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RESUMO 

 

 

As arboviroses tem se tornado um problema de saúde pública, causando grandes 1 

epidemias mundialmente. As semelhanças clínicas, a reatividade cruzada e a co-2 

circulação de arbovírus no Brasil, como o vírus da Dengue (DENV), Chikungunya 3 

(CHIKV), Zika (ZIKV) e Febre amarela (YFV) dificultam o diagnóstico dessas 4 

infecções, sendo necessário o desenvolvimento de novas ferramentas de diagnóstico. 5 

Pesquisas anteriores mostraram que proteínas do envelope desses arbovírus são 6 

imunodominantes e associadas à geração de anticorpos, sendo, portanto, 7 

estrategicamente importantes para o diagnóstico sorológico dessas infecções. Este 8 

estudo teve como objetivo expressar, em sistema procariótico, proteínas do ZIKV e 9 

CHIKV com potencial antigênico. As sequências nucleotídicas codificadoras de ZIKV-10 

E, CHIKV-E1 e CHIKV-E2 foram analisadas in silico, sintetizadas comercialmente, 11 

clonadas em pET-21 e expressas em Escherichia coli linhagem BL21(DE3). As 12 

proteínas recombinantes foram purificadas por cromatografia de afinidade e avaliadas 13 

quanto ao seu potencial antigênico em Western-blot, utilizando soros de camundongo 14 

infectados, e ELISA, a partir do soro de pacientes humanos. Os ensaios de Western-15 

blot confirmaram a reatividade das proteínas produzidas, sendo as mesmas 16 

reconhecidas tanto pelo anticorpo anti-his quanto por soros de camundongos 17 

infectados. Os resultados de ELISA demonstraram que, dentre as proteínas 18 

produzidas, CHIKV-E1 apresentou grande potencial para o diagnóstico sorológico da 19 

infecção, ao passo que as demais necessitam de mais aperfeiçoamento. Dado que as 20 

proteínas foram geradas com sucesso e as análises iniciais de CHIKV-E1 são 21 

promissoras, novos estudos deverão ser realizados, visando um melhor emprego 22 

dessas proteínas para um diagnóstico específico de infecções por CHIKV e ZIKV. 23 

 

Palavras-chave: arboviroses, Zika virus, Chikungunya virus, diagnóstico, proteínas 

recombinantes.  



 
 

 

ABSTRACT 

 

Arboviruses have become a public health problem causing large  1 

epidemics worldwide. The clinical similarities, cross-reactivity and cocirculation of the 2 

arboviruses in Brazil such as Dengue virus (DENV), Chikungunya virus (CHIKV), Zika 3 

virus (ZIKV), and Yellow fever virus (YFV) have complicated the diagnosis of these 4 

infections, highlighting the need of new diagnostic tools. In previous studies, envelope 5 

proteins of these viruses have been shown to be immunodominant and associated with 6 

the generation of antibodies, and are, therefore, strategically important in serological 7 

diagnosis. This study aimed to express ZIKV and CHIKV proteins with antigenic 8 

potential in prokaryotic system. The nucleotide coding sequences of the ZIKV-E, 9 

CHIKV-E1 e CHIKV-E2 were analyzed in silico, commercially synthesized, cloned in 10 

pET-21 and expressed in Escherichia coli BL21 (DE3). Recombinant proteins were 11 

purified by affinity chromatography and evaluated for their antigenic potential in mice 12 

and human sera. Western blot assays confirmed the reactivity of the recombinant 13 

proteins, which were recognized by the anti-his and antibodies in the infected mice 14 

sera. Among the proteins produced, CHIKV-E1 showed a great potential for serological 15 

diagnosis considering the ELISA results, while the others require additional 16 

improvement. Since proteins have been successfully generated and the initial CHIKV-17 

E1 analyzes are promising, further studies should be carried out, looking for a better 18 

use of these proteins in specific diagnosis of CHIKV and ZIKV infections. 19 

  

Keywords: arboviruses, Zika virus, Chikungunya virus, diagnosis, recombinant 

proteins. 
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1. REVISÃO DE LITERATURA 

 

1.1.  Arbovírus 

Arbovírus (uma contração de arthropod-borne virus) é o termo que define 1 

ecologicamente os vírus que são transmitidos entre hospedeiros vertebrados e 2 

artrópodes hematófagos (WHO, 1967). O modo mais comum de transmissão acontece 3 

de forma horizontal, pela inoculação de saliva infectada durante a picada do mosquito 4 

vetor (Musso & Gubler, 2016). 5 

Os arbovírus que causam doenças em humanos e outros animais de sangue 6 

quente são membros de cinco famílias virais: Bunyaviridae, Togaviridae, Flaviviridae, 7 

Reoviridae e Rhabdoviridae. A maioria causa zoonoses que normalmente são 8 

dependentes de espécies animais não-humanas para a propagação de seus agentes 9 

etiológicos. Muitas espécies animais são reservatórios de arbovírus (Novella et al., 10 

2011); sendo que, os humanos, salvo algumas exceções (Dengue virus – DENV ou 11 

Chikungunya virus - CHIKV), são hospedeiros finais ou acidentais (Kenney & Brault, 12 

2014). Entretanto, alguns arbovírus se adaptaram completamente aos seres humanos 13 

e podem se manter em um ciclo de replicação mosquito-homem-mosquito que 14 

independe de reservatórios não-humanos (Gubler, 2002).  15 

Na última metade do século, houve uma ressurgência no número de arbovírus, 16 

como o vírus do Nilo Ocidental (WNV, West Nile virus), DENV e CHIKV. A capacidade 17 

dos arbovírus de se adaptarem a novos vetores pode ter influenciado em sua 18 

expansão geográfica (Gubler, 2002). Como exemplo DENV e CHIKV, que eram 19 

geralmente transmitidos por mosquitos silvestres, se adaptaram aos mosquitos da 20 

espécie Aedes aegypti que são encontrados nas grandes cidades. Outros fatores que 21 

podem estar associados a expansão de arboviroses incluem a falta de eficácia no 22 

controle dos vetores (Gubler, 2011); mudanças genéticas - como já verificadas para o 23 

ZIKV (Pettersson et al., 2016; Wang et al., 2016;  Zhu, et al., 2016), CHIKV (Tsetsarkin 24 

et al., 2014), DENV (Bennett et al., 2010) e WNV (Malkinson et al., 2002)-; uso 25 

descontrolado de inseticidas (Gubler, 1988); mudanças climáticas; perturbações dos 26 
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sistemas naturais - geralmente associados ao crescimento global das populações 1 

humanas com extensiva urbanização - (Gould & Higgs, 2009); entre outros.  2 

Dentre os arbovírus circulantes no Brasil, dois são temas deste trabalho. 3 

Amostras de CHIKV pertencentes a linhagens de origem asiática e Leste-Centro-Sul 4 

africana (ECSA) (Teixeira et al., 2015; Nunes et al., 2015) circulam no país desde 5 

setembro de 2014. E, mais recentemente, em maio de 2015, foi detectado o ZIKV, 6 

embora se tenha indícios de que ele foi introduzido no país em 2013 (Faria et al., 7 

2016). 8 

Casos de febre pelos vírus Chikungunya e Zika são de notificação compulsória 9 

e estão presentes na Lista Nacional de Notificação Compulsória de Doenças, Agravos 10 

e Eventos de Saúde Pública. No Brasil, o Ministério da Saúde registrou quase 700 mil 11 

casos prováveis de infecções por ZIKV e CHIKV entre os anos de 2016 e 2017, 12 

entretanto, cerca de metade não foi confirmada (Secretaria de Vigilância em Saúde, 13 

2016). Dentre as principais causas da diferença entre casos prováveis e confirmados 14 

reside o fato de que o diagnóstico diferencial é muitas vezes inacessível. Além disso 15 

tais viroses são indistinguíveis entre si do ponto de vista clínico e apresentam sintomas 16 

muito semelhantes aos da Febre do Dengue, doença já estabelecida previamente no 17 

Brasil.  18 

Não existe tratamento específico nem vacinas disponíveis para infecções por 19 

ZIKV e CHIKV. Recomenda-se, em casos sintomáticos, o uso de acetaminofeno 20 

(paracetamol) ou dipirona para o controle da febre e manejo da dor. O uso de ácido 21 

acetil salicílico (AAS) é contra-indicado devido ao risco de hemorragia. 22 

As febres Chikungunya e Zika são causadas por vírus de famílias diferentes, 23 

mas que possuem algumas espécies de vetores em comum. Os tópicos a seguir 24 

revisarão mais especificamente sobre os vírus que foram alvo deste projeto.  25 

 

1.1.1. Zika virus (ZIKV) – família Flaviviridae  

O ZIKV pertence à família Flaviviridae, que compreende patógenos virais 26 

responsáveis por causar doenças e óbitos em seres humanos e animais. Esta família 27 
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consiste de três gêneros: Flavivirus, Pestivirus e Hepacivirus. O gênero Flavivirus, ao 1 

qual pertence o ZIKV, contêm mais de 70 vírus, incluindo Dengue virus, Japanese 2 

encephalitis virus (JEV), Tick-borne encephalitis virus (TBEV), West Nile virus (WNV) 3 

e Yellow fever virus (YFV). Dentro do gênero, estes vírus podem ainda ser 4 

subdivididos em complexos antigênicos de acordo com critérios sorológicos, ou em 5 

grupos, clados ou espécies com base na filogenética molecular (Kuno et al.,1998). 6 

 

1.1.1.1. Epidemiologia do ZIKV 

O ZIKV foi isolado pela primeira vez em 1947 na floresta de Zika, no Uganda, 7 

a partir de uma amostra de soro de um macaco Rhesus durante um estudo de 8 

vigilância da febre-amarela.  Subsequentemente, em 1948, o ZIKV foi isolado de 9 

mosquitos (Dick et al., 1952) e quatro anos mais tarde, também na região da Tanzânia, 10 

foi identificado em humanos (MacNamara, 1954). A partir de então, evidências da 11 

doença causada pelo ZIKV em humanos foram reportadas em outros países africanos, 12 

como Egito, República Centro-Africana, Serra Leoa e Gabão e em partes da Ásia 13 

incluindo Índia, Malásia, Filipinas, Tailândia, Vietnam e Indonésia (Hayes, 2009).  14 

O primeiro surto sistemático relatado de febre Zika ocorreu em 2007, na ilha 15 

Yap, nos Estados Federados da Micronésia (Duffy et al., 2009), seguido por uma 16 

epidemia maior na Polinésia Francesa, em 2013, com uma estimativa de 30.000 17 

infecções sintomáticas (Musso et al., 2014). Um estudo epidemiológico de Posen e 18 

colaboradores (2016) declarou que, provavelmente, o ZIKV foi endêmico por décadas 19 

em partes da África subsaariana e da Ásia, chegando a mais de 50% de 20 

soroprevalência em países desses continentes.  21 

A distribuição mundial do ZIKV tem se expandido com o tempo, registrando 22 

surtos na África, Américas, Ásia e Oceania (Figura 1). De acordo com Musso e 23 

colaboradores (2016) o ZIKV seguiu claramente o mesmo caminho de DENV e 24 

CHIKV, espalhando-se para países infestados pelos vetores Aedes aegypti e Aedes 25 

albopictus. 26 
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Figura 1 - Distribuição Mundial do ZIKV considerando regiões de risco. Adaptado de CDC (2018). 

  

Algumas hipóteses têm sido propostas para explicar os grandes surtos de ZIKV 1 

na América Latina. Primeiramente, as condições climáticas decorrentes do evento El 2 

Niño, em 2015, no nordeste da América do Sul (Paz & Semenza, 2016), aliadas a 3 

abrangente distribuição de seus vetores (Marcondes et al., 2015) podem ter 4 

contribuído para a rápida dispersão do ZIKV. Cidades densamente povoadas e 5 

populações que até então não tinham contato com o vírus, também são grandes alvos 6 

da infecção. Além disso, fatores virológicos também podem estar associados à rápida 7 

expansão da epidemia de ZIKV, como o evento de recombinação putativo na região 8 

de NS2B entre ZIKV e o vírus de Spondweni (SPOV) (Zhu et al., 2016). Entretanto, 9 
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ainda se sabe pouco porque infecções esporádicas de ZIKV foram identificadas antes 1 

de 2013 e surtos de larga escala têm ocorrido desde 2014 (revisto por Shi et al., 2016). 2 

O Brasil foi o primeiro país das Américas a relatar um surto de ZIKV, em maio 3 

de 2015. Inicialmente, acreditava-se que o vírus tivesse sido introduzido durante a 4 

Copa do Mundo de 2014 (junho a julho) (Zanluca et al., 2015) ou durante um festival 5 

de canoagem realizado no Rio de Janeiro em agosto do mesmo ano (Musso et al., 6 

2016). Entretanto, Faria e colaboradores (2016) mostraram que o ZIKV provavelmente 7 

circulou no país por mais de um ano antes de ser detectado. Verificou-se que o surto 8 

brasileiro provavelmente teve origem a partir de uma única introdução do vírus nas 9 

Américas, em meados de 2013, durante a Copa das Confederações. A data estimada 10 

de origem coincide com um aumento de viajantes de áreas endêmicas para o Brasil 11 

bem como com surtos relatados nas ilhas do Pacífico. Além disso, esse estudo 12 

constatou que as amostras coletadas nas Américas estão intimamente relacionadas 13 

entre si e compartilham um ancestral com a linhagem que circulou na Polinésia 14 

Francesa em novembro de 2013.  15 

Dados da OMS revelaram que até agosto de 2017, 48 países e territórios nas 16 

Américas relataram a transmissão autóctone do ZIKV (PAHO/WHO, 2017).  17 

 

