagocíticas (HALSTEAD et al., 2007).  

A FHD pode evoluir para a SCD, sendo esta a forma mais grave de manifestação da 

dengue iniciando-se por dor abdominal intensa e apresentando sinais de insuficiência 

circulatória com pulso rápido e fraco, diminuição da pressão ou hipotensão, reperfusão capilar 
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prolongada, pele fria e úmida e agitação. O choque acontece rapidamente, podendo levar em 

24 horas o paciente ao óbito ou a uma recuperação acompanhada por reposição adequada de 

fluidos e eletrólitos (SINGHI; KISSOON; BANSAL, 2007). 

A patogênese da dengue é marcada pelo aumento da permeabilidade vascular e danos 

teciduais ocasionadas por uma cascata de citocinas e mediadores imunes em resposta à 

presença do DENV. Estudos clínicos em pacientes com FHD/SCD apresentaram altos teores 

séricos de interleucina 1 beta (IL-1β), IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-13, IL-18, 

Proteína quimiotática de monócitos- 1 (MCP-1), interferon gama (IFN-γ), interferon alfa 

(IFN-α) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) (AZEREDO et al., 2001; BASU; 

CHATURVEDI, 2008; BOZZA, 2008; CHAKRAVARTI; KUMARIA, 2006; DONG et al., 

2007; Green et al., 1999; HOBER et al., 1993; KURANE et al., 1991; SHRESTA et al., 2006; 

SUHARTI et al., 2003 apud RODENHUIS-ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, 2010). 

Diversos mecanismos têm sido estudados a fim de se entender a patogênese da 

FHD/SCD, principalmente em infecções secundárias causadas pelo DENV. Pesquisas 

apontam para duas teorias que tentam explicar tal fenômeno: a) Aumento da infecção mediada 

por anticorpos e b) Células T de reação cruzada (RAMAKRISHNAN; PILLAI; NAIR, 2015). 

A proteção homóloga após a infecção primária causada pelo mesmo sorotipo é 

duradoura, porém a taxa de proteção cruzada contra outros sorotipos é inexistente ou de curta 

duração e pode ocasionar um aumento da infecção pelo DENV mediada por anticorpos (ADE) 

(Figura 6) (HEINZ; STIASNY, 2012). Experimentos in vitro mostraram que ocorre ADE em 

uma variedade de células primárias e em várias linhagens celulares como células dendríticas 

plasmocitóides humanas, maduras e monócitos (SUN; KOCHEL, 2013). 

A teoria sugere que uma segunda infecção com um sorotipo heterólogo de DENV 

pode levar ao desenvolvimento da FHD. Este fenômeno pode ser explicado pela presença de 

anticorpos não neutralizantes preexistentes que se ligam às partículas virais e favorecem a 

infecção de células que possuem receptor para imunoglobulina do tipo FCγRII. Este evento 

leva a um aumento da replicação do vírus no interior destas células, com consequente 

aumento da viremia. Ainda se observa uma elevada produção a produção de citocinas pró-

inflamatórias (IL-6 e TNF-α), o aumento da permeabilidade vascular e indução de apoptose 

induzida pela ADE (SUN; KOCHEL, 2013; WHITEHEAD et al.,2007).  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Singhi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17530136
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kissoon%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17530136
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bansal%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17530136
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Figura 6 – Figura esquemática representando a hipótese do Aumento da infecção mediada por Anticorpos 

(ADE). 
Fonte: Adaptado de WHITEHEAD et al. (2007, p.524). 

 

Vários trabalhos apontam que a patogênese da FHD pode também estar relacionada à 

ativação de células T que apresentam um fenótipo anormal de produção de citocinas. A teoria 

de células T de reação cruzada preconiza que em uma segunda infecção por um sorotipo 

heterólogo, ocorre uma ativação preferencial de linfócitos TCD4 e TCD8 de memória 

produzidos na infecção anterior por um sorotipo diferente, levando a uma resposta imune 

ineficaz caracterizada pela presença de linfócitos TCD8 com degranulação subótima e alta 

produção de citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IFN-γ e TNF-α.  Este fenômeno leva a uma falha da 

eliminação da célula infectada, um maior dano tecidual e portanto, predispõe o hospedeiro à 

desenvolver as formas mais graves da dengue (SUN; KOCHEL, 2013; ROTHMAN, 2011). 

 

 

2.5 VACINAS PARA A DENGUE 

 

 

Os esforços para o desenvolvimento de vacinas contra a dengue foram iniciados há 

mais de 50 anos, quando se reconheceram os casos graves da doença e desde a década de 70 a 

OMS tem dado prioridade para a obtenção destas vacinas. O conhecimento sobre a resposta 

imune para os diversos sorotipos da dengue é determinante para que se possam desenvolver 

vacinas seguras e eficazes contra a dengue. Porém, não se dispõe atualmente de uma vacina 

licenciada, apesar de todos os esforços de pesquisa para a sua produção e desenvolvimento.  

Os quatro sorotipos do DENV apresentam uma variação de aproximadamente 30% em 

seus genomas, o que leva às variações antigênicas acarretando no reconhecimento de 

diferentes epitopos na montagem de uma resposta imunológica para os diferentes sorotipos. 
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Uma infecção secundária por um sorotipo heterólogo pode levar à produção de anticorpos 

com baixa atividade neutralizante e com capacidade de facilitar a infecção pelo DENV. Em 

adição, células T de reação cruzada podem ser ativadas, levando a produção de altos níveis de 

citocinas pró-inflamatórias. Ambos os mecanismos descritos podem levar às formas mais 

severas de manifestação da dengue e devem ser evitados no desenvolvimento de uma vacina 

para a dengue (GUZMAN; HARRIS, 2014; ROBERTS; MONGKOLSAPAYA; 

SCREATON, 2013; ROOTHMAN, 2011).   

Desta forma, existe a necessidade de se obter um candidato vacinal seguro que seja 

capaz de conferir uma resposta imune aos quatro sorotipos de maneira simultânea, equilibrada 

e duradoura para que evite o desencadeamento dos mecanismos levem às patologias da 

dengue (GUZMAN; HARRIS, 2014; ROBERTS; MONGKOLSAPAYA; SCREATON, 

2013; ROOTHMAN, 2011).  

Atualmente, várias abordagens e diferentes proteínas vêm sendo utilizados na tentativa 

do controle da infecção pelo DENV. Vacinas baseando-se no uso de vírus vivos atenuados e 

inativados, proteínas recombinantes e vacinas de DNA estão em desenvolvimento e em 

diferentes estágios de avaliação (GUZMAN; HARRIS, 2014).   

A busca de uma resposta balanceada para todos os quatro sorotipos é umas das 

principais características para desenvolvimento de vacinas para dengue. A soroconversão para 

apenas alguns sorotipos em formulações tetravalentes apresenta um problema para a 

vacinação de indivíduos que vivem em área endêmica. No intervalo entre uma dose e outra de 

vacinação pode ocorrer a infecção por um sorotipo para qual o indivíduo não possui 

anticorpos. Desta forma, a infecção heteróloga poderá predispor o indivíduo ao 

desenvolvimento das formas mais graves da dengue (RAMAKRISHNAN; PILLAI; NAIR, 

2015). 

Técnicas baseadas na geração de flavivírus quiméricos através da manipulação do 

genoma dos mesmos tem permitido a geração de vírus com deleções específicas e 

expressando alvos desejados. Um exemplo desta abordagem foi a vacina utilizada pela Sanofi 

Pasteur, que utilizou o genoma da cepa vacinal do vírus da febre amarela. Esta vacina 

tetravalente se baseia na substituição dos segmentos que codificam as proteínas prM e E do 

vírus da febre amarela por segmentos das mesmas regiões porém dos quatro diferentes 

sorotipos do DENV. A vacina foi considerada segura e imunogênica, entretanto os ensaios de 

fase II realizados em Cingapura descobriram que, após três doses, apenas 66,5% dos 

participantes apresentavam soroconversão para os quatro sorotipos. (LEO et al., 2012; 

ROOTHMAN, 2011).  
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A vacina TV003, desenvolvida pelo centro de pesquisa nacional dos Estados Unidos 

(National Institute of Healthy -NIH), utiliza quatro candidatos monovalentes com deleção de 

30 ou 31 nucleotídeos na região 3´não traduzida dos diferentes sorotipos (3' UTR). Esta 

modificação genética atenuou a maioria dos sorotipos virais e manteve a sua imunogenicidade 

para o DENV-1, DENV-3 e DENV-4. Para conferir imunidade contra o DENV-2, foi 

utilizado um vírus quimérico, no qual foi substituída as sequências codificadoras das 

proteínas prM e E do DENV-4 pelas do DENV-2. Os quatro candidatos monovalentes foram 

utilizados para compor uma vacina tetravalente. Ensaios de fase I apresentaram uma 

soroconversão equilibrada para os quatro sorotipos do DENV após segunda dose da vacina, 

sem efeitos adversos sérios. Os ensaios clínicos de fase III iniciam-se no presente ano, 2015 

(Instituto Butantan, 2013; ROBERTS; MONGKOLSAPAYA; SCREATON, 2013; 

ROEHRIG, 2013).  

A formulação vacinal DENVax, é composta pelo DENV-2 atenuado e três vírus 

quiméricos com os genes de prM e do E de sorotipos 1, 3 e 4 inseridas no genoma do vírus 

atenuado DENV-2. Ensaios clínicos realizados na Colômbia confirmaram a imunogenicidade 

das formulações tetravalentes DENVax em adultos saudáveis e não infectados por flavivirus. 

Imunizações com altas e baixas doses da vacina induziu anticorpos neutralizantes para os 

quatro sorotipos do DENV. As imunizações com altas e baixas doses confirmaram a 

segurança da formulação vacinal (OSORIO et al., 2014). 