1.1.1.1. Genoma  

Os flavivírus são vírus de genoma composto por RNA de fita simples e 18 

orientação positiva, envelopados por uma bicamada lipídica derivada do hospedeiro e 19 

rodeados por 180 cópias de duas glicoproteínas (Mukhopadhyay et al., 2005). O 20 

genoma possui uma fase aberta de leitura (ORF) que codifica uma única poliproteína. 21 

A porção 5’ inicial do genoma codifica três proteínas estruturais – nucleocapsídeo (c), 22 

membrana (M, expressa como prM, precursora de M) e envelope (E). Sete proteínas 23 

não estruturais (NS) são codificadas pela porção remanescente (NS1, NS2A, NS2B, 24 

NS3, NS4A, NS4B e NS5) participando na replicação viral, montagem do vírus e 25 

modulação da resposta imunológica do hospedeiro. O ZIKV possui um genoma de 26 

aproximadamente 11 kb, com um cap na extremidade 5’ e não possui cauda poli-A 27 

(Lindenbach et al., 2007) (Figura 2). 28 
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Figura 2 - Organização genômica dos flavivirus e função das proteínas virais. A única fase aberta 
de leitura codifica uma poliproteína precursora que é co- e pós-traducionalmente clivada em três 
proteínas estruturais (verde) e sete proteínas não-estruturais (vermelho). Na figura são indicadas 
estruturas secundárias e terciárias do RNA entre as regiões 5′UTR e 3′UTR, não traduzidas. aa, 
aminoácidos; C, proteína do capsídeo; CS, Sequência de Cristalização; E, envelope; M, membrana; 
RdRp, RNA-dependente de RNA-polimerase; VR, região variável. Adaptado de Fernandez-Garcia et 
al., 2009. 

 

1.1.1.2. Estrutura   

Em relação à estrutura, os flavivírus são envelopados, possuem morfologia 1 

esférica e aproximadamente 50 nm de diâmetro (Figura 3). Suas proteínas de 2 

superfície (M e E) são arranjadas de maneira que conferem uma simetria icosaédrica 3 

à partícula viral, consistindo de 60 unidades de repetição (Kostyuchenko et al., 2016). 4 
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Figura 3 - Esquema estrutural de um flavivírus. Os flavivírus são envelopados, possuem morfologia 
esférica e aproximadamente 50 nm de diâmetro As proteínas de superfície  (M e E) são dispostas em 
simetria icosaédrica. Fonte: Viralzone (2016). 

Estudos de crio-microscopia eletrônica (crio-ME) revelaram que a arquitetura 1 

global do ZIKV é semelhante à de outros flavivírus. A partícula viral mostrou-se 2 

estruturalmente estável, mesmo quando incubadas a 40 °C, contrastando com a 3 

proteína E do Dengue virus sorotipo 3 (DENV3) menos termicamente estável. Este 4 

fato também pode ter contribuído para a maior infectividade do ZIKV comparado com 5 

DENV sorotipos 2 e 4 (DENV2 e DENV4) em diferentes temperaturas (Kostyuchenko 6 

et al., 2016). A crio-ME revelou também que o ZIKV possui uma superfície mais 7 

compacta que o DENV e sugere que esta estabilidade pode ajudá-lo a sobreviver em 8 

condições mais extremas (uma vez que foi verificada a presença do ZIKV em amostras 9 

de sêmen, saliva e urina) (revisto por Sirohi & Kuhn, 2017). 10 

Sirohi e colaboradores (2016) constataram, também por crio-ME, diferenças 11 

estruturais na região ao redor do sítio de glicosilação Asn154 (aproximadamente 10 12 

aminoácidos) em cada uma das 180 glicoproteínas do envelope viral do ZIKV, uma 13 

região que aparenta ser importante para sua fixação nos receptores das células 14 

hospedeiras, além de ser capaz de influenciar no tropismo celular e na evolução da 15 

doença. Esta região varia não só entre isolados de ZIKV, mas também em outros 16 

membros da mesma família e sugere que mudanças neste local pode influenciar na 17 

transmissão do vírus. 18 
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1.1.1.2.1. Proteína E  

A proteína E do ZIKV é a principal proteína envolvida na interação da partícula 1 

viral com os receptores celulares e na fusão das membranas (Kostyuchenko et al., 2 

2016).  Ela está disposta como dímeros, arranjados de três em três, paralelos uns aos 3 

outros formando uma estrutura em forma de balsa. Um total de 30 dessas estruturas 4 

cobrem a superfície viral (Figura 4).  5 

 

 

Figura 4 - Arranjo proteína E na superfície do ZIKV. As três proteínas E individuais (A, B e C) em 
uma unidade assimétrica (triângulo preto) são indicados por superfícies transparentes. Adaptado de 
Kostyuchenko e colaboradores (2016). 

 

A porção externa da proteína E contém três domínios: DI, responsável pelas 6 

alterações conformacionais necessárias para a entrada viral e que atua como uma 7 

ponte entre DII e DIII; DII, que contém um laço de fusão (fusion loop) que interage 8 

com a membrana endossomal; e DIII, que aparentemente, está envolvido na ligação 9 

a receptores celulares. Acredita-se que dobra DI-DII é importante para o giro de DII 10 

expor o loop durante a fusão. A extremidade carboxi-terminal do ectodomínio de E é 11 

a região da haste α-helicoidal que se encontra na membrana viral (Kostyuchenko et 12 

al., 2016) (Figura 5).  13 
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Figura 5 - Dímero da proteína E do ZIKV em forma de fita. As cores são de acordo com os domínios: 
domínio I (vermelho), domínio II (amarelo) e de domínio III (azul).  Os laços de fusão, glicanos Asn154 
e os laços variáveis são destacados. Domínios E e M transmembranares são mostrados em rosa e azul 
claro, respectivamente. Adaptado de Sirohi e colaboradores (2016).   

 1 

Comparações estruturais e genômicas do ZIKV com outros flavivírus mostram 2 

que algumas partes da proteína E assemelham-se aos vírus neurovirulentos, como 3 

WNV e JEV, enquanto outras porções são semelhantes ao DENV. Uma diferença 4 

estrutural entre o ZIKV e outros flavivírus é um loop de aminoácidos expostos à 5 

superfície da partícula (Figura 5). Esta sequência da proteína E, que é ligada a um 6 

glicano, pode estar envolvida na regulação do tropismo celular e citopatogênese do 7 

ZIKV (Sirohi et al., 2016). O neurotropismo do WNV tem sido associado à glicosilação 8 

numa posição semelhante, enquanto no caso do DENV, ocorre uma interação entre 9 

os açúcares presentes no capsídeo viral e os receptores (Beasley et al., 2005). No 10 

entanto, Goo e colaboradores (2018) demonstraram que os resíduos que envolvem a 11 

proteína E regulam a antigenicidade do ZIKV independentemente da presença de 12 

glicosilação.  13 

A contribuição da proteína E para a patologia dos flavivírus ainda não é 14 

totalmente compreendida (Kostyuchenko et al., 2016). O que se sabe até então, é que 15 

ela é uma proteína imunodominante e está associada a geração de anticorpos 16 
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imunoprotetores, e também é importante para o diagnóstico sorológico da infecção 1 

(Dai et al., 2016), fatos que a levaram a ser alvo deste projeto. 2 

 

1.1.1.3. Ciclo de multiplicação do ZIKV  

De maneira geral, foi demonstrado que o ciclo de multiplicação dos flavivirus 3 

ocorre no citoplasma da célula hospedeira. Os vírus penetram na célula-alvo por 4 

endocitose mediada por clatrinas, ocorrendo então a fusão da membrana viral com a 5 

membrana da célula hospedeira formando endossomos. O ambiente ácido do 6 

endossomo leva a mudanças conformacionais na glicoproteína E, induzindo a fusão 7 

dessas membranas (Figura 6) (Bressanelli et al., 2004). Assim que o RNA é liberado 8 

ele é traduzido em uma poliproteína que será posteriormente processado dando 9 

origem às proteínas estruturais e não estruturais. A RNA-polimerase dependente de 10 

RNA (RdRp), NS5, copia a fita complementar de RNA (senso negativo) a partir do 11 

RNA genômico, que irá servir de molde para a síntese de novas fitas positivas de RNA 12 

genômico. (Brinton, 2002). Vírions imaturos são montados dentro do retículo 13 

endoplasmático (RE), onde o RNA viral é complexado com a proteína C e empacotado 14 

dentro de uma bicamada lipídica derivada do RE contendo heterodímeros para as 15 

proteínas prM e E. A proteína prM previne uma fusão prematura do vírus durante seu 16 

transporte para fora da célula e há autores que apontam que ela pode atuar como 17 

chaperona, auxiliando na montagem da proteína E (Lorenz et al., 2003). Após ser 18 

transportado pela da via secretória, ocorre a maturação do vírion na porção trans do 19 

Golgi (TGN) a partir da clivagem de prM, dando origem à proteína M (Fernandez-20 

Garcia et al., 2009). Partículas maduras e infeciosas são então lançadas por exocitose 21 

no meio extracelular.  22 
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Figura 6 - Ciclo replicativo de um flavivírus. Os vírus fixam-se à superfície da célula hospedeira e, 
subsequentemente, entram na célula por endocitose mediada por clatrinas. A acidificação da vesícula 
endossomal provoca alterações conformacionais no vírus, fusão das membranas virais e celulares, e 
desmontagem da partícula. Uma vez que o genoma é libertado para o citoplasma, o RNA genômico, 
de sentido positivo, é traduzido em uma única poliproteína que é processada co- e pós-
traducionalmente por proteases virais e do hospedeiro. A replicação do genoma ocorre em membranas 
intracelulares e a montagem do vírion ocorre na superfície do retículo endoplasmático (RE) quando as 
proteínas estruturais e o RNA recém-sintetizado brotam para dentro do lúmen do RE. As partículas 
virais resultantes não-infecciosas são transportadas através da rede trans-Golgi (TGN). As partículas 
virais imaturas são clivadas resultando em partículas infecciosas maduras. Os vírions maduros são 
posteriormente liberados por exocitose. Adaptado de Fernandez-Garcia e colaboradores (2009). 

 

1.1.1.4. Febre Zika  

1.1.1.4.1. Mecanismos de transmissão do ZIKV 

O ZIKV é transmitido primariamente pela picada de fêmeas do mosquito vetor. 1 

Os vetores mais importantes, de acordo com a literatura, até o presente momento, 2 

são mosquitos do gênero Aedes, família Culicidae. O primeiro isolamento do ZIKV foi 3 

na espécie Aedes africanus, em 1948. Desde então, o vírus foi isolado de sete outras 4 

espécies de Aedes e ainda em mosquitos de outros gêneros, como Mansonia, 5 

Eretmapodites, Anopholes e Culex. Embora o ZIKV tenha sido isolado de várias 6 

espécies de mosquitos, as pesquisas publicadas que avaliam a competência vetorial 7 
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utilizam basicamente duas espécies: Aedes aegypti e Aedes albopictus. Tais espécies 1 

são ativas durante o dia e estão amplamente distribuídos nas regiões tropicais e 2 

subtropicais do mundo, sendo o A. albopictus propenso a regiões mais temperadas 3 

(revisto por Song et al., 2017). 4 

Além do ciclo clássico do ZIKV, que envolve vetores, existem outras formas de 5 

transmissão. A propagação direta entre seres humanos foi documentada por vias 6 

perinatal, sexual e através da amamentação ou transfusão de sangue. Foi constatado 7 

que o ZIKV pode passar de uma mãe infectada para o feto durante a gravidez, 8 

evidenciado não apenas pela detecção de RNA viral no líquido amniótico (Calvet et 9 

al., 2016) e no soro de gestantes, mas também por sondagem de RNA viral, proteínas 10 

ou partículas no cérebro, placenta ou soro de recém-nascidos com microcefalia 11 

(revisto por Song et al., 2017).  12 

No Brasil, o RNA viral do ZIKV foi detectado em um paciente que recebeu 13 

sangue de um doador assintomático, que apresentou sintomas alguns dias depois 14 

(Vasconcelos, 2015; revisto por Silva & Souza, 2016). Saliva e urina também foram 15 

apontados como veículos para transmissão do ZIKV, uma vez que partículas viáveis 16 

foram isoladas a partir de dois pacientes em fase aguda no Brasil (Bonaldo et al., 17 

2016). Outros flavivírus já foram detectados em amostras de urina de indivíduos 18 

infectados, mas culturas in vitro falharam em mostrar qualquer evidência de replicação 19 

competente do vírus (Barzon, et al., 2013; Domingo et al., 2011). 20 

O ZIKV também pode ser transmitido sexualmente de uma pessoa infectada 21 

para seu parceiro. A transmissão de indivíduos do sexo masculino para o feminino é 22 

a mais comum (D'Ortenzio et al., 2016), mas também houve relatos de transmissão 23 

sexual de mulheres para homens (Davidson et al., 2016) e de homens para homens 24 

(Deckard et al., 2016). Oliveira e colaboradores (2016) relataram um caso em que o 25 