Uma outra abordagem existente é o uso dos quatro sorotipos de DENV inativados 

como agentes vacinais. Esta alternativa tem sido desenvolvida pelo Instituto Walter Reed de 

Pesquisas do Exército dos Estados Unidos (WRAIR) e a empresa GlaxoSmithKline (DPIV). 

Os estudos para avaliar a proteção a partir da imunização com esta vacina inativada 

demostraram a presença de diversos efeitos colaterais. A ineficácia na fase II de triagem foi 

caracterizada um alto efeito colateral quando testados em indivíduos que possuíam anticorpos 

preexistentes de uma infecção primária com o DENV (ROBERTS; MONGKOLSAPAYA; 

SCREATON, 2013). 

Vacinas de DNA apresentam dificuldades devido baixa eficiência com a qual o DNA 

exógeno é capturado pelas células hospedeiras. Desta forma, esta estratégia vem apresentado 

dificuldades de geração de respostas imunes eficientes (RAMAKRISHNAN; PILLAI; NAIR, 

2015). A abordagem carrega um risco inerente em se trabalhar com ácidos nucléicos os quais 

podem se integrar ao DNA cromossomal e inativar genes supressores de tumores e/ou ativar 

oncogenes (KLINMAN et al., 1997). A presença destes fatores apresentados vem levando os 

pesquisadores a trabalhar com abordagens vacinais a partir da utilização de vetores virais. Um 
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trabalho realizado a partir do uso de Adenovirus recombinante carregando sequências das 

proteínas prM e do E de dois sorotipos do DENV levou a obtenção de resposta humoral e 

celular após vacinação em modelo animal (HOLMAN, el al., 2007). 

A imunização em modelo murino com proteína recombinante derivada do domínio III 

da proteína E dos quatro sorotipos de DENV apresentou indução de uma resposta humoral 

com capacidade de conferir proteção cruzada contra os quatro sorotipos de DENV (LENG et 

al., 2009). Este candidato vacinal também foi testado em primatas não humanos e os 

resultados indicaram a presença de anticorpos neutralizantes contra o DENV-2 após a 

vacinação dos animais (CHEN et al., 2013). 

Muitas formulações vacinais apresentam resposta eficaz nos estágios pré-clínicos, 

porém a maioria não iniciou ou encontra-se em estado precoce dos estágios clínicos 

(GUZMAN; HARRIS, 2014; ROOTHMAN, 2011;). Estes desafios enfrentados para a 

obtenção de uma vacina para dengue vem mobilizando toda a comunidade científica com 

diferentes abordagens na busca de um melhor entendimento sobre comportamento do DENV 

no hospedeiro e os melhores alvos para se obter uma vacina segura, eficaz, duradoura e 

balanceada contra os quatro sorotipos do DENV.  
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3 JUSTIFICATIVA 

 

 

A dengue é uma arbovirose que tem se destacado nos últimos anos como um grave 

problema de saúde pública no mundo todo. Não se dispõe atualmente de uma vacina 

licenciada para dengue, apesar de todos os esforços de pesquisa para a sua produção e 

desenvolvimento.  

Infecções com o DENV são extremamente frequentes e estima-se que 

aproximadamente 100 milhões de casos de dengue são reportados à OMS a cada ano 

(GUBLER, 2011; GUZMAN et al., 2010). Estudos realizados em 2013 estimaram que 390 

milhões de pessoas foram infectadas pelo Dengue virus com 96 milhões de casos no mundo 

todo, superando as estimativas da OMS. Estatísticas revelaram que em 2013 foram reportados 

2,35 milhões de casos apenas nas Américas, com 37.687 casos com manifestações graves da 

dengue (POOJA; AMRITA; VINEY, 2014; GUZMAN E HARRIS, 2014; WHO, 2014). 

Um dos fatores que dificulta o desenvolvimento de uma vacina eficaz para a dengue é 

a existência de quatro sorotipos de DENV os quais são geneticamente e antigenicamente 

distintos. A proteção homóloga em uma segunda infecção com o DENV é existente e 

duradoura, porém a proteção cruzada é inexistente ou de curta duração e em uma infecção 

com um sorotipo heterólogo pode haver o desencadeamento de mecanismos que levem às 

formas de manifestações mais graves da doença. 

Portanto, devido à presença deste fenômeno, torna-se necessário o desenvolvimento de 

uma vacina segura e eficaz que confira proteção balanceada contra os quatro sorotipos do 

DENV de uma só vez. Dada a importância da proteína E para a biologia do vírus e do seu 

potencial em induzir a produção de anticorpos neutralizantes anti-dengue, torna-se evidente a 

necessidade de se buscar regiões conservadas da proteína E entre os sorotipos visando-se 

obter novos candidatos vacinais. 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                    31 

 

4 OBJETIVOS 

 

 

Neste tópico serão apresentados o objetivo geral e os objetivos específicos deste 

trabalho. 

 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Avaliar o potencial vacinal de três peptídeos sintéticos, conservados e tetravalentes 

derivados dos domínios I e II da proteína do Envelope do Dengue virus. 

 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

a) Verificar a reatividade dos peptídeos sintéticos com amostras de soro humano 

positivas para dengue; 

b) Avaliar resposta sérica de anticorpos em camundongos imunizados com os peptídeos 

sintéticos; 

c) Avaliar a produção de citocinas em esplenócitos obtidos dos camundongos imunizados 

com os peptídeos e infectados com os diferentes sorotipos de DENV. 
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5 METODOLOGIA 

 

 

Neste tópico será descrita a metodologia empregada no desenvolvimento do presente 

trabalho. 

 

 

5.1 SELEÇÃO E SÍNTESE DOS PEPTÍDEOS 

 

 

Os peptídeos escolhidos estão presentes na proteína E e foram desenhados de acordo 

com o dados descritos por Mazumder e colaboradores em 2007. Este estudo identificou 

através de ferramentas de bioinformática seis resíduos importantes na proteína E (N37, Q211, 

D215, P217, H244, K246), representados na Figura 7. De acordo com os resultados obtidos 

estes resíduos estão presentes somente no grupo dos DENV, são extremamente conservados 

entre os quatro sorotipos de DENV (vários isolados mundiais), possuem alta afinidade para a 

ligação ao MHC classe II e estão expostos quando a proteína E se encontra na forma de 

dímeros ou trímeros.  

Foram selecionadas três regiões da proteína E altamente conservadas entre os 

sorotipos de DENV e que abrangem os seis sítios citados acima. As sequências de cada 

sorotipo de DENV foram ligadas entre si através de tetrâmeros de glicina. Foram desenhados 

três polipeptídios capazes de cobrir toda a divergência encontrada entre os quatro sorotipos 

nas regiões selecionadas. As sequências de cada sorotipo de DENV foram ligadas entre si 

através de tetrâmeros de glicina e os peptídeos foram denominados de PEP01, PEP02 e 

PEP03 (Tabela 2). Os peptídeos foram sintetizados em um sintetizador automático de 

Peptídeos (Applied Biosystems, USA). O graus de pureza dos peptídeos, determinados em 

HPLC, foram de 81,44% para PEP01, 82,73% para PEP02 e 91,31% para PEP03. Os 

peptídeos foram ressuspendidos em água ultra-pura e filtrados em membrana de 0,22 µm.  
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Figura 7 – Representação dos seis resíduos de aminoácidos na proteína E do DENV descritos por         

Mazumder e colaboradores.  

Fonte: MAZUMDER et al. (2007, p. 183). 

Nota: Em vermelho, encontra-se o domínio I da proteína E, em verde, o domínio II e em azul o 

domínio III, nos quais estão contidos os seis resíduos N37, Q211, D215, P217, H244, K246 

identificados por Mazumder e colaboradores. 

 

Tabela 2 – Sequências de aminoácidos dos peptídeos. 

PEP01 MAKDKPTLDIELGGGGMAKMKPTLDIELGGGGMAKNKPTLDFELGGGGMAQGKPTL

DFEL 

PEP02 WLVHKQWFLDLPLPWGGGGWMVHRQWFFDLPLPWGGGGWLVHRQWFLDLPLPWG

GGGWLVHKQWFLDLPLW 

PEP03 LVTFKTAHAKKQEVGGGGLVTFKNAAHAKKQEVGGGGLVTFKNPHAKKQDVGGGG

LVTFKVPHAKRQDV 

Fonte: Do autor. 

 

 

5.2 ENSAIO DA IMUNOADSORÇÃO ENZIMÁTICA (ELISA) UTILIZANDO OS   

PEPTÍDEOS SINTÉTICOS COMO ANTÍGENO 

 

 

Para o ensaio ELISA utilizando os peptídeos sintéticos como antígenos, utilizou-se 16 

amostras de soro de indivíduos IgM e IgG positivas para dengue. Os peptídeos PEP01, PEP02 

e PEP03 foram diluídos na concentração de 20µg/mL em tampão carbonato/bicarbonato 

(0,1M pH 9,6) e utilizados para a sensibilização da placa de 96 poços Nunc MaxiSorp® 

(eBIOSCIENCE, EUA). Foram adicionados 100 μL da solução por poço, e incubado por 16 

horas a 4oC. No dia seguinte, a placa foi lavada por três vezes com solução de lavagem 

composta por salina fosfatada tamponada (PBS) contendo 0,05% Tween 20 (PBS-T) e em 

seguida bloqueada com 200 μL de PBS-T contendo 5% de leite em pó desnatado (Molico®, 

Nestlé) e 0,05% Tween 20 por 2 horas a 37°C. Posteriormente, a placa foi lavada cinco vezes 

com solução de lavagem e depois foram acrescidos 100 μL dos soros diluídos 1:25 em 
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solução de lavagem por poço e a placa foi incubada por uma hora a 37°C. Os poços foram 

lavados novamente por três vezes com a solução de lavagem e após, acrescentou-se 100 μL 

por poço de anti-IgM ou anti-IgG humano conjugado à peroxidase (Sigma-Aldrich, EUA) 

diluídos 1:5000 e 1:8000, respectivamente, em PBS-T e incubado por uma hora a 37°C. A 

placa foi novamente lavada por mais três vezes com a solução de lavagem e posteriormente 

foram acrescentados 100 μL por poço de uma solução de Dicloridrato de O-Fenilenodiamina 

(OPD) (Sigma-Aldrich, EUA) preparada em tampão citrato/fosfato (0,1M de Ácido Cítrico; 

0,1M de Fosfato de Sódio; pH 4,5) acrescentado de 0,001% de H2O2. A placa foi incubada 

por 15 minutos a temperatura ambiente e após este tempo foi realizada a leitura da densidade 

ótica em leitor de microplacas (Leitor de Elisa Anthos Zenyth 200rt) em comprimento de 

onda de 450 nm.  