ZIKV pode ter sido sexualmente transmitido de um homem para sua parceira, e esta, 26 

em período gestacional, transmitiu para o seu bebê, que apresentou viremia por 67 27 

dias após o nascimento. Em um estudo de revisão de Moreira e colaboradores (2017) 28 

foi relatado que os sintomas da febre Zika iniciam-se, em média, 13 dias após a 29 

transmissão sexual. O RNA viral e o vírus infeccioso foram detectados no sêmen, por 30 

até 188 e 69 dias, respectivamente, após o surgimento dos sintomas. 31 
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 A transmissão vertical do ZIKV também pode ocorrer no útero ou perinatal 1 

(Bernard et al., 2014; revisto por Atif et al., 2016). Embora a transmissão de outros 2 

flavivírus pela amamentação já tenha sido descrita anteriormente (Barthel et al.,2013; 3 

Hinckley et al., 2007), a passagem do ZIKV através da amamentação ainda não é 4 

amplamente aceita. As recomendações da OMS para amamentação até os primeiros 5 

6 meses de vida permanecem válidas mesmo no contexto atual da transmissão do 6 

ZIKV.  7 

Colt e colaboradores (2017) publicaram um estudo no qual o RNA do ZIKV e 8 

algumas partículas virais foram detectadas no leite materno de três mães infectadas, 9 

sugerindo um potencial risco de transmissão. Entretanto, os próprios autores declaram 10 

que mais evidências são necessárias para distinguir a transmissão através da 11 

amamentação, de outras rotas de transmissão perinatal. Um estudo publicado no final 12 

de 2017 relatou um caso de uma mãe que, durante o período de amamentação, 13 

apresentou sintomas de infecção por ZIKV. Amostras dela e do recém-nascido, até 14 

então assintomático, foram coletadas e confirmou-se a presença do ZIKV em ambos 15 

os casos. Como os pacientes não tiveram histórico de viagens recentes e vivem em 16 

um local de baixo risco de transmissão do mosquito, os autores acreditam que os 17 

resultados deste estudo evidenciam a ocorrência de transmissão durante a 18 

amamentação (Blohm et al., 2018). 19 

 A transmissão direta, embora improvável, pode ocorrer através da pele ou de 20 

mucosas, como exemplificado pelo caso de um paciente que apresentou, em seu 21 

soro, uma carga viral estimada de 2x 108 cópias do genoma viral por mL 22 

(Swaminathan et al., 2016).  23 

Como declarado por Song e colaboradores (2017), embora transmissões não 24 

vetoriais sejam consideradas incomuns nos casos de ZIKV, mais estudos são 25 

necessários para identificar os fatores de risco envolvidos nestas rotas.  26 

 

1.1.1.4.2.  Manifestações clínicas em infecções por ZIKV 

Aproximadamente 80% das infecções causadas pelo ZIKV são 27 

assintomáticas.  Quando presentes, os sintomas mais comuns são manchas na pele 28 

(ou rash) maculopapulares pruriginosas ou não (90%), febre baixa (65 %), artralgias - 29 
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dores nas articulações - (65%), conjuntivite não purulenta (55%), mialgias - dores 1 

musculares- (48%), cefaleia e dor retro-orbital (39%) (Vorou, 2016 e Chang et al., 2 

2016). Existem ainda sintomas adicionais e raramente observados como náuseas, 3 

diarreia, ulceração da mucosa, dor abdominal, prurido e trombocitopenia (Zammarchi 4 

et al., 2015, revisto por Plourde & Bloch, 2016).  5 

Brasil e colaboradores (2016.a) relataram um estudo que acompanhou 6 

pacientes com infecção aguda por ZIKV em unidades de saúde no Rio de Janeiro. Os 7 

sintomas mais comumente relatados nos primeiros quatro dias da doença foram 8 

erupções cutâneas, prurido, prostração, dor de cabeça e artralgia (com ou sem edema 9 

associado). Embora a febre não tenha sido observada na apresentação na maioria 10 

dos pacientes, 36% relataram história de febre não duradoura ou a ocorrência de um 11 

pico de febre única no primeiro dia da infecção. 12 

Com exceção de fetos e recém-nascidos, manifestações severas e letalidade 13 

em decorrência do ZIKV são geralmente baixas.  Os sintomas da febre Zika passam 14 

geralmente de 2 a 7 dias (Shankar et al., 2017). As principais complicações 15 

associadas à infecção pelo ZIKV serão abordadas a seguir. 16 

 

1.1.1.4.3. Complicações em decorrências de infecção por ZIKV 

A capacidade de vários membros da família Flaviviridae de causar sérios 17 

danos neurológicos devido às habilidades de neuroinvasão e neurovirulência já foram 18 

registrados (Sips et al., 2012).  19 

Brasil e colaboradores (2016.b) acompanharam o período gestacional de 20 

mulheres infectadas pelo ZIKV. Apesar dos sintomas clínicos leves nas mães, ficou 21 

constatado que a infecção por ZIKV durante a gravidez é prejudicial para o feto e está 22 

associada à morte fetal, à restrição do seu crescimento e a anormalidades do sistema 23 

nervoso central. Em se tratando de recém-nascidos cujas mães foram infectadas pelo 24 

ZIKV, o conjunto de sintomas decorretes é denominado Síndrome Congênita do Vírus 25 

Zika (SCVZ) (Melo et al., 2016.a).  26 

De acordo com Calvet e colaboradores (2016.), a microcefalia é a 27 

característica clínica mais reportada em suspeitas da SCVZ, e está entre os mais 28 
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graves e irreversíveis danos neurológicos causados por infecção pelo ZIKV. Segundo 1 

Silva e Souza (2016), a microcefalia é caracterizada por uma redução do perímetro 2 

cefálico, sendo que esta condição ocorre devido a um desenvolvimento inadequado 3 

e/ou destruição das células neurais.  Em contrapartida, embora a microcefalia tenha 4 

sido amplamente evidenciada em relação à infecção por ZIKV, no estudo de Brasil e 5 

colaboradores (2016.b) envolvendo 117 recém-nascidos expostos ao ZIKV, foi 6 

ressaltado que outras ocorrências como calcificações cerebrais e restrição do 7 

crescimento fetal foram mais frequentemente detectadas.  8 

Em um estudo que acompanhou 11 crianças com SCVZ, foram identificadas 9 

deficiências neurológicas em todos os pacientes, incluindo microcefalia, redução do 10 

volume cerebral, ventriculomegalia, hipoplasia cerebelar, lisencefalia, hidrocefalia e 11 

sequência deformativa associada a acinésia fetal. Dessa forma, Melo e colaboradores 12 

(2016) concluíram que a microcefalia é apenas um dos sinais clínicos da SCVZ. E, tal 13 

como acontece com outras infecções intra-uterinas, é possível que os casos 14 

notificados de microcefalia representem apenas as crianças mais gravemente 15 

afetadas e, que os recém-nascidos com consequências menos aparente - que podem 16 

afetar não apenas o perímetro cerebral, mas também outros órgãos -, ainda não foram 17 

diagnosticados. 18 

Embora infecções por ZIKV tenham sido confirmadas em numerosos casos 19 

de microcefalia (Mlakar et al.,2016; Martines, 2016; Calvet et al., 2016) não se sabe 20 

ao certo quantos desses casos foram causados diretamente pelo vírus. Isso porque  21 

foram relatadas poucas investigações detalhadas para a exclusão de outros 22 

patógenos associados a más-formações congênitas, tais como infecções congênitas 23 

por citomegalovírus, rubéola e Vírus Varicela-Zoster.  24 

A patogênese da microcefalia devido a infecção por ZIKV foi bastante 25 

estudada nos últimos dois anos. Cugola e colaboradores (2016) mostraram o potencial 26 

patogênico de um isolado brasileiro do ZIKV, pertencente ao genótipo Asiático, 27 

durante o desenvolvimento do feto em modelos animais. Esta pesquisa concluiu que 28 

o ZIKV infecta primeiramente a placenta e, em seguida, o cérebro do feto, onde ele 29 

atinge preferencialmente células progenitoras neurais, diminuindo sua viabilidade e 30 

crescimento. Isto resulta na inibição da proliferação celular e da diferenciação, na 31 
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apoptose neuronal, no afinamento do córtex e em características macroscópicas 1 

semelhante à microcefalia. Além deste estudo outros pesquisadores também 2 

abordaram a relação de causalidade entre a infecção pelo ZIKV e a microcefalia 3 

(Garcez et al., 2016; Nguyen, et al., 2016; Miner et al.,2016).  4 

Richard e colaboradores (2018) publicaram que o ZIKV pode infectar 5 

eficientemente células-chave da barreira placentária que entram em contato 6 

diretamente com a corrente sanguínea fetal, o que os vírus relacionados como DENV 7 

ou WNV não são capazes de fazer. Foi demonstrado que o receptor tirosina quinase 8 

AXL é o principal cofator de entrada do ZIKV em células endoteliais da veia umbilical 9 

humana e que o ZIKV usa o AXL com uma eficiência muito maior do que DENV ou 10 

WNV. 11 

Gladwyn-ng e colaboradores (2017) contribuíram para elucidar os 12 

mecanismos do ZIKV associados à microcefalia. Eles demonstraram que o ZIKV 13 

desencadeia o estresse do retículo endoplasmático e respostas a proteínas mal-14 

dobradas no córtex cerebral de fetos humanos infectados. Além disso, após 15 

inoculação de ZIKV em embriões de camundongos, verificou-se que o ZIKV 16 

desencadeia o estresse do retículo endoplasmático em cérebros de embriões in vivo 17 

e leva a apoptose de neurônios.  18 

Em adultos, a infecção por ZIKV tem sido relacionada à síndrome de Guillain 19 

- Barré (GBS) (Cao-Lormeau et al., 2016; Dirlikov et al., 2016; do Rosario et al., 2016; 20 

Dos Santos et al., 2016), embora uma associação linear ainda não tenha sido 21 

observada (Atif et al., 2016). A GBS é uma polirradiculoneuropatia que pode ser 22 

causada por infecções, muitas das quais envolvem flavivírus (Leis & Stokic, 2012) e 23 

outros arbovírus tais como CHIKV (Lebrun et al., 2009). A GBS é caracterizada por 24 

parestesia na extremidade de membros superiores e inferiores, fraqueza muscular 25 

ascendente e paralisia, que pode evoluir para distúrbios respiratórios e de deglutição 26 

e eventualmente, morte (Oehler et al., 2014).  27 

Em julho de 2015, quatro meses após a confirmação da circulação do ZIKV 28 

no Brasil, o diagnóstico de GBS foi confirmado em 55% dos pacientes que procuraram 29 

hospitais e postos de saúde no estado da Bahia, sendo que 62% destes pacientes 30 

relataram ter apresentado sintomas de infecção pelo ZIKV. Entretanto, muitos casos 31 
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com suspeita de infecção pelo ZIKV não foram confirmados em laboratório, e deve-se 1 

ressaltar que muitos países, inclusive o Brasil, são caracterizados pela circulação 2 

simultânea de outros arbovírus que também podem causar a GBS (revisto por Silva e 3 

Souza, 2016).  4 

Clinicamente, a síndrome de Guillain-Barre (GBS) predominou entre as 5 

regiões afetadas pela epidemia do ZIKV, mas o espectro de doenças neurológicas 6 

nos adultos aparece mais amplo, pois casos de encefalopatia, encefalite, meningite, 7 

mielite e convulsões também foram relatados (Muñoz et al., 2017). 8 

Em julho de 2015, foram relatados 42 casos de GBS na Bahia, sendo que 9 

42% tinham histórico consistente com infecção por ZIKV (PAHO/WHO, 2016). De 10 

novembro de 2015 a março de 2016, a Colômbia registrou um aumento de 211% na 11 

incidência de GBS em relação a incidência antes da introdução do ZIKV no país. Além 12 

disso, estudos epidemiológicos apontaram que a incidência estimada de GBS 13 

aumentou entre 2,0 e 9,8 vezes no ano de 2016 em 7 países nas Américas que 14 

presenciaram a epidemia do ZIKV (Dos Santos et al., 2016).  15 

Uma outra complicação neurológica que merece destaque, a 16 

meningoencefalite, foi relatada em infecções por ZIKV em pacientes adultos (Carteux 17 

et al., 2016) e durante um experimento envolvendo macacos Rhesus (Dudley et al., 18 

2016).  O RNA viral foi detectado no líquido cefalorraquidiano sugerindo que a 19 

replicação do vírus pode ser, eventualmente, associada à invasão do sistema nervoso 20 

central (SNC). Papa e colaboradores (2017) demonstraram que o ZIKV infecta 21 

eficientemente células endoteliais microvasculares do cérebro humano resultando em 22 

liberação de partículas de vírus infecciosas, sendo capazes de acessar o SCN. 23 

 

1.1.2. Chikungunya virus (CHIKV) – família Togaviridae 

O CHIKV é um membro da família Togaviridae, pertencente ao gênero 24 

Alphavirus, o qual é composto de vários sorocomplexos agrupados de acordo com 25 

propriedades antigênicas (Calisher e Karabatsos, 1988; revisto por Burt et al., 2012). 26 

CHIKV pertence ao complexo antigênico Semliki Florest, juntamente com outros 27 

Alphavirus transmitidos por mosquitos. Acredita-se que este vírus tenha se originado 28 
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na África, onde duas linhagens geneticamente distintas foram identificadas, uma 1 

linhagem do Oeste/Leste/Centro e uma do Sul, que inclui um genótipo asiático 2 

(Powers et al., 2000; revisto por Burt et al., 2012). 3 

 

1.1.2.1. Epidemiologia do CHIKV 

Isolado primeiramente de um paciente durante um surto febril numa área de 4 

fronteira entre Moçambique e Tanzânia em 1952 (Robinson, 1955) o nome 5 

Chikungunya é derivado de uma palavra de origem local que significa "contorcer-se", 6 

ou "que se curva para cima", em referência à postura inclinada desenvolvida como 7 

resultado de um dos sintomas da doença (revisto por Sun et al., 2013). 8 

Antes de 2000, grandes surtos de CHIKV foram raros, mas a partir da 9 

epidemia de 2005 na Ilha Réunion, território francês localizado no Oceano Índico, 10 

surtos tornaram-se mais frequentes e evidências genéticas sugerem possíveis 11 

mecanismos de adaptação evolutiva do vírus ao mosquito vetor (Burt et al., 2012). 12 

Análises filogenéticas indicam que o CHIKV se originou na África há mais de 13 

500 anos (Powers et al., 2010), e uma linhagem comum divergiu em dois ramos 14 

distintos, denominados Oeste Africano (WA - West African) e Leste-Centro-Sul 15 

Africano (ECSA - East Central South African) (Powers & Logne, 2007). A linhagem 16 

WA foi associada principalmente a pequenos focos em países localizados no oeste 17 

da África. Em contraste, a linhagem ECSA espalhou-se para novas regiões causando 18 

epidemias urbanas significativas. Estima-se que o primeiro isolado da linhagem ECSA 19 

fora da África tenha ocorrido entre 70 e 150 anos atrás na Ásia (Powers et al., 2010). 20 

O vírus continuou a circular nesta área, evoluindo independentemente da linhagem 21 

ECSA em um genótipo denominado Asiático (Asian) distinto, o que causou numerosos 22 

surtos de CHIKV nesta região (Volk et al., 2010). A linhagem do Oceano Índico (IOL - 23 

Ocean Indian Lineage) surgiu no Quênia em 2004 como uma linhagem descendente 24 

da ECSA, iniciando uma das maiores epidemias de CHIKV registradas com expansão 25 

para áreas muito além da faixa histórica do vírus (Souza et al.,2017). Durante esta 26 

epidemia, o vírus espalhou-se para várias ilhas do Oceano Índico, Índia e partes do 27 
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Sudeste Asiático, levando a mais de 6 milhões de casos estimados (Schuffenecker et 1 

al., 2006; revisto por Silva & Dermody, 2017). 2 

O padrão epidemiológico do CHIKV inclui alguns casos esporádicos e alguns 3 

epidêmicos na África Ocidental, de Camarões ao Senegal, assim como em vários 4 

outros países africanos (República Centro-Africana, África do Sul, Angola, Nigéria, 5 

República Democrática do Congo, África do Sul, Malawi, Guiné e Uganda). Uma série 6 

de epidemias ocorreu entre 1960 e 1990 (Pialoux et al., 2007). 7 

Ao longo dos anos, surtos de CHIKV foram relatados em países da África, 8 

Ásia, Europa e oceanos Índico e Pacífico. O vírus espalhou-se para quase 40 países 9 

em todo o mundo (revisto por Wahid  et al., 2017).  Johansson e colaboradores (2014) 10 

atribuem a ampla distribuição do CHIKV à alta prevalência de seus vetores, sua 11 

eficiência na transmissão e à maior incidência de migração de pessoas nos últimos 12 

anos.   13 

No final de 2013, a primeira transmissão local do vírus nas Américas foi 14 

identificada em países e territórios do Caribe. Até 2016, 45 países ou territórios em 15 

todas as Américas (Figura 7), relataram mais de 1,7 milhões de casos suspeitos à 16 

Organização Pan-Americana da Saúde (CDC-a, 2016). Um relatório divulgado no final 17 

do ano passado pela OMS, revelou que em 2017 foram descritos 61. 613 casos 18 

suspeitos e 123.087 casos confirmados de infecções por CHIKV nas Américas 19 

(transmissão autóctone) (PAHO/WHO, 2017). 20 

O primeiro caso de transmissão autóctone do CHIKV no Brasil foi relatado em 21 

setembro de 2014, no Oiapoque (Amapá), e identificado como pertencente ao 22 

genótipo Asiático. No mesmo mês, um surto causado por um genótipo diferente, o 23 

ECSA, foi relatado na cidade de Feira de Santana, Bahia (Nunes et al., 2015). 24 
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Figura 7 - Países e territórios onde casos de Chikungunya foram reportados. Em verde-escuro 
são representados os países que constataram a circulação autóctone do vírus, sendo que regiões em 
que somente casos importados foram documentados não foram incluídas. Adaptado de 
https://www.cdc.gov/chikungunya/geo/. Última atualização em maio 2016. Segundo a CDC, não foram 
constatados casos de transmissão local nos demais países desde então. 

 1 

1.1.2.2. Organização genômica do CHIKV 

Os alfavírus possuem RNA linear, de cadeia simples, polaridade positiva e 2 

com aproximadamente 12 Kb. O genoma é organizado em 5′ cap-nsP1-nsP2-nsP3-3 

nsP4-(junção)-C-E3-E2-6k-E1-poly(A)-3′ e possui duas fases abertas de leitura 4 

(ORFs), sendo que duas versões de poliproteínas não-estruturais podem ser 5 

traduzidas: nsP123 (mais abundante) e nsP1234 (em menor quantidade). A outra 6 

ORF, separada da primeira por uma região de junção (J), codifica uma segunda 7 

poliproteína que, por processamento proteolítico, origina as proteínas estruturais [C, 8 

E1, PE2 (E3+E2) e 6K] (Khan et al., 2002). O genoma possui um cap na extremidade 9 

5’ e é poliadenilado na região 3’ (Figura 8).  10 
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Figura 8 - Genoma de um Alphavirus, gênero que inclui o CHIKV mostrando as poliproteínas 
iniciais e seus produtos após o processamento. Adaptado de Viralzone (2016) e Solignat et al. 
(2009). 

 1 

As proteínas estruturais (C, E1, E2, E3 e 6k) são produzidos a partir do RNA 2 

subgenômico 26S, como uma única poliproteína, que sofre clivagem e modificações 3 

pós-traducionais para formar as três proteínas principais C, E2, E1 e as duas menores, 4 

E3 e 6k, que estão envolvidas na encapsidação viral e brotamento.  5 

A proteína do capsídeo compreende 261 aminoácidos (30 kDa) de 6 

comprimento, é expressa como uma parte da poliproteína estrutural e possui um 7 

domínio autoprotease conservado na extremidade C-terminal, que auxilia na sua 8 

liberação da cadeia poliproteica após a síntese das proteínas estruturais (Goh et al., 9 

2015).  10 

A região codificante dos alfavírus é flanqueada nas extremidades 5’ e 3’ por 11 

sequências não traduzidas, sendo 5’UTR e 3’UTR, respectivamente. A primeira, forma 12 

duas estruturas stem-loop e age como um promotor para a síntese de RNA genômico 13 

e antigenômico.  Já a região 3'-UTR é descrita por conter vários motivos conservados 14 

de atuação em cis, nomeados elementos de sequências repetidas (do inglês, repeated 15 
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sequence elements - RSEs), que regulam a síntese de RNA viral (revisto por Solignat 1 

et al., 2009). 2 

O genoma de CHIKV possui ainda, uma sequência de 19 nucleotídeos, 3 

precedendo a cauda poli-A, que é altamente conservada entre os alfavírus e que 4 

aparenta ser uma sequência de reconhecimento da replicase viral (revisto por Solignat 5 

et al. 2009).   6 

 

1.1.2.3. Estrutura   

De acordo com Solignat e colaboradores (2009), os alfavírus estão entre os 7 

vírus envelopados mais simples. Como outros membros do gênero Alphavirus, CHIKV 8 

é um vírus que possui cerca de 60-70 nm de diâmetro, esférico e revestido por um 9 

envelope lipídico onde estão inseridas as glicoproteínas virais E1 e E2. Estas, por sua 10 

vez, estão associadas em heterodímeros que formam 80 trímeros, arranjados em 11 

simetria icosaédrica e que se projetam da superfície do vírion como “espículas”.  12 

No CHIKV, o envelope viral reveste o nucleocapsídeo constituído pela 13 

proteína C (Figura 9). O capsídeo é rodeado por uma bicamada lipídica derivada da 14 

membrana plasmática de células hospedeiras e seus aminoácidos N-terminais contêm 15 

resíduos carregados positivamente que se associam com o RNA genômico 16 

reconhecendo-o para o empacotamento durante a montagem da proteína do 17 

nucleocapsídeo (NCP) (Hong et al., 2006). A região carboxi-terminal da NCP tem uma 18 

estrutura semelhante a quimotripsina e atua como uma proteinase auto catalítica 19 

durante o processamento da poliproteína estrutural. Além disso, há uma região 20 

hidrofóbica no domínio C-terminal da NCP que se liga a 33 aminoácidos da cauda 21 

citoplasmática de E2. Esta, por sua vez, interage de forma eficaz com as proteínas do 22 

núcleo interno com aqueles na superfície do vírion. Esta associação de E2 com o 23 

nucleocapsídeo é essencial para a montagem da partícula viral (revisto por Solignat 24 

et al., 2009). 25 
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Figura 9 - Estrutura do CHIKV. A: Esquema geral de um alfavírus, adaptado de Viralzone (2016). B: 
Crio microscopia eletrônica (crio- ME) de partículas semelhantes a vírus Chikungunya (virus-like 
particles - VLPs), ectodomínio colorido de acordo com a distância radial a partir do centro do vírus (Sun 
et al., 2013). 

 

1.1.2.3.1. Proteínas E1 e E2  

As proteínas do envelope ajudam na fixação do vírus à célula hospedeira 1 

durante a infecção, sendo altamente conservadas entre os alfavírus. 2 

Consequentemente, são consideradas alvos antigênicos (Van Duijl-Richter et al., 3 

2015).  Enquanto a primeira impulsiona a fusão de membranas (Yathi et al., 2011), a 4 

segunda interage com receptores da célula hospedeira (van den Doel et al., 2014), 5 

ambas fazendo parte portando, do primeiro contato vírus-célula, sendo responsáveis 6 

pelo reconhecimento e geração de anticorpos. Além disso, segundo Jin e 7 

colaboradores (2015), as proteínas do envelope, mais especificamente E1 e E2, 8 

parecem ser imunodominantes durante a montagem da resposta. Por esses fatores, 9 

elas possuem um potencial sorodiagnóstico considerável, razão pela qual foram 10 

selecionadas como propósito deste projeto.  11 

A proteína E1 de CHIKV é constituída de 435 aminoácidos (45 kDa) que são, 12 

em grande parte cobertos por E2 no envelope viral (revisto por Murugan & 13 

Sathishkumar, 2016). O ectodomínio E1 consiste de três domínios β-barril, sendo que 14 

o domínio I localiza-se entre os domínios II e III, com o peptídeo de fusão localizado 15 

na extremidade distal do domínio II (Voss et al., 2010) (Figura 10).  16 
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Por sua vez, a proteína E2 possui 423 aa e consiste em três domínios do tipo 1 

imunoglobulina de conformações distintas, sendo A, o domínio de ligação do receptor, 2 

localizado entre os domínios B e C (Li et al., 2010). No vírus maduro, o domínio B 3 

abrange o loop de fusão no domínio II de E1. O vírus torna-se fusogênico em pH ácido 4 

quando um conjunto de três moléculas E1 combinam-se para formar um trímero após 5 

a expulsão das três proteínas E2 do centro da “espícula”. As três alças de fusão são 6 

então expostas para posterior inserção na membrana da célula hospedeira (Gibbons 7 

et al., 2004).  8 

 

 

Figura 10 - Diagrama de fita do complexo formado pelas proteínas do envelope do CHIKV. 
Domínios I, II e III de E1 são mostrados em vermelho, amarelo e azul-escuro, respectivamente. Domínio 
A, B e C de E2 são mostrados em turquesa, verde e cor-de-rosa e E3 em cinza. Adaptado de Voss et 
al., (2010). 