 

 

5.3 PRODUÇÃO DE Dengue virus 1, 2, 3 E 4 

 

 

As amostras de DENV-1, 2, 3 e 4 foram cedidas pelo Laboratório de Vírus da 

Universidade Federal de Minas Gerais. As amostras foram diluídas 3x em meio Leibowitz L-

15 (Cultilab, Brasil) suplementado com 100 U/mL de penicilina e 100 μg/mL de 

estreptomicina (Sigma-Aldrich, EUA) e 3 mL da diluição foram inoculadas em garrafas 

médias de cultura de células contendo monocamadas de células C6/36 e incubadas em 

temperatura ambiente por 1 hora. Após, o conteúdo da garrafa foi descartado e adicionou-se 

12 mL de meio Leibowitz L-15 suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino inativado 

(Cultilab, Brasil), 100 U/mL de penicilina e 100 μg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich, 

EUA). As células foram observadas em um intervalo de 5-7 dias de infecção até o 

desenvolvimento do efeito citopático característico de DENV em células C6/36 (formação de 

sincícios). O sobrenadante foi coletado, clarificado por centrifugação a 3000 rpm por 10 

minutos (Eppendorf 5810R, Alemanha), aliquotado e armazenado a -80°C até o uso. 

 

 

5.4 TITULAÇÃO VIRAL 
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Células BHK-21 cultivadas em meio MEM (Cultilab, Brasil) suplementado com 10% 

de Soro Fetal Bovino inativado (Cultilab, Brasil), 100 U/mL de penicilina e 100 μg/mL de 

estreptomicina (Sigma-Aldrich, EUA) foram semeadas em placas de 6 poços (TPP, Suíça) na 

concentração de 106 células/mL e incubadas a 37°C e 5% de CO2 por 16 horas. Ao atingirem 

aproximadamente 80% de confluência, o meio foi descartado e diluições seriadas dos vírus 

(100 a 10-5) foram adicionadas em poços pré-determinados e incubados por 1 hora a 37°C e 

5% de CO2 para adsorção viral.  

Após a incubação, as diluições foram descartadas e adicionou-se 2 mL de meio MEM 

(Cultilab, Brasil) contendo 1,5% de CarboximetilCelulose (Synth, Brasil) suplementado com 

2% de Soro Fetal Bovino inativado (Cultilab, Brasil), 100 U/mL de penicilina e 100 μg/mL de 

estreptomicina (Sigma-Aldrich, EUA). A placa foi incubada a 37°C e 5% de CO2 em um 

intervalo de 5 a 7 dias dependendo do sorotipo viral. Posteriormente, o meio foi removido, e 

as placas foram fixadas com Solução PBS-Formaldeído a 10% por 2 horas, lavadas e coradas 

com Solução de Cristal Violeta 1% por 1 hora. O cálculo do título viral foi realizado pelo 

número de placas virais detectadas multiplicados pelo inverso da diluição. 

 

 

5.5 ENSAIOS DE IMUNIZAÇÃO 

 

 

Camundongos Swiss Webster machos com seis a oito semanas de idade foram 

mantidos com livre acesso de comida e água estéril. Os camundongos imunizados com os 

peptídeos receberam, pela via subcutânea, três doses de 50 microgramas (µg) dos peptídeos 

(PEP01, PEP02 ou PEP03; 9 animais para cada grupo) ou 30 µg da proteína (PEPDENV – 

descrita no item 5.10; 5 animais por grupo) em intervalos de 7 dias na presença de adjuvante 

de Freund incompleto (Sigma-Aldrich, EUA) (v/v) a um volume final de 100 µL. Como 

controle negativo, camundongos foram inoculados com PBS e adjuvante de Freund 

incompleto (v/v) por via subcutânea. Como controle positivo dos experimentos, animais 

foram inoculados por via intra peritoneal com DENV-1: 1 dose de DENV-1 contendo 4 x 104 

unidades formadoras de placa (pfu) para os experimentos realizados com os peptídeos 

(PEP01, PEP02 ou PEP03) ou 2 doses de DENV-1 contendo 2,7 x 106 pfu para experimentos 

realizados com PEPDENV – 5 animais por grupo). Após 28 dias da primeira imunização ou 

infecção, o sangue dos animais foi obtido por punção cardíaca para obtenção de sangue e 
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separação do soro. Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética 

em Experimentação Animal da Universidade Federal de Alfenas (ANEXO A e B). 

 

 

5.6 ENSAIO DA IMUNOADSORÇÃO ENZIMÁTICA (ELISA) PARA DETECÇÃO E 

TITULAÇÃO DE ANTICORPOS IgM, IgG TOTAL, IgG1 E IgG2a ANTI-PEPTÍDEOS 

OU PEPDENV  

 

 

Anticorpos IgM, IgG total, IgG1 e IgG2a foram medidos no soro de animais controle e 

imunizados. Os peptídeos PEP01, PEP02 ou PEP03 ou a proteína PEPDENV foram diluídos 

na concentração de 20µg/mL em tampão carbonato/bicarbonato (0,1M pH 9,6) e utilizados 

para a sensibilização da placa de ELISA de 96 poços Nunc MaxiSorp® (eBIOSCIENCE, 

EUA), sendo adicionado 100 μL da solução por poço, e incubado por 16 horas a 4oC. No dia 

seguinte, a placa foi lavada por três vezes com solução de lavagem (PBS contendo 0,05% 

Tween 20, PBS-T) e em seguida bloqueada com 200 μL de PBS contendo 5% de leite em pó 

(Molico®, Nestlé) e 0,05% Tween 20 por 2 horas a 37°C.  Posteriormente, a placa foi lavada 

cinco vezes com solução de lavagem e após foram acrescidos na primeira linha 200 μL dos 

soros provenientes de animais imunizados e controle diluídos 1:25 em solução de lavagem e 

nos demais poços 100 μL de solução de lavagem. Assim, prosseguiu-se diluição seriada 

transferindo 100 μL da primeira linha para as linhas subsequentes. Posteriormente, incubou-se 

a placa por uma hora a 37°C. Após incubação e nova lavagem com PBST, adicionou-se 100 

μL de anti(-IgM, -IgG, -IgG1 ou -IgG2a) de camundongo conjugado à peroxidase (Sigma-

Aldrich, EUA) diluídos a 1:2000, 1:2000, 1:1000 e 1:2000, respectivamente, em solução de 

PBS-T. A placas foi incubada por 60 minutos a 37ºC.  

A placa foi novamente lavada por mais três vezes com a solução de lavagem e 

posteriormente foi acrescentado 100 μl por orifício de uma solução de OPD (Sigma-Aldrich, 

EUA) preparada em tampão citrato/fosfato (0,1M de Ácido Cítrico; 0,1M de Fosfato de 

Sódio; pH 4,5) acrescentado de 0,001% de H2O2. A placa foi incubada por 15 minutos a 

temperatura ambiente e após este tempo foi realizada a leitura da densidade ótica em leitor de 

microplacas (Leitor de Elisa Anthos Zenyth 200rt) em comprimento de onda de 450 nm.  
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5.7 ANÁLISE DA PRODUÇÃO DE ANTICORPOS NEUTRALIZANTES POR 

SORONEUTRALIZAÇÃO DA PARTÍCULA VIRAL 

 

 

A detecção dos anticorpos específicos e neutralizantes no soro dos animais foi 

realizada através de testes de redução do número de placas virais (teste de neutralização da 

partícula viral). O teste de neutralização foi feito utilizando o soro coletado do camundongo e 

células BHK-21. O soro contendo os anticorpos foram incubados a 56°C por 30 minutos para 

inativação do sistema complemento, diluídos seriadamente nas diluições 1:20, 1:40; 1:80 e 

1:160 e incubados por 1 hora com volumes iguais de vírus (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e 

DENV-4) atingindo concentração final de 50 pfu/poço. Posteriormente, os 200 μL dos soros 

proveniente da incubação com os vírus foram adicionados em placas de 6 poços contendo 

monocamada de células BHK-21 na concentração de 106 células/poço e incubados por 1 hora 

a 37°C e 5% de CO2. Após a incubação, as diluições foram descartadas e adicionou-se meio 

MEM (Cultilab, Brasil) contendo 1,5% de CarboximetilCelulose (Synth, Brasil) 

suplementado com 2% de Soro Fetal Bovino inativado (Cultilab, Brasil), 100 U/mL de 

penicilina e 100 μg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich, EUA) e incubou-se a 37°C e 5% 

de CO2 em um intervalo de 5 a 7 dias dependendo do sorotipo viral. Posteriormente, as placas 

foram fixadas com Solução PBS-Formaldeído a 10% por 2 horas, lavadas e coradas com 

Solução de Cristal Violeta 1% por 1 hora. A presença de anticorpos neutralizantes se deu pela 

redução do número de placas virais em relação ao controle de vírus (vírus incubados sem 

soro).    

 

 

5.8 OBTENÇÃO DE ESPLENÓCITOS E ENSAIO DE PROLIFERAÇÃO CELULAR 

 

 

Após 28 dias da primeira imunização ou infecção, os camundongos foram 

anestesiados com solução ketamina e xilazina por via intraperitonial e sacrificados por 

deslocamento cervical. O baço foi coletado e transferido para meio RPMI 1640 gelado com L-

glutamina (Sigma Aldrich, USA) e com auxílio de uma pinça, este foi macerado para a 

obtenção de uma suspensão celular as quais foram sedimentadas por centrifugação à 500g e 

temperatura de 4°C (Eppendorf 5810R, Alemanha). O sedimento foi incubado por 4 minutos 

a temperatura ambiente com tampão de lise celular (uma parte de 0,17 M de Tris pH 7,65 para 
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nove partes de 0,16 M de cloreto de amônio). As células foram lavadas novamente e 

suspendidas para a concentração de 106 células/mL em meio RPMI 1640 suplementado com 

5% de Soro Fetal Bovino inativado (Cultilab, Brasil), 1% de aminoácidos não essenciais, 100 

U/mL de penicilina e 100 μg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich, EUA).  

As células foram cultivadas em placas de 96 poços (106 células/mL) com meio RPMI 

1640 suplementado com 5% de Soro Fetal Bovino inativado (Cultilab, Brasil), 1% de 

aminoácidos não essenciais, 100 U/mL de penicilina e 100 μg/mL de estreptomicina (Sigma-

Aldrich, EUA) e incubadas por 24 horas em estufa com atmosfera de 5% de CO2. Após este 

tempo, os esplenócitos foram infectados com 0,01 MOI (multiplicidade de infecção) de cada 

sorotipo ou tratados com o mesmo volume do sobrenadante de células C6/36 não infectadas 

(mock). Depois de 72 horas os sobrenadantes foram recolhidos e os esplenócitos utilizados 

para teste de viabilidade celular a partir da incubação com 10 µL de uma solução contendo 5 

mg/mL de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide – MTT (Sigma-

Aldrich, EUA) em PBS  por 4 horas a 37°C.  

Após, este tempo, o sobrenadante foi retirado cuidadosamente e adicionou-se 100 μL 

de Dimetilsulfóxido (DMSO) para dissolver os cristais de formazan. A leitura da densidade 

ótica foi feita em espectrofotômetro a 570 nm. A porcentagem de citotoxicidade foi calculada 

como [(A-B)/(Ax,100)], onde A e B são as absorbâncias das células controle e tratadas, 

respectivamente.  

 

 

5.9 DOSAGEM DE CITOCINAS IL-5, IL-10, TNF-α E IFN-γ EM SOBRENADANTES DE 

ESPLENÓCITOS 

 

 

Os sobrenadantes coletados dos esplenócitos foram utilizados para dosagem de 

citocinas através do kit Mini ELISA Development Kits (Peprotech, USA), segundo o 

protocolo do fabricante. 

 

 

5.10 SÍNTESE DO GENE SINTÉTICO CODIFICADOR DA PROTEÍNA PEPDENV 
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As sequências dos três peptídeos (PEP01, PEP02 e PEP03) foram utilizadas para 

construção de um gene sintético capaz de codificar uma única proteína contendo todos os três 

peptídeos avaliados e fusionados a uma sequência indutora de anticorpos neutralizantes. A 

sequência identificada por DENG e colaboradores (2011) na proteína E (98-

VDRGWGNGCGLF-108) possui ampla atividade neutralizante contra vários Flavivirus e 

desta forma foi escolhida para a construção do gene sintético. A proteína PEPDENV 

codificada por este gene está representada na figura 7.  

 

VDRGWGNGCGLFMAKDKPTLDIELMAKNKPTLDIELMAKNKPTLDFELMAQGKPTLDFELW
LVHKQWFLDLPLPWWMVHRQWFFDLPLPWWLVHRQWFLDLPLPWLVTFKTAHAKKQEVL
VTFKNAHAKKQEVLVTFKNPHAKKQDVLVTFKVPHAKRQDV 
 
Figura 8 - Sequência de aminoácidos da proteína PEPDENV.  

Fonte: Do autor. 

Nota- Em verde a região identificada no estudo de DENG et al., 2011. Em azul, amarelo e cinza as regiões 

pertencentes aos peptídeos sintéticos fusionados formando uma única proteína.  

 

A sequência de aminoácidos dos peptídeos construídos foi convertida em nucleotídeos 

através do programa DNA works (Hoover et al., 2002/ http://helixweb.nih.gov/dnaworks/).  

Nesta etapa, a sequência codificadora dos peptídeos foi produzida de forma a otimizar a 

produção da proteína por organismos procariotos. 

A sequência de nucleotídeos obtida foi enviada para a empresa IDT - Integrated DNA 

Technologies (EUA) para a síntese do fragmento codificador da proteína. O fragmento 

sintetizado foi utilizado em uma reação em cadeia da polimerase com os oligos senso Gblock 

(5’ CCG GAT CCA TGG TTG ATC GTG GTT GGG 3’) e antisenso Gblock (5’ GGA AGC 

TTT TAA TCC TGA CGT TTT GCA TG 3’) no intuito de inserir na sequência do 

PEPDENV os sítios de restrição para enzimas BamHI e HindIII.   

A reação de PCR foi feita com 50ng do fragmento sintetizado; Tampão da Taq 1X; 

1,25 mM de MgCl2; 500 μM de dNTPs; iniciador senso Gblock e antisenso Gblock 0,2 μM de 

cada; 1,25 U de Taq polimerase e quantidade suficiente de água para volume final de 50 μL. 

A amplificação foi feita em termociclador nas seguintes condições: 30 segundos a 

95°C -1 ciclo; 20 segundos a 95 °C; 20 segundos a 58.8°C; 90 segundos a 72 °C – 30 ciclos; 

10 minutos a 72 °C- 1 ciclo e 4°C infinito. Uma alíquota do produto da amplificação foi 

diluído (v/v) em corante fluorescente de ácidos nucléicos Gel Red (Biotium, EUA) e aplicado 

em gel de agarose 1% em tampão TBE (Tris Borato EDTA 1X).  
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5.11 CLONAGEM DA SEQUÊNCIA OBTIDA POR PCR  

 

 

O produto da amplificação da sequência codificadora do PEPDENV foi clonado em 

plasmídeo pTrcHis TOPO TA (Invitrogen, EUA) segundo instruções do fabricante. A reação 

de ligação foi empregada para transformar bactérias Escherichia coli (E. coli) Top 10 

competentes (Invitrogen, EUA). 

 

 

5.12 TRANSFORMAÇÃO BACTERIANA 

 

 

O tubo contendo a bactéria competente E. coli Top 10 (Invitrogen, EUA) foi retirado 

do freezer -80°C e incubado em banho de gelo por 30 minutos. Após, a reação de ligação foi 

adicionada ao tubo, o qual foi homogeneizado suavemente e imediatamente incubado em 

banho gelo por 30 minutos. Posteriormente, realizou-se o choque térmico incubando-se o tubo 

a 42°C por 90 segundos e novamente em gelo por 30 segundos. Adicionou-se 100 μL de meio 

Luria Broth (Himedia, Índia) sem antibióticos e incubou-se a 37°C por 60 minutos. Volumes 

de 30 e 70 μL foram semeados em placas de Petri contendo LB ágar contendo o antibiótico 

ampicilina (100 μg/mL) (Sigma-Aldrich, EUA) para seleção das bactérias transformadas. 

 

 

5.13 SELEÇÃO DOS CLONES RECOMBINANTES POR PCR 

 

 

As colônias que cresceram na placa contendo o antibiótico de seleção ampicilina (100 

μg/mL) (Sigma-Aldrich, EUA) foram coletadas da placa de Petri com o auxílio de uma 

ponteira de micropipeta de 200 μL e foram então, mergulhadas em tubos de 0,2 mL contendo 

mix de PCR previamente preparado e após, transferidas para um tubo de microcentrífuga de 

1,5 mL contendo 500 µL de meio LB com ampicilina (100 μg/mL) (Sigma-Aldrich, EUA). A 

reação de PCR foi realizada com Tampão da Taq 1X, 2,0 mM de MgCl2, 500 μM de dNTPs, 

iniciador senso Gblock (5’ CCG GAT CCA TGG TTG ATC GTG GTT GGG 3’) e antisenso 

Gblock (5’ GGA AGC TTT TAA TCC TGA CGT TTT GCA TG 3’) 0,5 μM de cada, 2 U de 

Taq polimerase e quantidade suficiente de água para volume final de 20 μL. 



                                                                                                                                    41 

 

A amplificação foi feita em termociclador nas seguintes condições: 30 segundos a 

95°C -1 ciclo; 20 segundos a 95 °C; 20 segundos a 58,8 °C; 90 segundos a 72 °C – 30 ciclos; 

10 minutos a 72 °C- 1 ciclo e 4°C infinito. O produto da amplificação foi diluído (v/v) em 

corante fluorescente de ácidos nucléicos Gel Red (Biotium, EUA) e aplicado em gel de 

agarose 1% em tampão TBE (Tris Borato EDTA 1X). 

 

 

5.14 EXTRAÇÃO DO DNA PLASMIDIAL EM PEQUENA ESCALA (MINIPREP) 

 

 

Para a extração do DNA plasmidial em pequena escala dos clones de interesse 

(aqueles que apresentaram o inserto), a suspensão bacteriana foi inoculada em tubos de 50 mL 

contendo 5 mL de meio LB e antibiótico de seleção ampicilina (100 μg/mL) (Sigma-Aldrich, 

EUA) e incubados sob agitação de 180 rpm a 37°C overnight. Após este tempo utilizou-se o 

Kit WisardTM Plus Minipreps DNA purification System (PROMEGA, EUA) para a obtenção 

dos plasmídeos recombinantes, segundo o protocolo do fabricante. 