Muitos estudos têm analisado a interação de anticorpos com alfavírus (revisto 9 

por Li et al., 2010) e indicaram que a maioria dos anticorpos neutralizantes se ligam a 10 

E2, uma vez que esta glicoproteína é mais exposta na superfície viral do que E1.  11 

De acordo com Sun e colaboradores (2013), uma mutação adaptativa na 12 

proteína E1 (E1-A226V) permitiu que o CHIKV se replicasse de forma mais eficiente 13 

em Aedes albopictus, sendo considerado a principal razão para a sua recente 14 

disseminação extensiva, infectando milhões de pessoas na África e Ásia (Tsetsarkin 15 

et al., 2014). 16 
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1.1.2.4. Ciclo de multiplicação do CHIKV 

O CHIKV entra nas células por endocitose, através de um mecanismo 1 

dependente de colesterol, pela interação da glicoproteína E2 do envelope viral com 2 

receptores celulares ainda não identificados (Bernard et al., 2010). Uma vez exposto 3 

ao pH ácido dos endossomos, as glicoproteínas do envelope sofrem rearranjos 4 

conformacionais. O domínio B de E2 dissocia-se da ponta do domínio II de E1, 5 

expondo o loop de fusão (Li et al., 2010). Em seguida, E1 forma um homotrímero, 6 

expondo ainda mais os loops de fusão de cada monômero para inserção na 7 

membrana do hospedeiro (Gibbons et al., 2004).  8 

Por se tratar de um genoma de RNA senso positivo, o material genético é 9 

diretamente traduzido pela maquinaria de tradução da célula hospedeira, podendo 10 

originar duas poliproteínas diferentes nsP123 e nsP1234. Nos alfavírus, a replicação 11 

do RNA viral ocorre em associação com vacúolos citoplasmáticos e endossomos. As 12 

proteínas não estruturais possuem efeitos moduladores na célula hospedeira. Em 13 

células de vertebrados infectadas por alfavírus, é possível verificar uma inibição da 14 

expressão das proteínas celulares mediada por nsP2 (Ng & Hapuarachchi, 2010). Um 15 

esquema com as etapas do ciclo de multiplicação do CHIKV pode ser visto na Figura 16 

11. 17 
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Figura 11 - Diagrama do ciclo multiplicativo do CHIKV. O CHIKV entra nas células por endocitose 
e uma vez exposto ao pH ácido dos endossomos, as glicoproteínas do envelope sofrem rearranjos 
conformacionais, favorecendo a fusão de membrana do vírus com a membrana endossomal hospedeiro 
e expondo o genoma viral no citoplasma. O material genético é diretamente traduzido pela maquinaria 
de tradução da célula hospedeira, podendo originar duas poliproteínas diferentes nsP123 e nsP1234.  
O RNA genômico é traduzido para uma poliproteína, que é clivada em proteínas não-estruturais 
necessárias para a síntese de RNA (transcrição e replicação). O RNA subgenômico 26S origina as 
proteínas estruturais. Os vírions brotam do retículo endoplasmático, são transportadas para o aparelho 
de Golgi e deixam a célula pela via secretória. Adaptado de Solignat et al. (2009). 

 

O RNA subgenômico 26S é o que dá origem às proteínas estruturais dos 1 

alfavírus. No CHIKV, esta ORF codifica uma poliproteína precursora (C-E2-6K-E1) 2 

que é processada por enzimas celulares e virais, para dar origem às proteínas 3 

estruturais individualizadas. Primeiramente, é sintetizada a proteína do capsídeo (C), 4 

que possui um domínio alfa-hélice envolvido na montagem do nucleocapsídeo, um 5 

domínio de ligação ao RNA, um domínio de protease serínica, e uma região de ligação 6 

à proteína E2. A proteína C funciona como autoprotease promovendo sua separação 7 

da poliproteína. A extremidade amina da poliproteína restante funciona como 8 

sequência sinal conduzindo à translocação da glicoproteína precursora de E2 (pE2) 9 

para o retículo endoplasmático (RE). A poliproteína pE2-6K-E1 traduzida é clivada 10 
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pela peptidase sinal celular para gerar a glicoproteína pE2, 6K e a glicoproteína E1. 1 

Em seguida, pE2 e E1 formam heterodímeros que são transportados para a superfície 2 

celular e pE2 é clivada por uma enzima da rede trans-Golgi, a furina, gerando E2 e E3 3 

(revisto por Pinto, 2013). 4 

Diferentemente das etapas de entrada, as fases de montagem e brotamento 5 

dos alfavírus são menos conhecidas. Sabe-se que as glicoproteínas do envelope e o 6 

capsídeo são necessários para a montagem da partícula viral e sua liberação a partir 7 

da superfície de células infectadas (Soonsawad et al., 2010).  8 

 

1.1.2.5.  Febre Chikungunya  

1.1.1.5.1. Transmissão e mecanismos de patogenicidade 

A transmissão do CHIKV ocorre principalmente pela picada de fêmeas dos 9 

mosquitos Aedes aegypti ou Aedes albopictus infectados, mas também foi constatada 10 

a possibilidade de transmissão vertical durante a gestação (Gerardin et al., 2008).  11 

O Ae. aegypti encontra-se em regiões de temperaturas mais elevadas, ao 12 

passo que o Ae. albopictus tem uma distribuição geográfica mais ampla ocorrendo 13 

tanto em climas tropicais, como temperados. Outros mosquitos, como Culex 14 

annulirostris e Mansonia africana, também foram associados à transmissão do CHIKV, 15 

enquanto que estudos envolvendo mosquitos do gênero Anopheles não 16 

demonstraram a capacidade de transmissão do CHIKV (revisto por Rougeron et al., 17 

2015). 18 

Após a picada do mosquito, o vírus multiplica-se e dissemina-se para o fígado 19 

e articulações, por meio da corrente sanguínea. Durante a fase intradérmica, o CHIKV 20 

infecta as células mais comuns de tecido conjuntivo, células epiteliais e fibroblastos 21 

dérmicos. Estas células têm se mostrado como suscetíveis à infecção e permitem a 22 

reprodução viral. Devido a sua ampla distribuição entre os órgãos e tecidos, e sua 23 

capacidade de migração pelos sistemas linfático e sanguíneo, acredita-se que os 24 

monócitos são os maiores responsáveis pela disseminação do vírus e pela infecção 25 

sistêmica (Thon-Hon et al., 2012).  26 
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Os principais sítios de infecção secundária são os músculos e as articulações, 1 

assim como as células endoteliais do fígado e o cérebro, podendo levar a hepatite e 2 

encefalopatia (revisto por Rougeron et al., 2015). Durante a fase aguda, a carga viral 3 

pode chegar a 108 partículas virais/mL de sangue, e a concentração plasmática de 4 

interferon do tipo I (IFN-I) atinge de 0,5-2 ng/mL, acompanhada por uma robusta 5 

indução de outras citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas (revisto por Schwartz & 6 

Albert, 2010). 7 

A partir de dados da epidemia na Ilha Réunion, a taxa de letalidade da febre 8 

Chikungunya foi estimada em 1: 1000 (Renault et al., 2008), sendo que a maioria das 9 

mortes ocorreu em casos de recém-nascidos, idosos e adultos com problemas clínicos 10 

subjacentes, tais como hipertensão, diabetes ou doença cardiovascular (revisto por 11 

Schwartz & Albert, 2010; CDC, 2015). 12 

No período entre 2016 e 2017, foram confirmados 385 casos de óbito em 13 

decorrência da febre Chikungunya no Brasil, (Secretaria de Vigilância em Saúde, 14 

2018).  15 

 

1.1.1.5.2. Manifestações clínicas  16 

Diferentemente do ZIKV, a maioria dos casos de infecção em humanos pelo 17 

CHIKV são sintomáticos (85 a 95% dos casos), causando uma síndrome aguda de 18 

artralgia que pode evoluir para reumatismo inflamatório crônico e debilitante (Hua & 19 

Combe, 2017). Geralmente, ocorre infecção dos tecidos linfoides e do fígado 20 

associada à ausência de sinais clínicos relevantes, mas quando a infecção atinge os 21 

músculos é muito comum haver sintomas de artrite (revisto por Burt et al., 2012). 22 

A transmissão do vírus é seguida por um período de incubação médio de 3-7 23 

dias (variação de 1-12 dias), apresentando então, em 80% dos casos (Queyriaux et 24 

al., 2008), febre alta, calafrios, artrite e mialgia graves, comumente acompanhadas de 25 

dores de cabeça e fotofobia (revisto por Schwartz & Albert, 2010). Outros sintomas da 26 

febre Chikungunya que podem ocorrer são conjuntivite, náuseas, vômitos e erupções 27 

maculo-papulares. Complicações mais raras podem incluir uveíte, retinite, miocardite, 28 

hepatite, nefrite, lesões de pele, hemorragia, meningoencefalite, mielite, síndrome de 29 
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Guillain-Barré e paralisia do nervo craniano. Os exames clínico-laboratoriais podem 1 

indicar linfopenia, trombocitopenia, além de elevadas taxas de creatinina e 2 

transaminases hepáticas. Os sintomas em geral desaparecem após 7-10 dias (CDC, 3 

2015), mas existe a possibilidade de um estágio crônico. Neste caso, há relatos de 4 

pacientes que apresentaram sintomas que persistiram por três meses a até 15 anos 5 

após a fase aguda da infecção (Martı-Carvajal et al., 2017). 6 

Apesar da baixa taxa de mortalidade (como relatado no item 1.1.2.5.1), 7 

infecções por CHIKV podem apresentar impactos clínicos e econômicos substanciais, 8 

associados, principalmente, a complicações a longo prazo, como apresentado no 9 

tópico a seguir.  10 

 

1.1.1.5.3. Complicações em decorrência de infecções por CHIKV 

Apesar dos sintomas serem passageiros na maioria dos casos, há relatos de 11 

pacientes que desenvolveram artralgia persistente, durando meses ou até anos, cuja 12 

probabilidade de acontecer foi associada à idade (Sissoko et al., 2009). Em alguns 13 

casos foram reportadas complicações neurológicas, cardiovasculares, hepáticas, 14 

renais e oculares (Economopoulou et al., 2009).  15 

Estudos relataram manifestações reumáticas em até 50% dos pacientes 16 

adultos (durando de 6 meses a 1 ano) que consistiram, geralmente, em artrites 17 

afetando extremidades como tornozelos, pulsos e falanges) (revisto por Lisa, 2017).  18 

No Brasil, um estudo acompanhou 22 pacientes diagnosticados com febre 19 

Chikungunya com sinais de envolvimento neurológico. Foram destacados níveis de 20 

consciência alterados em quase metade dos pacientes, além de convulsões 21 

epilépticas (3 casos) e delírios persecutórios (4 casos) (Martins et al., 2016). 22 

Alguns estudos sugerem que pacientes com infecção pelo CHIKV apresentam 23 

maiores riscos de complicações graves da doença quando também possuem 24 

comorbidades como diabetes, doenças cardíacas e hipertensão (Jean-Baptiste et al., 25 

2016, Alvarez et al., 2017, Badawi et al., 2018). 26 
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A epidemia de CHIKV na Ilha Réunion forneceu a primeira evidência de morte 1 

em adultos, no contexto de condições médicas do paciente (doenças 2 

cardiovasculares, neurológicas e respiratórias) (revisto por Lisa, 2017). Ainda durante 3 

este surto na Ilha Réunion, foi registrado um aumento de 22% de casos de GBS 4 

(Lebrun et al., 2009). Este fenômeno também foi observado na epidemia que ocorreu 5 

na Polinésia Francesa durante os anos 2014-20151  (Oehler et al. 2015). Além disso, 6 

durante esta mesma epidemia, constatou-se a transmissão vertical do CHIKV, 7 

causando encefalopatias em recém-nascidos, sendo atribuída a nove casos (Gérardin 8 

et al., 2008). Consequências neurocognitivas também foram identificadas em 9 

neonatos expostos ao CHIKV, causando atrasos no desenvolvimento neurológico, 10 

paralisias cerebrais e microcefalia (Gerardin et al., 2014).  11 

Em 2015, foram relatados oito casos de infecção congênita por CHIKV na 12 

Colômbia. Os recém-nascidos desenvolveram sintomas graves, incluindo dificuldade 13 

respiratória, sepse, enterocolite necrosante, meningoencefalite, miocardite, edema, 14 

erupção cutânea e pericardite. Dos oito casos, três vieram a óbito (Villamil-Gómez et 15 

al., 2015). 16 

Torres e colaboradores (2016) acompanharam 169 recém-nascidos 17 

sintomáticos com febre Chikungunya em três diferentes países da América Latina. As 18 

complicações graves incluíram meningoencefalia, miocardite, convulsões e 19 

insuficiência respiratória. No Brasil, o estudo de Bandeira e colaboradores (2016) 20 

relatou um caso de encefalite associada a transmissão vertical do CHIKV. Além deste 21 

trabalho, Lyra e colaboradores (2016) descreveram dois casos de infecção congênita 22 

por CHIKV em neonatos que nasceram após um surto em Salvador, na Bahia.  Os 23 

recém-nascidos tiveram complicações perinatais, tais como erupções cutâneas, febre, 24 

sepse e distúrbios hemodinâmicos. Em ambos os casos houve necessidade de 25 

cuidados intensivos. 26 

 

 
1 Ressalta-se que este foi o segundo surto de GBS desencadeado por um arbovírus 

na Polinésia Francesa dentro de dois anos, sendo que o primeiro ocorreu durante o 
surto da febre Zika, de 2013 a 2014 (Oehler et al. 2014). 
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1.2. Diagnóstico das infecções por ZIKV e CHIKV 

O Ministério da Saúde publicou um guia recomendando que o diagnóstico 1 

clínico das arboviroses circulantes no país seja feito em comparação com outras 2 

doenças febris agudas associadas à artralgia, como mostrado no Quadro 1. O 3 

documento ressalta que o médico deve ficar atento para causas potencialmente fatais 4 

e que exijam uma conduta medicamentosa específica imediata (Ministério da Saúde, 5 

2017). 6 
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Quadro 1- Diagnóstico clínico para Febre do Dengue, Zika e Chikungunya segundo 
recomendações do Ministério da Saúde.  