 

 

5.15 DIGESTÃO DO DNA PLAMIDIAL COM ENZIMAS DE RESTRIÇÃO E 

PURIFICAÇÃO DE PRODUTO DA DIGESTÃO 

 

 

A digestão do DNA plasmidial foi realizada com enzimas de restrição BamHI e HindIII 

(Promega, EUA). Esta digestão teve como objetivo a liberação do inserto para a posterior 

clonagem em vetor de expressão digerido com as mesmas enzimas de restrição. A reação de 

digestão utilizou Tampão de Restrição Enzimática 1X, 2 μg de Albumina Sérica Bovina 

Acetilada (BSA), 1 μg de DNA plasmidial, 5 U de BamHI, 5 U de HindIII e  quantidade 

suficiente de água para volume final de 20 μL. A reação foi incubada em banho Maria a 37°C 

por 4 horas e o produto da digestão foi aplicado em gel de agarose 1% em tampão TBE (Tris 

Borato EDTA 1X).  

A banda referente ao fragmento (495 pb) foi recortada do gel e congelada a -20°C. 

Para purificação do fragmento utilizou-se o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System 

(Promega, EUA) conforme o protocolo do fabricante. 
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5.16 CLONAGEM EM PLASMIDEO DE EXPRESSÃO pQE 30 E TRANFORMAÇÃO DE 

BACTÉRIAS E. coli JM109  

 

 

O plasmídeo pQE 30 (Qiagen, Alemanha) (Figura 8) contém um promotor/operador 

(P/O2) localizado próximo ao sítio de ligação do ribossomo. A atividade deste promotor é 

reprimida pela ligação de uma proteína repressora lac ao operador. A atividade do promotor 

pode ser restabelecida pela adição de β-D-thiogalactoside (IPTG) o qual inativa o repressor 

liberando assim o operador e permitindo a expressão da proteína de interesse. Após a região 

de ligação ao ribossomo (RBS) segue-se o código de iniciação (ATG), as sequências que 

codificam para 6 moléculas de Histidina (His) e o sítio de clonagem adjacente. A inserção das 

His adjacentes permite a fácil purificação e concentração da proteína recombinante produzida 

através da cromatografia de afinidade em resina de quelato de níquel  

A ligação do fragmento de interesse (PEPDENV) ao plasmídeo pQE30 foi feita 

utilizando a enzima T4 DNA ligase (Promega, EUA). Foram utilizados 50 ng de vetor e uma 

razão de 1:3 de inserto, conforme o protocolo do fabricante. A reação de ligação foi utilizada 

para transformar bactérias E. coli JM109, segundo o protocolo apresentado no item 5.12. 

 

 

Figura 9 – Plasmídeo de expressão do proteínas pQE 30. 

Fonte: <https://www.qiagen.com/~/media/nextq/image%20library 

/illu/00/89/illu_0089_pqe-30/2_9.ashx?h=113&la=en&w 

=161&hash=D2FA4CB0FCA9C170D6317F077D3B12FC6

8776AC2>. Acesso em: 9 ago. 2015.  
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As colônias que cresceram na placa contendo o antibiótico de seleção ampicilina (100 

μg/mL) (Sigma-Aldrich, EUA) foram coletadas da placa de Petri com o auxílio de uma 

ponteira de micropipeta de 200 μL e foram então, mergulhadas em tubos de 0,2 mL contendo 

mix de PCR previamente preparado e após, transferidas para um tubo de microcentrífuga de 

1,5 mL contendo 500 µL de meio LB com ampicilina (100 μg/mL) (Sigma-Aldrich, EUA). A 

PCR foi realizada com tampão da Taq 1X, 2,0 mM de MgCl2, 500 μM de dNTPs, iniciador 

senso pQE (5’ CGG ATA ACA ATT TCA CAC AG 3’) e antisenso pQE (5’ GTT CTG AGG 

TCA TTA CTG G 3’) 0,5 μM de cada, 2 U de Taq polimerase e quantidade suficiente de água 

para volume final de 20 μL. 

A amplificação foi feita em termociclador nas seguintes condições: 30 segundos a 

95°C -1 ciclo; 20 segundos a 95 °C; 20 segundos a 49,2 °C; 90 segundos a 72 °C – 30 ciclos; 

10 minutos a 72 °C- 1 ciclo e 4°C infinito. O produto da amplificação foi diluído (v/v) em 

corante fluorescente de ácidos nucléicos Gel Red (Biotium, EUA) e aplicado em gel de 

agarose 1% em tampão TBE (Tris Borato EDTA 1X). Os clones recombinantes foram 

selecionados e crescidos em caldo LB contendo ampicilina para posterior extração de 

plasmídeo conforme protocolo descrito no item 5.14. 

A digestão do DNA plasmidial foi realizada com enzimas de restrição BamHI e 

HindIII (Promega, EUA). Esta digestão teve como objetivo a verificação da presença do 

inserto em vetor de expressão pQE30. A reação de digestão utilizou Tampão de Restrição 

Enzimática 1X, 2 μg de Albumina Sérica Bovina Acetilada (BSA), 1 μg de DNA plasmidial, 

5 U de BamHI, 5 U de HindIII e quantidade suficiente de água para volume final de 20 μL. A 

reação foi incubada em banho Maria a 37°C por 4 horas e o produto da digestão foi aplicado 

em gel de agarose 1% em tampão TBE (Tris Borato EDTA 1X).  Após a confirmação da 

presença do inserto, o plasmídeo pQE30 contendo a sequência codificadora do peptídeo 

PEPDENV foi utilizado para a transformação de bactérias E. coli M15, segundo o protocolo 

apresentado no item 5.12. Porém, foram utilizados para a seleção dos clones recombinantes os 

antibióticos ampicilina (100 μg/mL) (Sigma-Aldrich, EUA) e kanamicina (25 μg/mL) 

(Applichem, Alemanha). 

 

 

5.17 PRODUÇÃO DE PROTEÍNAS RECOMBINANTES EM E. coli E PURIFICAÇÃO 

DA PROTEÍNA RECOMBINANTE 
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Após a transformação bacteriana, as colônias capazes de crescer em meio LB-ágar 

com antibióticos de seleção ampicilina (100 μg/mL) (Sigma-Aldrich, EUA) e kanamicina (25 

μg/mL) (Applichem, Alemanha) foram inoculadas em 4 mL de meio LB contendo os mesmos 

antibióticos citados acima e incubadas sob agitação de 180 rpm a 37°C por 16 horas. Após 

este período, foi feita uma diluição 1:20 da cultura bacteriana, em 500 mL de meio LB, 

contendo os antibióticos ampicilina (100 μg/mL) (Sigma-Aldrich, EUA) e kanamicina (25 

μg/mL) (Applichem, Alemanha). A cultura foi incubada a 37°C, sob agitação até a densidade 

óptica de 0,6 a 600 nm, onde foi adicionado o IPTG para na concentração final de 1mM por 4 

horas. Retirou-se 1 mL antes e após o processo de indução para análise da expressão da 

proteína de interesse em gel de Poliacrilamida-SDS a 12%. O restante da cultura pós-indução 

foi clarificada a 4000 rpm durante 30 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado 

homogeneizado em 20 mL de tampão A (Guanidina 6M; 0,1 M de Fosfato de sódio; 0,01 M 

de Tris; pH 8,0). O lisado bacteriano foi centrifugado a 12000 rpm durante 30 segundos e o 

sobrenadante utilizado para a purificação da proteína.  

Para purificação da proteína recombinante, o sobrenadante foi aplicado em coluna 

contendo 3 mL de resina de quelato de níquel previamente equilibrada com 20 mL de Tampão 

A. O eluato foi coletado e a coluna lavada com 20 mL do tampão B pH 8 (Uréia 8M, 0,1M de 

fosfato de sódio, 0,01M de Tris). Após, lavou-se a coluna com 20 mL de tampão B pH 6.0 e 

4.0 e coletou-se frações de 10 mL.  

O perfil proteico das bactérias antes e após a indução por IPTG foram analisados 

através de eletroforese em gel de Poliacrilamida-SDS a 12%. As amostras foram diluídas 

volume a volume (v/v) em tampão de aplicação 2X (5% Mercaptoetanol; 10% de glicerol; 50 

mM de tris pH 6,8; 0,25% v/v do volume azul de bromofenol), fervidas a 100°C por 5 

minutos e então aplicadas no gel. Após a corrida, o gel foi corado com solução de Coomassie 

blue R 250 1% diluído em solução fixadora (metanol 50%, ácido acético 10%) por no mínimo 

3 horas e depois o gel foi descorado em solução de Álcool Etílico 35% por 3 horas. 

 

 

5.18 SEQUENCIAMENTO DOS PLASMÍDEOS RECOMBINANTES 

 

 

Os plasmídeos recombinantes foram enviados para o Centro de Estudos sobre Genoma 

Humano (USP, São Paulo, Brasil). O sequenciamento foi feito pelo método de dideoxi, 

descrito por SANGER e colaboradores (1977), em sequenciador automático capilar Mega 
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Bace1000 (GE HEALTHCARE, USA), utilizando o kit DYEnamic™ ET Dye Terminator 

(MegaBACE™) (GE HEALTHCARE, USA), obedecendo às condições de reação e leitura 

indicadas pelo fabricante. Duas reações de sequenciamento foram feitas para cada plasmídeo 

em ambas as orientações. 

 

 

5.19 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

 

As análises estatística do dados foi realizada utilizando análise de variância seguida 

por teste paramétrico Tukey-Kramer (INSTAT software, GraphPad, San Diego, CA). O P 

valor <0,05 foi considerado para indicar significância estatística.  
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6 RESULTADOS 

 

 

 Serão apresentados neste tópico, os resultados obtidos após o desenvolvimento do 

trabalho. 

 

 

6.1 AVALIAÇÃO DE RESPOSTA IMUNE INDUZIDA PELOS PEPTÍDEOS 

  

 

Amostras soro humano IgM/IgG positivas para Dengue (n = 16) foram utilizadas para 

determinar a capacidade dos anticorpos presentes nestas amostras reagirem com os peptídeos 

sintéticos (PEP01, PEP02 e PEP03). De um total de 16 amostras de soro IgM/IgG positivas 

para Dengue, apenas 3 (18,75%) apresentaram IgM contra PEP01; 15 (93,75%) contra PEP02 

e 16 (100%) contra PEP03. A presença de anticorpos IgG contra os peptídeos foi avaliada e 

14 soros (87,5%) reagiram contra PEP01; 11 (68,75%) contra PEP02 e 15 (93,75%) contra 

PEP03 (Figura 9). Nenhum dos soros IgM/IgG negativos para dengue mostrou reatividade 

contra os peptídeos sintéticos em ambos ensaios (IgM e IgG). 

 

 

Figura 10 – Reatividade de amostras de soro humanas IgM/IgG positivas para dengue contra os 

peptídeos sintéticos.  

Fonte: Do autor. 

Nota: Soros humanos IgM (em preto) e IgG (em cinza) positivos para dengue (n=16) foram usados em 

ELISA para verificar a reatividade destas amostras contra PEP01, PEP02 e PEP03. 
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A imunogenicidade dos peptídeos sintéticos também foi testada em modelo murino 

por quantificação dos níveis de anticorpos específicos (IgM, IgG total e subtipos IgG1/IgG2a) 

no soro de camundongos previamente imunizados com os três peptídeos (Figura 10A). Os 

soros dos camundongos imunizados com PEP01, PEP02 e PEP03 apresentaram maior título 

de IgG do que IgM (Tabela 3).  As médias dos títulos para IgM foram de 37 ± 17 para Pep01 

e 300 ± 141 para PEP03. Não foi detectado a presença de IgM nos animais imunizados com 

Pep02. Os títulos IgG totais médios de PEP01, PEP02 e PEP03 foram de 96 ± 56; 133 ± 46 e 

4800 ± 2262, respectivamente (figura 10B).  Os grupos de camundongos tratados com PBS e 

os grupos infectados com DENV-1 não produziram níveis detectáveis de anticorpos anti-

peptídeos. 

 

Tabela 3 - Títulos de anticorpos IgM e IgG total no soro de camundongos Swiss após imunização com os 

peptídeos sintéticos. 

 PEP01 PEP02 PEP03 

IgM 37 ± 17 ND 300 ±  141 

IgG total 96 ± 56 133 ± 46 4800 ± 2262 

Fonte: Do autor. 

Nota: ND: Não detectado. 

 

Para caracterizar os subtipos IgG produzidos por camundongos imunizados, um ensaio 

ELISA foi conduzido para a detecção de anticorpos IgG1 e IgG2a contra os peptídeos. Os 

resultados mostraram um título semelhante de IgG1 aos observados para IgG total para 

camundongos imunizados com PEP01 e PEP03 e um título inferior para os camundongos 

imunizados com PEP02 (Figura 10C). Em contraste, todos os camundongos imunizados não 

produziram anticorpos IgG2a contra os peptídeos (Figura 10D). 
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Figura 11 – Resposta de anticorpos em camundongos imunizados com PEP01, PEP02 e PEP03. 

Fonte: Do autor. 

Nota: Curvas de titulação representativas de diluição de anticorpos para análises de anticorpos IgM e IgG anti-

peptídeos. Os soros dos animais imunizados foram misturados e titulados. Cada diluição foi feita em 

triplicata. (A) IgM específica para PEP01, PEP02 e PEP03. (B) IgG total específica para PEP01, PEP02 e 

PEP03. (C) Subtipo de anticorpos IgG1 específico para PEP01, PEP02 e PEP03. (D) Subtipo de 

anticorpos IgG2a específico para PEP01, PEP02 e PEP03. A linha pontilhada representa o valor de corte 

obtido a partir da análise do soro de animais não imunizados com o peptídeo (grupo controle negativo) 

para PEP01 (verde), PEP02 (vermelho) e PEP03 (azul). 

 

Apesar de um nível relativamente elevado de anticorpos anti-peptídeos em 

camundongos imunizados, o teste de neutralização por redução de placa (PRNT50) mostrou 

uma ausência ou um baixo título de atividade neutralizante no soro destes animais (Tabela 4). 

Os soros derivados de camundongos imunizados com PEP01 apresentaram um título de 

anticorpos neutralizantes ≤ 20 apenas para DENV-1 e os soros obtidos a partir de animais 

imunizados com PEP03 mostraram um título de anticorpos neutralizantes ≤ 20 para DENV-1 

e DENV-3. Os soros de camundongos imunizados com PEP02 e os animais infectados com 

DENV-1 não apresentaram atividade neutralizante nas diluições testadas (PRNT50 < 1/20).  
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Tabela 4 - Títulos de anticorpos neutralizantes no soro de camundongos 

Swiss imunizados com peptídeos sintéticos ou infectados com 

DENV-1. 

 *Títulos de Anticorpos Neutralizantes (PRNT50)  

 DENV-1  DENV-2  DENV-3  DENV-4  

PEP01  20  ND  ND ND  

PEP02  ND  ND  ND ND  

PEP03  20 ND  20  ND  

DENV ND ND ND ND 

Fonte: Do autor. 

Nota: *: Títulos determinados de pool de soros obtidos 28 dias após a primeira 

imunização ou infecção. 

ND: Não detectado. 

 

A resposta antígeno-específica foi medida através da produção de diversas citocinas 

por esplenócitos derivados de camundongos imunizados com os peptídeos sintéticos e 

também por detecção da atividade citotóxica observada na cultura de células de baço após a 

infecção com sorotipos DENV. As células do baço derivadas de camundongos imunizados 

com os peptídeos mostraram uma alta produção de IL-10 (p <0,01) e uma redução da 

produção do TNF-α e IFN-γ (p <0,001) após a infecção com todos os sorotipos DENV se 

comparado ao controle positivo (figura 12A).  A citocina IL-5 não foi detectada em nenhum 

dos grupos analisados (figura 12A).  

Em adição a esta produção diferencial de citocinas, foi também detectada uma 

diferença na viabilidade celular na cultura de células de baço dos diferentes grupos analisados 

após a infecção com os quatro sorotipos de DENV. As células do baço de animais tratados 

com PBS (controle negativo), infectadas com DENV-1 (controle positivo) e também 

imunizados com PEP01 não mostraram diminuição significativa da viabilidade celular após a 

infecção viral pelos diferentes sorotipos de DENV, em comparação com as células não 

infectadas e as células controle (Mock). No entanto, as células de baço derivadas de 

camundongos imunizados com PEP02 e PEP03 mostraram uma redução significativa na 

viabilidade das células após infecção com quatro sorotipos de DENV, quando comparadas 

com as células não infectadas e Mock (Figura 12B).   
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A) 

 B) 

 

Figura 12 – Produção de citocinas e atividade citotóxica em esplenócitos infectados com todos os sorotipos de 

DENV.  

Fonte: Do autor. 

Nota: (A) Níveis de citocinas foram medidos nos sobrenadantes de esplenócitos por ELISA. Células do baço 

foram obtidas de camundongos tratados com PBS (n=4); infectados com 4x104 pfu de DENV-1 ou 

imunizados com PEP01 (n=4) ou PEP02 (n=4) ou PEP03 (n=4). Os esplenócitos foram infectados com 

todos os sorotipos de DENV ou infecção simulada com sobrenadantes derivados de células C6/36 não 

infectadas por 72 horas.  As barras representam as médias ± o desvio padrão. * Indica significância a P< 

0,05 comparado com células tratadas com meio; ** Indica significância a P< 0,01 comparado com células 

tratadas com meio; *** Indica significância a P< 0,01 comparado com células tratadas com meio; # indica 

significância a P< 0,05 comparado com camundongos infectados com DENV-1 e (a) Indica significância a 

P< 0,001 comparado com animais tratados com PBS.  (B) Atividade citotóxica diferencial em esplenócitos 

infectados com sorotipos de dengue. A atividade citotóxica foi medida em cultura de esplenócitos por 

ensaio de MTT. * Indica significância a P< 0,05 comparado com células não infectadas. 

 

 



                                                                                                                                    51 

 

6.2 EXPRESSÃO DA PROTEÍNA RECOMBINANTE 

 

 

Os resultados obtidos anteriormente demonstram que estes peptídeos apresentam 

potencial para o desenvolvimento de vacinas para a dengue e desta forma as sequências dos 

três peptídeos (PEP01, PEP02 e PEP03) foram utilizadas para construção de um gene 

sintético capaz de codificar uma única proteína contendo todos os três peptídeos avaliados e 

fusionados a uma sequência indutora de anticorpos neutralizantes conforme descrito 

anteriormente (Seção 5.10).  

A amplificação da sequência codificadora da PEPDENV por meio de reação de PCR 

com oligos específicos, resultou na obtenção de um fragmento com o tamanho esperado (495 

pb). O fragmento gerado foi utilizado para clonagem em vetor pTrcHis e posterior 

transformação de bactérias E. coli Top 10. A presença da sequência codificadora da 

PEPDENV em plasmídeo pTrcHis foi confirmada através da realização de PCR para seleção 

de clones recombinantes utilizando oligos específicos para o inserto (Figura 13).  

 

 

Figura 13 - Eletroforese em gel de agarose para verificação da presença da sequência codificadora da       

PEPDENV em plasmídeos pTrcHis inseridos em bactérias E. coli Top 10.  

Fonte: Do autor. 

Nota: As canaletas enumeradas de 1 a 10 mostram a presença do inserto em todos os clones analisados. 

O controle negativo e positivo estão representados pelo números 11 e 12, respectivamente. Em 

MM está representado o marcador molecular de 100 pb (Ludwig Biotec, Brasil). 