Sinais/Sintomas Dengue Zika Chikungunya 

Febre 

 

Duração 

> 38°C 

 

4 a 7 dias 

Sem febre ou 

subfebril ( 38°C) 

1-2 dias subfebril 

Febre alta > 38°C 

 

2-3 dias 

Rash 

 

Frequência 

Surge a partir 

do quarto dia 

30% a 50% dos 

casos 

Surge no primeiro ou 

segundo dia 

90% a 100% dos 

casos 

Surge 2-5 dias 

 

50% dos casos 

Mialgia (Frequência) +++ ++ + 

Artralgia (frequência) + ++ +++ 

Intensidade da dor 

articular 
Leve Leve/Moderada Moderada/Intensa 

Edema da 

articulação 
Raro 

Frequente e leve 

intensidade 

Frequente e de 

moderada a intenso 

Conjuntivite Raro 50% a 90% dos casos 30% 

Cefaleia +++ ++ ++ 

Hipertrofia 

ganglionar 
+ +++ ++ 

Discrasia 

hemorrágica 
++ ausente + 

Risco de morte +++ +* ++ 

Acometimento 

Neurológico 
+ +++ ++ 

Leucopenia +++ +++ +++ 

Linfopenia Incomum Incomum Frequente 

Trombocitopenia +++ Ausente (raro) ++ 

Fonte: Brito & Cordeiro (2016); revisto por Ministério da Saúde (2017). * Pode haver risco de morte nos 
casos neurológicos como a GBS decorrente Da Febre do Zika ou para crianças com malformações 
congênitas graves 

1 
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Testes laboratoriais para detecção dos arbovírus podem ser realizados a partir 1 

de métodos moleculares e sorológicos. Os primeiros, incluem o isolamento do vírus e 2 

a detecção do genoma viral pelas técnicas de PCR convencional e qRT-PCR, e são 3 

considerados como o padrão ouro na identificação viral, uma vez que são capazes de 4 

fornecer um diagnóstico precoce da infecção. Já os métodos sorológicos, baseados 5 

na detecção indireta do vírus a partir de anticorpos (IgM e IgG), apesar de algumas 6 

limitações, são considerados procedimentos de aplicabilidade clínica imediata e são 7 

em geral, mais indicados em casos de epidemia. Além disso, os imunodiagnósticos 8 

desempenham um papel importante devido à alta proporção de infecções 9 

assintomáticas no caso do ZIKV, e por apresentarem uma ampla janela de detecção 10 

(Munoz-Jordan, 2017) (Figura 12). 11 

 

 

Figura 12 – Possibilidades de diagnóstico laboratorial por detecção do RNA viral e 
Sorologia (detecção de IgM e IgG) para ZIKV e CHIKV. 

 

Nos EUA, a FDA emitiu uma autorização de uso emergencial de ferramentas 12 

para o diagnóstico de infecções por CHIKV e ZIKV, incluindo o ensaio Trioplex Real-13 

Time RT-PCR (rRT-PCR) e o MAC-ELISA, distribuídos pelo CDC para laboratórios 14 

qualificados. Entretanto, a falta de acesso por alguns países a esses kits, como 15 

relatado por Galo e colaboradores (2017), tornaram o desenvolvimento de técnicas in-16 

house uma prioridade. 17 

Dentre as alternativas, o teste de neutralização por redução de placas (PRNT) 18 

mede os títulos de anticorpos neutralizantes específicos do vírus, e deve ser efetuado 19 

utilizando vários flavivírus relacionados para excluir resultados falso-positivos do 20 
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ELISA. Nas infecções primárias de flavivírus, o PRNT também pode ser empregado 1 

para identificar o vírus infectante (Rabe et al., 2016). Porém, durante o surto da 2 

Micronésia, também foram constatadas reações cruzadas entre flavivírus por este 3 

método (Lanciotti et al., 2008). O teste deve ser realizado em laboratórios de 4 

biossegurança nível 2 para ZIKV ou 3 para CHIKV e requer equipamentos especiais 5 

e de contenção, raros no contexto de países em desenvolvimento. Além disso os 6 

métodos sorológicos apresentam uma limitação considerável: o diagnóstico só é 7 

confiável após o fim da janela imunológica, ou seja, o intervalo de tempo entre a 8 

infecção pelo vírus a produção de anticorpos, necessária para a detecção da resposta 9 

humoral (CDC-b, 2016). 10 

No início de 2016, a Fiocruz divulgou um teste discriminatório para Dengue, 11 

Zika e Chikungunya, desenvolvido em parceria com Instituto de Biologia Molecular do 12 

Paraná e sob coordenação do Ministério da Saúde. O kit NAT (Nucleic Acid Testing) 13 

para as três arboviroses é semelhante ao que já vem sendo usado no Brasil para 14 

detecção dos Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV) e da Hepatite C (HCV), em 15 

triagens de bolsas de sangue destinadas à transfusão. Este teste permite realizar a 16 

identificação simultânea do material genético dos três vírus e, por ser baseado na 17 

amplificação de ácidos nucléicos, é apropriado para o diagnóstico dessas infecções 18 

ainda em fase aguda, sendo complementar a sorologia (IOC/Fiocruz, 2016). Em 19 

dezembro do mesmo ano, a Anvisa liberou a produção do kit NAT para 20 

DENV/ZIKV/CHIKV, e os primeiros lotes para distribuição em larga escala começaram 21 

a ser produzidos para atendimento ao SUS (Castro, 2016).  22 

No início de 2017, o Ministério da Saúde disponibilizou, por meio do Sistema 23 

Único de Saúde (SUS), testes sorológicos da Bahiafarma para o diagnóstico das 24 

infecções por ZIKV e CHIKV. Esta foi a primeira e ainda é a única empresa brasileira 25 

a fabricar este tipo de teste.  Estão disponíveis os testes Zika IgG/IgM (combo), Zika 26 

NS1 e Chikungunya IgM (SESAB, 2017). 27 
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1.2. 1.  Diagnóstico das infecções por ZIKV 

Ainda que os testes de indivíduos sintomáticos forneçam informações úteis 1 

para identificar casos positivos, assim como alertar comunidades e fortalecer sistemas 2 

de vigilância, a necessidade de detecção do ZIKV não se limita a infecções 3 

sintomáticas. Grande parte dos indivíduos infectados com o ZIKV são assintomáticos 4 

e, devido ao risco de anormalidades congênitas associadas à infecção por ZIKV 5 

(Rather et al., 2017) a viremia prolongada em mulheres grávidas (Meaney-Delman et 6 

al., 2016) e a transmissão sexual documentada (Russell et al., 2017) destaca-se a 7 

relevância dos algoritmos de teste para grupos de indivíduos assintomáticos. 8 

Para as pessoas com suspeita de Zika um resultado positivo de uma qRT-9 

PCR confirma a presença do ZIKV, mas um resultado negativo não exclui a 10 

possibilidade de infecção (Rabe et al., 2016). Nesses casos, ELISA e PRNT podem 11 

identificar infecções recentes por ZIKV (CDC-b, 2016). Entretanto, testes sorológicos 12 

envolvendo o ZIKV podem ser difíceis de interpretar devido a reatividade cruzada com 13 

outros flavivírus, o que pode impedir a identificação específica do vírus causador da 14 

infecção (Lanciotti et al., 2008). Isso ocorre principalmente quando a pessoa foi 15 

infectada anteriormente por um flavivírus ou mesmo foi vacinada contra vírus da 16 

mesma família para os quais há vacinas disponíveis, como é o caso da febre amarela, 17 

gerando um problema em relação ao manejo clínico (Keasey et al., 2017; Munoz-18 

Jordan, 2017). 19 

Orientações atuais do CDC recomendam o teste de mulheres grávidas com 20 

possível exposição ao ZIKV (sendo necessário o monitoramento durante 12 semanas 21 

após viagens a regiões epidêmicas), e de todas as pessoas sintomáticas e com 22 

suspeita de exposição. Além disso, recomenda-se o teste para gestante em áreas 23 

com transmissão contínua, tanto para o aconselhamento de gestantes, como para a 24 

verificação da saúde do bebê. Para pessoas sintomáticas infectadas pelo ZIKV, o RNA 25 

viral pode ser detectado precocemente pelo ensaio NAT, que inclui métodos baseados 26 

na técnica de PCR. Neste caso, amostras de soro e urina podem ser utilizadas. O 27 

teste NAT de pessoas sintomáticas não grávidas deve ser realizado em amostras 28 

coletadas <14 dias após o início dos sintomas.  O teste NAT não é recomendado para 29 
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pessoas assintomáticas não grávidas (CDC, 2017). Para mulheres grávidas há as 1 

seguintes recomendações da CDC: 2 

• Aquelas que apresentam sintomas de infecção pelo ZIKV: neste caso, o NAT deve 3 

ser realizado simultaneamente com o teste de sorologia IgM.  4 

• Mulheres grávidas assintomáticas com possível exposição contínua ao ZIKV: o 5 

NAT é recomendado três vezes durante a gravidez.  6 

• Mulheres grávidas assintomáticas com possível exposição recente ao ZIKV (por 7 

exemplo, viajantes, sem exposição contínua): deve-se seguir os algoritmos de 8 

testes para gestantes sintomáticas.  9 

• Mulheres grávidas com possível exposição ao ZIKV e cujo feto apresente 10 

constatações em ultrassom pré-natal compatíveis com infecção congênita pelo 11 

ZIKV: o NAT deve ser realizado a partir da urina e do soro da mãe simultaneamente 12 

com sorologia (IgM), seguindo-se o algoritmo de testes para gestantes 13 

sintomáticas.  14 

Segundo Dawes e colaboradores (2016), a detecção de RNA viral no soro é 15 

viável apenas durante os primeiros dias da fase aguda da infecção, sendo possível a 16 

detecção na urina por mais 2 ou 3 semanas. Num estudo de Campos e colaboradores 17 

(2016), os dados mostram que a sensibilidade combinada de RT-PCR de soro e urina 18 

nos primeiros 14 dias de infecção foi de 75% ao se testar infecções confirmadas por 19 

sorologia.  20 

Como o período virêmico do ZIKV é limitado, o CDC recomenda que os testes 21 

de ácido nucleico sejam realizados até 14 dias após o aparecimento dos sintomas, 22 

tanto para amostras de urina quanto de soro (revisto por Tran & Theel, 2018).  23 

O Ministério da Saúde (2016b) recomenda os seguintes critérios para a 24 

vigilância laboratorial do ZIKV: 25 

• Testar amostras de todas as gestantes com suspeita de infecção por 26 

ZIIKV, óbitos com suspeita de serem decorrentes da infecção, e pacientes internados 27 

com manifestação neurológica, com suspeita de infecção viral prévia (ZIKV, DENV e 28 

CHIKV); 29 
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• A colheita de amostra para realização de isolamento viral ou RT-PCR 1 

deverá ser realizada de acordo com os seguintes critérios:  2 

- Soro: até 5 dias do início dos primeiros sintomas (fase aguda). 3 

- Urina: até 8 dias do início dos primeiros sintomas.  4 

•  Para sorologia IgM devem ser colhidas duas amostras de soro, uma na 5 

fase aguda (3 a 5 dias após o início dos sintomas) e outra na fase convalescente da 6 

doença (3 a 4 semanas após a 1ª coleta). 7 

O Sistema Único de Saúde (SUS) oferece o diagnóstico laboratorial para a febre 8 

Zika somente para gestantes, crianças de até três anos de idade ou pacientes com 9 

manifestação neurológica, sendo que, para os demais casos o diagnóstico é baseado 10 

apenas nos sintomas (critério clínico-epidemiológico), que como descrito 11 

anteriormente são, em sua maioria, ausentes. No final de 2016, o Ministério da Saúde 12 

adquiriu 3,5 milhões de unidades de testes rápidos de Zika produzidas pela 13 

Bahiafarma, com projeção para garantir o abastecimento da rede do SUS por doze 14 

meses (Mendes & Maciel, 2016). 15 

 

1.2.2. Diagnóstico das infecções por CHIKV 
 

    Uma variedade de ferramentas laboratoriais, incluindo métodos virológicos, 16 

genéticos e sorológicos podem ser utilizados no diagnóstico de infecções por CHIKV. 17 

A escolha do método depende principalmente do momento da coleta da amostra (An 18 

et al., 2017).  19 

O diagnóstico laboratorial de infecções por CHIKV geralmente é realizado a 20 

partir de amostras de soro ou plasma para detectar o vírus, ácido nucleico viral, 21 

imunoglobulinas e anticorpos neutralizantes. Técnicas de cultivo podem detectar o 22 

CHIKV nos primeiros 3 dias após o surgimento dos sintomas (Schwartz & Albert, 23 

2010). O diagnóstico pelo isolamento do vírus é altamente específico (100%), mas 24 

não sensível o suficiente. Também é limitado pela exigência de laboratórios de 25 

biossegurança de nível 3, equipe altamente treinada e tempo necessário de 1-2 26 
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semanas. Assim sendo, não é rotineiramente utilizado (Panning et al.,2008; revisto 1 

por An et al., 2017.; Ministério da Saúde, 2017).  2 

Durante os primeiros 8 dias de infecção, o RNA viral pode ser identificado no 3 

soro, sendo que o período de maior viremia vai do 1º ao 5º dia (Ministério da Saúde, 4 

2017). Vários métodos de RT-PCR estão disponíveis e foram descritos na literatura, 5 

mas são de sensibilidade variável (Laurent et al., 2007; Santhosh et al., 2007; Joseph 6 

et al., 2008; Panning et al., 2009; Cecilia et al., 2015; Johnson et al., 2016) podendo 7 

chegar a 100%.  8 

Os testes de RT-PCR de amostras clínicas também podem ser utilizados para 9 

genotipagem, permitindo comparações com amostras de vírus de várias fontes 10 

geográficas. Embora a detecção de RNA viral seja útil para a identificação rápida do 11 

vírus infeccioso, essa técnica é limitada pela estreita janela de detecção. Assim, 12 

amostras coletadas durante a primeira semana após o início dos sintomas devem ser 13 

testadas por métodos sorológicos e virológicos (WHO, 2017). 14 

Uma semana após o aparecimento dos primeiros sintomas, a viremia é 15 

controlada pelo sistema imunológico do hospedeiro. Normalmente, os anticorpos 16 

contra o vírus são detectados a partir do final da primeira semana (CDC, 2017).  Neste 17 

estágio, o diagnóstico do CHIKV é possível pela detecção específica de IgM e IgG, a 18 

partir de testes sorológicos, tais como o ELISA. Imunoglobulinas do tipo IgM são 19 

detectáveis de 5-7 dias após o início da infecção, sendo mais elevadas no período de 20 

3 a 5 semanas e persistem por cerca de 2 meses. A detecção de IgG pode ocorrer de 21 

7-10 dias após o início da infecção (normalmente após o fim da viremia) e 22 

permanecendo por meses ou anos (Johnson et al., 2016; Silva e Dermody, 2017).  23 

O Ministério da Saúde recomenda a investigação por sorologia a partir do 24 

quinto dia para IgM e sexto dia para IgG. Uma outra estratégia de confirmação é a 25 

sorologia pareada. Neste caso, duas amostras devem ser coletadas, uma na fase 26 

aguda e outra, 15 dias após a primeira coleta. A reatividade específica é constatada 27 

por um aumento de 4 vezes no título dos anticorpos (Ministério da Saúde, 2017). 28 

Um teste ideal para infecções de CHIKV em fase aguda é uma combinação 29 

de métodos genéticos com outros métodos de diagnóstico que funcionam após o 30 
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período de viremia. No algoritmo de teste desenvolvido pelo CDC (EUA), amostras 1 

coletadas dentro de 6 dias após o início dos sintomas são testadas com RT-PCR 2 

inicialmente. As amostras que foram coletadas mais tarde e aquelas que 3 

apresentaram resultados negativos para o RT-PCR são testadas com ELISA de 4 

captura de IgM (MAC-ELISA) (Johnson et al., 2016). 5 

É importante ressaltar que, em testes sorológicos, já foi constatada a reação 6 

cruzada do CHIKV com outros membros do complexo antigênico Semliki Forest, entre 7 

eles o Mayaro virus (Hassing et al., 2010). Dessa forma, em regiões onde esses vírus 8 

co-circulam testes adicionais podem ser necessários.  9 
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2. JUSTIFICATIVA 
 

As arboviroses têm representado um grande desafio à saúde pública, 1 

principalmente em países tropicais como o Brasil.  Nos últimos anos, foram registrados 2 

surtos de duas destas infecções até então consideradas de pouca importância, as 3 

febres Zika e Chikungunya. O Ministério da Saúde registrou mais de quase 700 mil 4 

casos prováveis de infecções por ZIKV e CHIKV no país entre 2016 e 2017, entretanto, 5 

uma parcela considerável não foi confirmada.  6 

Dentre as principais causas da diferença entre casos prováveis e confirmados 7 

reside o fato de que tais viroses são indistinguíveis entre si do ponto de vista clínico 8 

e, juntamente com a Febre do Dengue apresentam sintomas muito semelhantes, 9 

dificultado o diagnóstico e exigindo análises laboratoriais precisas. Este fato adquiriu 10 

importância emergencial, principalmente em razão da associação do ZIKV a 11 

complicações neurológicas como a microcefalia e outros sinais clínicos característicos 12 

da síndrome congênita do vírus Zika (SCVZ), levando a Organização Mundial da 13 

Saúde a declarar a emergência do ZIKV como uma ameaça médica global em 2015. 14 

Apesar deste cenário ter sido parcialmente controlado graças a políticas de 15 

prevenção, sendo o fim da emergência nacional em saúde pública pelo ZIKV ter sido 16 

declarado em maio de 2017, ainda há muito o que ser feito neste contexto. 17 

Com um número maior de casos de óbitos registrados em adultos, a febre 18 

Chikungunya também pode apresentar complicações. Em alguns casos foram 19 

constatadas consequências neurológicas, cardiovasculares, renais, hepáticas e 20 

oculares. Além disso, verificou-se a possibilidade de transmissão vertical do CHIKV, 21 

originando encefalopatias nos recém-nascidos.  22 

Até o momento, não existe tratamento eficaz nem vacina para as infecções 23 

por ZIKV e CHIKV. Deste modo, a resposta de saúde pública concentra-se sobretudo 24 

no controle e na prevenção, especialmente em mulheres grávidas. A diferenciação 25 

destas viroses do ponto de vista laboratorial é uma necessidade urgente para a 26 

adequação das políticas de saúde. Testes do tipo point of care, embora prontamente 27 

disponíveis para a clínica, apresentam uma série de limitações como a baixa 28 

especificidade e sensibilidade.  Estudos revelaram a ocorrência de reatividade 29 
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sorológica cruzada entre ZIKV e outros flavivírus, tais como o DENV e o vírus da Febre 1 

Amarela, ambos co-circulantes no Brasil. Ao mesmo tempo, indícios de imprecisão 2 

envolvendo kits disponíveis para o diagnóstico do ZIKV já foram relatados.   3 

Diante das limitações dos atuais ensaios laboratoriais para a detecção de tais 4 

infecções, devido ao período curto de viremia e os requisitos associados aos testes 5 

mais elaborados como RT-PCR, faz-se necessário o desenvolvimento de testes mais 6 

sensíveis, específicos, rápidos, e que além disso, sejam de fácil execução e baixo 7 

custo. Um teste antigênico apresentando como alvo anticorpos do paciente contra 8 

uma proteína viral circulante, é passível de constituir a base de testes de diagnóstico 9 

importantes. As proteínas E1 e E2 de CHIKV bem como a proteína E de ZIKV, 10 

apresentam potencial para compor esse tipo de teste, uma vez que fazem parte do 11 

envelope e portando estão envolvidas com o reconhecimento da partícula viral pela 12 

célula hospedeira, o que gera anticorpos passíveis de detecção e diagnóstico. 13 
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3. OBJETIVOS  

 

3.2. Objetivo geral 

 

 Produzir proteínas que constituem o envelope dos vírus Chikungunya (CHIKV) e 

Zika (ZIKV) em sistema procarioto e avaliar o potencial das mesmas como ferramentas 

diagnósticas. 

 

3.3. Objetivos específicos 

 

a) Construir, a partir de análises in silico, plasmídeos contendo os genes 

codificadores das proteínas E1 e E2 de CHIKV (CHIKV-E1 e CHIKV-E2) e da proteína 

E de ZIKV (ZIKV-E). 

 

b) Expressar as proteínas CHIKV-E1, CHIKV-E2 e ZIKV-E em Escherichia coli. 

 

c) Purificar as proteínas de interesse por cromatografia de afinidade.  

 

d) Verificar a antigenicidade das proteínas produzidas por Western-Blot e ELISA. 
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4. METODOLOGIA 

  

4.1.1. Fase I: Análises de Bioinformática 

A fase inicial deste projeto consistiu no desenho dos genes codificadores das 1 

proteínas de interesse (ZIKV-E, CHIKV-E1 e CHIKV-E2), considerando sua expressão 2 

em sistema procarioto, conforme exibido na Figura 13.  3 

 

Figura 13- Delineamento experimental da Fase I. 

 

4.1.2. Construção dos genes das proteínas de interesse 

Baseado no papel imunológico descrito na literatura (Jin et al., 2015; Dai et al., 4 

2016), optou-se por produzir proteínas com base nas sequências dos genes 5 

codificadores para as proteínas E1 e E2 de CHIKV e E de ZIKV.  6 

Genomas virais depositados no banco de dados GenBank 7 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) até novembro de 2016 foram alinhados no 8 
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software MEGA7. Os critérios de seleção das sequências foram: anotação completa 1 

do gene e ausência de nucleotídeos indefinidos na sequência. 2 

Para o desenho do gene da proteína E do ZIKV, optou-se por trabalhar com 3 

sequências isoladas mundialmente, num total de 148. A sequência utilizada como 4 

referência foi a de número de acesso KU940228, isolada da Bahia, sendo que, após 5 

o alinhamento múltiplo e delimitação da porção codificadora da proteína E, uma 6 

sequência consenso foi gerada a partir do software cons (EMBOSS - 7 

http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/cons).   8 

As sequências utilizadas como referência para CHIKV foram KX262994.1 9 

(genótipo Asiático) e KJ679578 (genótipo ECSA), sendo que ambas, após análise pelo 10 

Blastn, apresentaram 100% de identidade com amostras brasileiras.  11 

Para o desenho dos genes de E1 e E2 de CHIKV trabalhou-se com amostras 12 

brasileiras (42 sequências) e estrangeiras pertencentes aos genótipos circulantes no 13 

Brasil, sendo 112 sequências pertencentes ao genótipo Asiático e 274 sequências ao 14 

genótipo ECSA. Uma análise filogenética foi realizada pelo software MEGA7 (método 15 

Neighbor-Joining) para classificar amostras brasileiras de genótipos até então não 16 

definidos no GenBank e uma árvore filogenética foi criada com auxílio da plataforma 17 

online iTOL (Letunic & Bork, 2016). Foi gerada uma sequência consenso para cada 18 

grupo (Grupo 1: amostras brasileiras, Grupo 2: amostras do genótipo Asian e Grupo 19 

3: amostras do genótipo ECSA). Essas sequências foram comparadas entre si para a 20 

geração de uma sequência única para cada proteína. 21 

As sequências finais codificadoras de ZIKV-E, CHIKV-E1 e CHIKV-E2 foram 22 

códon-otimizadas para a expressão em E. coli pelos softwares Atgme 23 

(http://atgme.org/) (Daniel et al., 2015) e OptimumGene™ - Codon Optimization 24 

(Genescript). Após a tradução das sequências pelo Translate Tool 25 

(https://web.expasy.org/translate/) elas foram analisadas pelo algoritmo Blast-P 26 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) para verificar a similaridade 27 

das sequências construídas com sequências de proteínas já depositadas.  28 

Em seguida, foram feitas análises de porção transmembrana e hibrofobilicade 29 

pelos softwares TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) e Protscale -30 

http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/cons
http://atgme.org/
https://web.expasy.org/translate/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
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Expasy (http://web.expasy.org/Protscale/, opções Transmembrane tendency e Hphob. 1 

-Kyte & Doolittle). A partir dessas predições, foram determinados pontos de corte para 2 

a geração das proteínas sem seus domínios transmembrana. 3 

Finalmente, as sequências das proteínas construídas foram sintetizadas 4 

comercialmente pela empresa Fastbio (Ribeirão Preto, SP), novamente otimizadas e 5 

subclonadas em vetor de expressão pET-21a (+) entre os sítios de NdeI e Xhol, 6 

adicionando uma metionina inicial e uma cauda de histidina (Figura 14).  7 

As sequências antes e após a otimização e corte da porção transmembrana foram 8 

alinhadas pela ferramenta online Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/ 9 

clustalo/). Ao longo deste trabalho, as proteínas produzidas serão tratadas como 10 

ZIKV-E, CHIKV-E1 e CHIKV-E2.  11 

 

Figura 14 - Mapas dos plasmídeos sintéticos desenvolvidos com as sequências dos 
genes de interesse.  Figura gerada a partir do programa SnapGene (GSL Biotech). 

http://web.expasy.org/protscale/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/%20clustalo/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/%20clustalo/


64 
 

 

4.1.3. Análises in silico das proteínas produzidas 

 Após as modificações para inserção dos genes das proteínas de interesse no 1 

plasmídeo de expressão, as estruturas dessas moléculas foram estudadas in silico. 2 

Para avaliar as propriedades físico-químicas utilizou-se a ferramenta Protparam 3 

(Gasteiger, 2005) e a estrutura secundária foi analisada pelo BepiPred 4 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/). 5 

A estrutura tridimensional foi predita pelo software I-Tasser 6 

(http://zhang.bioinformatics.ku.edu/I-TASSER). O I-Tasser (Interative Threading 7 

ASSEmbly Refinement) é uma plataforma para a predição de estrutura tridimensional 8 

de proteínas por meio de uma abordagem denominada threading.  Threading refere-9 

se a um procedimento de bioinformática para identificar proteínas a partir de modelos 10 

de bancos de dados de estrutura já resolvidos que tenham uma estrutura semelhante 11 

ou motivo estrutural similar à da sequência consultada (Roy et al., 2010). Após as 12 

predições pelo I-Tasser foi selecionado o melhor modelo para cada proteína 13 

baseando-se no valor obtido de C-score indicado pelo programa.  14 

 A qualidade do modelo gerado pelo I-Tasser foi validada utilizando as 15 

plataformas online ProSA-web e RAMPAGE. O ProSA-web é uma ferramenta utilizada 16 

para verificar possíveis erros em modelos 3D de estruturas de proteínas. Seu índice 17 

de qualidade (Z-score) é fornecido a partir de um gráfico que mostra pontuações de 18 

todas as cadeias de proteínas determinadas experimentalmente (por raio-X ou RMN), 19 

disponíveis no PDB, relacionando-as com a pontuação do modelo proposto (Sippl, 20 