 

Um clone foi selecionado, crescido em meio LB contendo antibióticos e o plasmídeo 

pTrcHis/PEPDENV obtido. A presença do inserto foi confirmada por digestão do plasmídeo 

recombinante com as enzimas de restrição BamHI e HindIII. O fragmento liberado foi 
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recortado do gel, purificado e clonado em vetor de expressão pQE 30. A reação de ligação foi 

utilizada para transformação de bactérias E. coli JM109 dada a sua alta eficiência de 

transformação, como pode ser observada pela presença de vários clones crescidos na placa. A 

figura 14 mostra a presença do fragmento recombinante na maioria das colônias selecionadas. 

 

 

Figura 14 PCR utilizando os oligos pQE para verificação da presença do inserto 

(PEPDENV) em bactérias E. coli JM109 transformados com o vetor pQE30.  

Fonte: Do autor. 

Nota: As colônias enumeradas de 1 a 5, 7, 8 e 10 apresentaram banda referente ao 

fragmento clonado em pQE30. Em 6 verifica-se a ausência do vetor recombinante e 

em 9 a presença do vetor com ausência de inserto. Como controle positivo, utilizou-

se um plasmídeo pQE32 ligado a um fragmento de 198 pb. O controle negativo e o 

marcador molecular são apresentados em 11 e 13, respectivamente. Observação: Os 

oligos utilizados flanqueiam a sequência inserida no plasmídeo, adicionando ao 

amplificado mais 126 pb.  

 

Para verificar a presença do inserto, três clones foram selecionados para obtenção dos 

plasmídeos recombinantes e posterior digestão com enzimas de restrição BamHI e HindIII. 

Com a digestão, houve a liberação do fragmento clonado de tamanho esperado (495pb) 

(Figura 15). 
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Figura 15 - Digestão do plasmídeo recombinante 

pQE30/PEPDENV com enzimas de restrição 

BamHI e HindIII.  

Fonte: Do autor. 

Nota: Três clones (1, 2 e 3) foram selecionados para 

obtenção plasmídeos e posterior digestão. O 

marcador molecular de 100 pb está apresentado em 

MM. 

 

Desta forma, para a confirmação da presença da sequência codificadora da proteína de 

interesse, os plasmídeos recombinantes foram sequenciados e os resultados revelaram que não 

houve modificações na janela de leitura do DNA e nenhuma mutação na sequência de 

nucleotídeo do gene sintético PEPDENV (Figura 16). 
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Figura 16 - Resultado do sequenciamento dos plasmídeos recombinantes.  

Fonte: Do autor. 

Nota: A) Em amarelo, verifica-se o códon de início da tradução, em vermelho as sequências que 

codificam a cauda de 6 histidinas adicionadas pelo plasmídeo pQE e em verde o início e fim do 

gene codificador do PEPDENV. B) Sequência de aminoácidos predita a partir da sequência 

nucleotídica do gene de interesse. 

 

Assim, foi possível selecionar um vetor contendo o inserto de interesse para posterior 

inserção em bactérias E. coli M15 a fim de se expressar a proteína recombinante. A 

transformação bacteriana levou a obtenção de diversas colônias crescidas em placa com os 

antibióticos de seleção. Para a seleção dos clones recombinantes, algumas colônias foram 

coletadas da placa e induzidas à produção da proteína recombinante a partir da adição de 

IPTG ao meio de cultura.  

Após o término do processo de indução da proteína recombinante, os extratos 

proteicos foram obtidos e submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida 12%. Conforme 

esperado, todas as colônias selecionadas apresentaram diferença no perfil eletroforético antes 

e após indução, pois os extratos proteicos obtidos a partir das bactérias induzidas com IPTG 

apresentaram uma banda diferencial de massa esperada (19,11 KDa). 
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Figura 17 – Figura representativa da indução à expressão da proteína 

recombinante PEPDENV para clones 1, 2, 3 e 4.  

Fonte: Do autor. 

Nota: A indução se deu através da adição de 1mM de IPTG à cultura 

bacteriana por 4 horas. Os extratos proteicos obtidos a partir da 

cultura induzida com IPTG apresentam banda diferencial de 

aproximadamente 20 KDa quando se comparadas aos extratos 

proteicos obtidos de culturas não induzidas. 

 

A adição de cauda de histidina pelo pQE à proteína recombinante, permitiu a 

purificação desta em coluna de Quelato de Níquel. A partir da aplicação de um gradiente de 

pH com solução de Uréia 8M (pH 8.0, pH 6.0 e pH 4.0), foi possível recuperar a proteína 

PEPDENV após eluição em solução de Uréia 8M pH 4.0 (Figura 18).  

 

 

Figura 18 - Purificação da proteína recombinante PEPDENV em coluna de Quelato de Níquel.  

Fonte: Do autor. 

Nota: A) As canaletas representam a eluição com solução de Uréia 8M em diferentes pHs (8, 6, 4a 

e 4b, respectivamente). A Eluição em pH 4 foi coletada em duas frações, 4a e 4b. A proteína 

foi recuperada em maior grau de pureza em pH igual a 4. Em MM encontra-se o marcador de 

peso molecular. B) PEPDENV purificado. 
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6.3 ANÁLISE DA RESPOSTA IMUNE INDUZIDA PELA PROTEÍNA RECOMBINANTE 

PEPDENV 

 

 

A imunogenicidade da proteína PEPDENV foi avaliada em modelo de imunização 

utilizando camundongos Swiss. A partir da análise dos resultados de ELISA utilizando o soro 

dos animais imunizados foi possível verificar que a imunização com PEPDENV não induziu a 

produção de IgM. Já para os subtipos de IgG, foi detectada uma significativa produção de 

IgG1 nos animais imunizados com a proteína PEPDENV (Figura 19). O subtipo IgG2a não 

foi detectado em nenhum dos grupos analisados (dado não mostrado).   

Os títulos de IgG1 anti-PEPDENV foram maiores ou iguais a 3200 (≥3200) para os 

animais imunizados. Apesar da imunização com a proteína PEPDENV induzir títulos de 

anticorpos anti-PEPDENV, o teste de neutralização por redução de placa mostrou ausência de 

atividade neutralizante no soro dos animais imunizados (Tabela 5). Somente foi detectada 

uma fraca atividade neutralizante no soro dos animais imunizados com a proteína PEPDENV 

para DENV-1 (título ≤ 20). 

 

 

Figura 19 – Resposta de anticorpos em camundongos imunizados com PEPDENV. 

Fonte: Do autor. 

Nota: A imunogenicidade da proteína PEPDENV foi confirmada através de ensaios de imunização em 

modelo murino. A) Anticorpos IgM específicos para PEPDENV; B) Anticorpos IgG1 

específicos para PEPDENV. *** Indica significância a P < 0,001 (PBS versus DENV-1). a Indica 

significância a P < 0,01 (PBS+FREUND versus PEPDENV). c Indica significância a P < 0,001 

(PBS+FREUND versus PEPDENV). ### Indica significância a P < 0,001 (DENV-1 versus 

PEPDENV). A linha pontilhada representa o valor de corte obtido a partir da análise do soro de 

animais não imunizados. 
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Tabela 5 - Títulos de anticorpos neutralizantes no soro de 

camundongos Swiss imunizados com a proteína 

PEPDENV ou infectados com DENV-1. 

*Títulos de Anticorpos Neutralizantes (PRNT50) 

 DENV-1  DENV-2  DENV-3  DENV-4  

PEPDENV  20  ND  ND ND  

DENV ND ND ND ND 

Fonte: Do autor. 

Nota: *: Títulos determinados de pool de soros obtidos 28 dias após a 

primeira imunização ou infecção. 

ND: Não detectado. 

 

Esta falha na atividade neutralizante, mesmo após a adição de uma sequência 

anteriormente caracterizada como indutora de atividade neutralizante pode ser resultado de 

uma produção significativa de anticorpos para outras regiões da molécula, que não seja a 

região descrita por DENG e colaboradores (2011). Assim, foram realizados testes de ELISA, 

utilizando os três peptídeos sintéticos como substrato. Os resultados mostraram que 50% dos 

soros de animais imunizados com PEPDENV reagiram com PEP01 e PEP02 e 75% dos soros 

reagiram com PEP03. Um outro fator importante, a ser considerado é que o teste de ELISA 

que utilizou o PEP03 como substrato, apresentou um maior valor de densidade ótica para as 

amostras de soro obtidas de animais imunizados com a proteína se comparado aos testes que 

utilizaram o PEP01 e PEP02 como substrato. 

 

 

Figura 20 – Avaliação da reatividade dos soros dos animais imunizados (n=4) com PEPDENV com os 

peptídeos sintéticos (PEP01, PEP02 e PEP03).  

Fonte: Do autor. 

Nota: O ensaio ELISA apresentou reatividade de anticorpos presentes no soro de animais imunizados 

com PEPDENV com todos os peptídeos sintéticos. Cada ponto no gráfico é referente a densidade 

óptica (D.O.) de um animal. A linha pontilhada representa o valor de corte obtido a partir da 

análise do soro de animais não imunizados.  
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7 DISCUSSÃO  

 

 

  A busca de candidatos vacinais para dengue vem sendo dificultada devido à variação 

genética existente entre os quatro sorotipos do DENV, os quais compartilham uma identidade 

variando em torno de 60 a 75% de suas sequências de aminoácidos (GUZMAN e HARRIS, 

2014). Essa divergência existente entre os sorotipos faz com que haja o reconhecimento de 

diferentes epitopos na geração de uma resposta imune, mas por outro lado, pode haver o 

desencadeamento de respostas imunes cruzadas quando se trata de uma segunda infecção com 

um sorotipo heterólogo, favorecendo o desenvolvimento das formas mais graves de 

manifestação da dengue. 

A proteína E vem sendo utilizada em várias abordagens com fins vacinais devido a sua 

importância para a biologia do vírus, a qual desempenha um grande papel no ciclo de 

replicação e por ter uma notável participação na geração de resposta imune ao DENV sendo 

um dos maiores alvos da produção de anticorpos neutralizantes anti-DENV (MAZUMDER et 

al., 2007). 

Desta forma, Mazumder e colaboradores em 2007, com intuito de contribuir para 

obtenção de novas plataformas na busca de candidatos vacinais para dengue, utilizou uma 

abordagem computacional para identificar locais importantes da proteína E. O estudo 

apresentou seis resíduos de aminoácidos (N37, Q211, D215, P217, H244 e K246) que são 

altamente conservadas entre os quatro sorotipos de DENV. Estes resíduos são preditos como 

os epitopos de célula T e estão expostos tanto nos dímeros ou trímeros na proteína E. Os 

resíduos N37 e P217 são expostos tanto no dímero quanto no trímero, Q211e D215 são 

expostos apenas no dímero e H244 e K246 são expostos apenas no trímero.  

Neste estudo, sintetizamos três peptídeos tetravalentes que cobrem todos os locais 

identificados por Mazumder e colaboradores. O peptídeo 1 (PEP01) apresenta a região do 

sítio N37 do domínio I da proteína E, o peptídeo 2 (PEP02) apresenta em sua sequência a 

região que compreende os sítios Q211, D215 e P217, pertencentes ao domínio II e o peptídeo 

3 (PEP03) apresenta na sua sequência a região dos sítios H244 e K246 que também pertencem 

ao domínio II.  

A fim de se verificar o potencial dos peptídeos, foram utilizadas amostras de soro 

humano IgM/IgG positivas para DENV para verificar se anticorpos produzidos em uma 

infecção natural pelo DENV são capazes de reconhecer os peptídeos. Todos os peptídeos 

sintéticos mostraram reatividade contra amostras de soro IgM/IgG positivas para dengue 
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(Figura 10). Estes dados indicam que em uma infecção natural por DENV ocorre a produção 

de anticorpos (IgM e IgG) que são capazes de se ligar aos peptídeos sintéticos, reforçando a 

ideia de que estas sequências de aminoácidos conservadas e identificadas por Mazumder e 

colaboradores são capazes de induzir uma resposta imune in vivo.  

A imunogenicidade destes peptídeos foi confirmada em um modelo murino de 

imunização (Figura 11). A produção de anticorpos em modelo animal após a imunização com 

todos os peptídeos e a densidade óptica observada no ensaio ELISA utilizando soros humanos 

e PEP03 como substrato reforçam a ideia de que PEP03 é mais imunogênico que PEP01 e 

PEP02. Uma explicação provável para a maior imunogenicidade de PEP03 é a facilidade 

deste peptídeo de se ligar ao MHC e também ser apresentado às células T.  

Estudos recentes indicam que a resposta dos anticorpos à infecção pelo DENV 

consiste em uma população menor de anticorpos fortemente neutralizantes e uma grande 

população de anticorpos não neutralizantes cruzados, com potencial de aumentar a infecção 

pelo vírus e consequentemente, a doença (BELTRAMELLO et al., 2010; DE ALWIS et al., 

2011; SCHIEFFELIN et al., 2012). Estas observações estão de acordo com os resultados de 

ELISA e PRNT. Apesar de um nível relativamente elevado de anticorpos anti- peptídeos nos 

camundongos imunizados (mostrada nos resultados de ELISA), o PRNT mostrou uma 

atividade de neutralização fraca (PRNT50 <1/20) apenas contra DENV-1 (Pep01) ou DENV-1 

/ DENV-3 (PEP03).  

A patogênese da infecção por DENV é caracterizada por uma complexa interação viral 

e de fatores do hospedeiro. Os mecanismos pelos quais a infecção pelo DENV leva ao 

aumento da permeabilidade vascular, especialmente nas formas mais graves da doença ainda 

não são totalmente compreendidos (HALSTEAD, 2012). A patogênese da dengue poderia ser 

explicada pela teoria do aumento da infecção mediada por anticorpos (ADE) e também por 

reação cruzada a ativação de células T de memória. Muitos estudos têm mostrado uma 

elevada produção de TNF-α, IL-10, IFN-γ e IL-4, juntamente com várias outras citocinas em 

pacientes com FHD, quando comparada com a forma clássica da doença. Esta elevada 

reatividade à infecção do DENV é atribuída em parte às células T cruzadas que podem 

produzir altas concentrações de citocinas pró-inflamatórias, tais como IFN- γ e TNF-α em 

uma infecção secundária (MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS, 2009; DONG et al., 2007; 

MONGKOLSAPAYA et al., 2006; MANGADA; ROTHMAN, 2005).  

A infecção sequencial com diferentes sorotipos DENV pode alterar a resposta de 

citocinas de células T CD4 e CD8 de reatividade cruzada, o que resulta em maior produção de 

citocinas pró-inflamatórias, tais como IFN- γ e TNF-α. Este evento é uma consequência da 
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presença de epitopos de reação cruzada que preferencialmente reativam as células T de 

memória, resultando em uma resposta imune ineficiente contra o sorotipo heterólogo 

(MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS, 2009; DONG et al., 2007; MONGKOLSAPAYA et 

al., 2006; MANGADA; ROTHMAN, 2005; ROTHMAN, 2011).  

Assim, uma vacina contra a dengue ideal deveria ser capaz de induzir uma baixa 

secreção de citocinas pró-inflamatórias e também uma resposta celular eficaz contra todos os 

sorotipos de DENV em infecções secundárias por sorotipo heterólogo.  

No presente estudo, foi mostrado que as células do baço derivadas de camundongos 

imunizados com os peptídeos tiveram uma menor produção de TNF-α e IFN- γ após infecção 

in vitro com todos os sorotipos de DENV e também uma diminuição da viabilidade celular 

significativa nas células do baço infectadas com DENV derivadas de imunizações com PEP02 

e PEP03. A ausência de uma diminuição da viabilidade celular significativa dos outros grupos 

após infecção in vitro de todos os sorotipos de DENV, especialmente nos camundongos 

infectados com DENV-1 reforça o potencial destes peptídeos para induzir uma resposta de 

células T eficaz contra todos os sorotipos de DENV. Entretanto, métodos mais eficazes devem 

ser realizados para quantificar a atividade de células TCD8 como por exemplo, citometria de 

fluxo e ELISPOT para detecção de perforina/granzima (ZUBER et al., 2005; MALYGUINE 

et al., 2007). 

De acordo com os dados descritos por Prestwood et al., (2012), as células do baço 

poderia ser um modelo adequado para avaliar reatividade cruzada de células T já que na 

cultura de células derivadas de animais infectados ou imunizados têm as células T primárias 

(TCD4 e TCD8) e também as células permissivas (macrófagos) para o DENV na infecção e 

replicação in vitro. Assim, a quantificação de viabilidade celular em esplenócitos infectados 

com DENV também pode indicar atividade citotóxica específica de células TCD8 contra as 

células infectadas pelo DENV.  

Devido à baixa atividade neutralizante induzida pelos peptídeos, mas uma provável 

resposta de células T benéfica, produzimos uma proteína recombinante proveniente da fusão 

dos três peptídeos avaliados (PEP01, PEP02 e PEP03) e uma sequência indutora de anticorpos 

neutralizantes identificada por DENG e colaboradores (2011). Segundo o estudo, a sequência 

possui ampla atividade neutralizante contra vários Flavivirus e desta forma, esta construção 

poderia acrescentar melhores características aos peptídeos e contribuir para a obtenção de um 

melhor desempenho diante uma infecção pelo DENV. 

A expressão da proteína recombinante em sistema procarioto foi satisfatória, 

apresentado bons níveis de rendimento após a purificação da proteína (2,5mg/mL). Os ensaios 
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de imunização mostraram que a proteína PEPDENV tem capacidade de induzir anticorpos 

(IgG1) em modelo animal. Porém, ao avaliarmos a atividade neutralizantes da partícula viral, 

observamos que o soro destes animais não apresentaram anticorpos neutralizantes contra os 

quatro sorotipos do DENV. 

Para avaliarmos a reatividade das amostras de soro dos animais imunizados com 

PEPDENV contra os peptídeos sintéticos, um ensaio de ELISA foi realizado utilizando os 

peptídeos como substrato. Os resultados apresentaram uma interação entre os anticorpos 

presentes no soro dos animais imunizados com PEPDENV com todos os peptídeos. Estes 

resultados sugerem que a resposta imune após imunização com PEPDENV foi, 

provavelmente, mais caracterizada por uma resposta direcionada para as sequências dos 

peptídeos em relação à sequência indutora de anticorpos neutralizantes. Dentre os peptídeos 

usados, foi observado uma maior reatividade dos soros dos animais para o PEP03, 

confirmando desta forma, o potencial imunogênico desta sequência.   

Apesar da ausência de atividade neutralizante dos anticorpos produzidos a partir da 

imunização com os peptídeos e especialmente com a PEPDENV, estudos futuros para a 

avaliação da resposta de células T induzida a partir da imunização principalmente com a 

proteína PEPDENV devem ser realizados para a melhor caracterização desta molécula como 

candidato vacinal para dengue. 
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8 CONCLUSÃO 

 

 

Os peptídeos estudados, especialmente o PEP03, são capazes de induzir uma resposta 

de anticorpos com baixa atividade neutralizante e, provavelmente, uma resposta de células T 

que poderia ser benéfica para induzir uma resposta imune eficaz contra todos sorotipos 

DENV. Estes dados reforçam uma potencial utilização destes peptídeos em uma formulação 

vacinal para dengue. A proteína PEPDENV não apresentou resposta satisfatória para indução 

da produção de anticorpos neutralizantes. No entanto, mais estudos que visam modificar a 

sequência peptídica serão necessários para induzirem a produção de anticorpos neutralizantes 

contra todos os quatro sorotipos de DENV e também para melhorar a imunogenicidade destes 

candidatos vacinais. 
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