1993; Wiederstein & Sippl, 2007).  21 

O RAMPAGE é uma ferramenta para gerar gráficos de Ramachandran, uma 22 

forma de visualizar a distribuição da torção dos ângulos em uma proteína. Para isso, 23 

ele descreve as rotações da cadeia principal em torno das ligações entre N-Cα 24 

(chamada Phi, φ) e Cα-C (chamada Psi, ψ). Com ele, é possível ter uma visão geral 25 

dos ângulos das regiões permitidas e não permitidas, sendo um importante indicador 26 

da qualidade de estruturas tridimensionais (Lovell et al., 2002). 27 

 

http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/
http://zhang.bioinformatics.ku.edu/I-TASSER
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4.1.4. Predição da antigenicidade das proteínas 

A antigenicidade das proteínas desenhadas foi avaliada a partir do servidor 1 

online VexiJen V2.0 (http://www.ddphpharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html) 2 

utilizando um threshold de 0,4 (70% acurácia,  84% sensibilidade e  56% 3 

especificidade). Esta ferramenta permite a classificação do antígeno exclusivamente 4 

com base nas propriedades físico-químicas da proteína (Doytchinova & Flower, 2007). 5 

Para avaliar in silico o potencial uso das proteínas como ferramenta de 6 

diagnóstico, as sequências foram submetidas aos programas BepiPred 7 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/), para a predição de epítopos lineares de 8 

célula B (Jespersen et al., 2017), e IUPred (http://iupred.enzim.hu/), para a predição 9 

de desordem estrutural intrínseca, indicando ausência de estrutura secundária e, 10 

consequentemente, regiões de possível interação com anticorpos (Dosztányi, 2005).  11 

Com o intuito de avaliar o potencial da proteína como um todo, optou-se por um 12 

threshold de 0,35 no programa BepiPred, que fornece alta sensibilidade (97%). A 13 

análise pelo IUPRED foi feita a partir da opção long disorder, que prediz a desordem 14 

global independente do contexto, abrangendo pelo menos 30 resíduos consecutivos 15 

desordenados.  16 

 

http://www.ddphpharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html
http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/


66 
 

 

4.2. Fase II: Produção das proteínas recombinantes 

Os experimentos laboratoriais da Fase II (Figura 15) foram executados no 1 

Laboratório de Virologia Básica e Aplicada do Instituto de Ciências Biológicas (LVBA), 2 

situado na UFMG e no Centro de Tecnologia de Vacinas e Diagnóstico (CT Vacinas), 3 

sediado no Parque Tecnológico de Belo Horizonte (BH-TEC). 4 

 

 

Figura 15- Delineamento experimenta da Fase II. 

 

4.2.1. Preparo de células competentes 

Foram preparadas células competentes de E. coli das linhagens XL10 e 5 

BL21(DE3), para clonagem e expressão dos plasmídeos, respectivamente. 6 

O procedimento de quimiocompetência das células foi executado conforme o 7 

protocolo habitual do Laboratório de Virologia Básica e Aplicada da UFMG. As células 8 

sementes foram descongeladas no gelo e transferidas para tubos de centrífuga de 50 9 

mL com 5 mL de meio LB líquido e incubadas overnight (37°C, 200 rpm) em agitador 10 

orbital (Thermo Scientific, EUA). No dia seguinte, as culturas foram inoculadas em 11 

erlenmeyers de 1L contendo 200 mL de meio LB e incubadas a 37 °C em agitador 12 
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orbital a 200 rpm até a D.O. atingir um valor entre 0,4 e 0,6. Posteriormente, as 1 

culturas foram transferidas para tubos, incubadas no gelo por 20 min e centrifugadas 2 

(Jouan, rotor fixo,2700 g, 4 °C, 15 min). O sedimento foi suspenso em solução de 3 

CaCl2 (Quadro 2), sendo novamente incubado no gelo e centrifugado como no passo 4 

anterior. Em seguida, o sedimento foi ressuspendido em solução de CaCl2 com glicerol 5 

(Quadro 2) para o preparo de alíquotas de 100 µL que foram armazenadas a -80 °C.   6 

 

Quadro 2- Soluções utilizadas para o preparo de células competentes. 

CaCl2 (100 mM) CaCl2 (100 mM) com glicerol 

CaCl2  ________ 1,11 g 

HEPES_________ 0,24 g 

H2O destilada qsp 100mL 

 

CaCl2 _________ 0,11 g 

HEPES_________ 0,024 g 

Glicerol 99%____1, 01 mL 

H2O destilada qsp 10mL 

 

A competência das bactérias preparadas foi avaliada por transformação com 7 

pUC18 (controle positivo), por choque térmico, assim como descrito no item 4.2.2, 8 

para o plasmídeo de trabalho.9 

4.2.2. Transformação em XL10 por choque térmico 

O plasmídeo sintetizado comercialmente foi entregue liofilizado sendo 10 

ressuspendido em água livre de nucleasse para uma concentração final de 100 ng/µL, 11 

de acordo com as recomendações do fabricante.  12 

Da alíquota de 100 µL de células XL10 competentes preparadas 13 

anteriormente, foram separados 10 µL para o controle negativo e 90 µL de células 14 

foram transformadas com 1 µL de plasmídeo.  Os dois tubos (controle negativo e 15 

trabalho) foram incubados no gelo por 30 min, sendo feito o choque térmico em banho-16 

maria a 42 °C por 40 segundos e incubados novamente no gelo por 2 min. Adicionou-17 
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se 900 µL de meio LB líquido no tubo trabalho e 90 µL no controle sendo o volume 1 

transferido para tubos de 50 mL e incubados por 1 h, 200 rpm,  2 

37 °C em agitador orbital (Thermo Scientific, EUA). Em seguida, as culturas foram 3 

semeadas (20 µL e 100 µL) em placas de Petri contendo meio LB sólido com 4 

ampicilina (100 µg/mL) e incubadas overnight a 37 °C em estufa (Thermo Scientific, 5 

EUA). 6 

 

4.2.3. Extração de DNA plasmidial in house 

Para confirmar a transformação e o tamanho dos insertos foi feita uma 7 

miniprep manual seguindo-se o protocolo estabelecido no LVBA, que utiliza as 8 

soluções descritas no Quadro 3. Para o preparo do pré-inóculo clones transformados 9 

crescidos em meio seletivo (ampicilina) foram coletados e ressuspendidos em 5 mL 10 

de meio líquido com antibiótico (100 µg/mL ampicilina) em tubos de 50 mL e 11 

submetidos a incubação overnight em agitador orbital (37 °C, 200 rpm). No dia 12 

seguinte, a cultura foi centrifugada (1000 g, 10 min, temperatura ambiente). O 13 

sedimento foi ressuspendido em 200 µL de solução I sendo adicionado, em sequência, 14 

400 µL da solução II com homogeneização suave por 3 minutos. Em seguida, 15 

adicionou-se 400 µL de solução III e homogeneizou-se por inversão. As amostras 16 

foram transferidas para tubos de microcentrífuga, incubados no gelo (30 minutos) e 17 

centrifugadas (10.000 g, 4°C, 15 min). Em seguida, o sobrenadante 18 

(aproximadamente 800 µL) foi transferido para tubos contendo 600 µL de isopropanol 19 

gelado, com posterior homogeneização por inversão. Os tubos foram novamente 20 

centrifugados (10.000 g, 4°C, 15 min), sendo o sobrenadante descartado e o 21 

sedimento tratado com 500 µL de etanol 70%. Após uma nova centrifugação, o 22 

sobrenadante foi descartado e o sedimento foi seco em banho maria (52 °C) sendo 23 

em seguida, ressuspendido em 20 µL de água nuclease-free e quantificado em 24 

espectrofotômetro (NanoVue Plus, GE Healthcare Life Sciences). 25 
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Quadro 3 – Soluções utilizadas para a extração de DNA plasmidial 

Solução I - GT/RNase 

Glicose – 50 mM – 0,45 g 

Tris HCl – 25 mM- 1,97 (pH 8,0) 

EDTA – 10 mM- 0,18 g (pH 8,0) 

H2O MiliQ – qsp 50 mL 

 

• Filtração (filtro 0,45 µM) e adição de RNAse para concentração final 150 

µg/mL. 

• Armazenamento a 4 °C. 
 

Solução II – Lise Solução III – Neutralização 

SDS – 1% - 0,5 g 

NaOH 10 N- 1 mL 

H2O Miliq – qsp 50 mL 

• Armazenamento a 4 °C. 

Acetato de potássio- 3M - 6,5 g 

H2O Miliq – qsp 50 mL 

• Correção do pH para 4,8. 

• Armazenamento a 4 °C. 

 

 

4.2.4. Digestão do DNA plasmidial  

Após a quantificação, o produto da miniprep manual foi digerido com as 1 

enzimas de restrição XbaI e XhoI (Promega, EUA) sendo o procedimento realizado de 2 

acordo com as recomendações do fabricante.  3 

Inicialmente, os reagentes foram misturados por pipetagem (exceto o DNA) 4 

sendo o conteúdo distribuído em tubos de 0,2 mL. Para cada reação foram 5 

adicionados 2 µL do tampão D (10x), 0,2 µL de albumina sérica bovina acetilada (BSA, 6 

10 mg/mL), 0,5 µL de XbaI e 0,5 µL de XhoI (ambas a 10 U/µL) e ddH2O 15,8 µL. O 7 

DNA foi adicionado individualmente em cada tubo (1µL, correspondente a 0,2-1,5 µg) 8 

e homogeneizado, sendo o volume total da reação de 20 µL.  O tempo de restrição foi 9 

de 3 h, a 37ºC.   10 
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O produto da digestão foi analisado em gel de agarose 1% com brometo de 1 

etídeo (0.5 µg/mL) e comparado aos padrões Quick-Load 100 bp DNA Ladder (New 2 

England Biolabs) e EZ Load 1 kb Molecular Ruler (Bio-rad). 3 

 

4.2.5. Transformação em BL21(DE3) 

De forma semelhante a transformação em XL10 para o estoque de 4 

plasmídeos foram utilizadas células competentes de E. coli da linhagem BL21(DE3) 5 

para expressão das proteínas seguindo-se o mesmo protocolo descrito no item 4.2.2. 6 

 

4.2.6. Expressão das proteínas recombinantes 

Inicialmente, o procedimento de indução da expressão foi realizado em 7 

pequena escala, e, após a padronização das condições ideais, foram obtidas 8 

proteínas recombinantes em grandes quantidades.  9 

Na primeira etapa da padronização, clones bacterianos da linhagem 10 

BL21(DE3) transformados com os plasmídeos contendo os genes de interesse foram 11 

crescidos em meio LB suplementado com ampicilina (100 μg/mL) sob agitação a 12 

180rpm, a 37°C até atingir DO600 = 0,6. Posteriormente, foi adicionado o IPTG (1 mM) 13 

e a cultura foi incubada no agitador a 37°C por 5 horas. O sedimento celular foi obtido 14 

por centrifugação (20 min, 6000 x g) e a expressão das proteínas recombinantes foi 15 

avaliada por eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) como descrito 16 

no item 4.2.8. 17 

Os melhores clones foram selecionados para a etapa seguinte de 18 

padronização variando o tempo de indução (1 a 5 horas ou overnight) e a 19 

concentração de IPTG (0,5 a 2mM). Após a determinação da melhor condição de 20 

expressão para cada proteína, foi feita sua produção em larga escala.  Clones 21 

selecionados foram utilizados para o preparo do pré-inoculo, que após crescimento 22 

overnight a 37°C, foram  adicionados a 500 mL de meio LB suplementado com 23 

ampicilina (100 μg/mL) e após atingir a DO600 desejada (0,6) foram induzidos de 24 

acordo com os resultados da padronização.  25 
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4.2.7. Purificação das proteínas por cromatografia de afinidade 

Após a indução da expressão das proteínas recombinantes, as culturas foram 1 

centrifugadas a 10,000 x g por 10 minutos a 4°C. Os sedimentos bacterianos foram 2 

ressuspendidos em tampão de lise gelado (6 ou 8M Ureia, Imidazol 30 mM em PBS 3 

1X, pH 8,0) correspondente a 10% do volume inicial da cultura. Para evitar problemas 4 

de viscosidade, foi adicionado DNase (1 mg/mL, sendo 1 µL por cada mL de 5 

suspensão de células). Posteriormente, os lisados foram submetidos à prensa 6 

francesa (Prench Press Cell Disrupter, Thermo Electron Corporation, EUA) ou 7 

homogeneizador da alta pressão (Emulsiflex, Avestin, Canadá) de 7.000 a 10.000 psi 8 

repedindo o processo por três vezes. O extrato celular foi recolhido num tubo e 9 

mantido em gelo sendo posteriormente clareado por centrifugação (10.000 x g, 4°C, 10 

45 min) e filtragem (filtro de seringa, 0,45 μm). 11 

Os lisados bacterianos foram purificados por cromatografia de afinidade, com o 12 

kit HisTrap HP System (GE Healthcare Life Sciences) no aparelho ÄKTAprime plus 13 

(GE Healthcare Life Sciences), seguindo as instruções do fabricante, pela opção 14 

Method Run, aba Template opção Affinity (AC).  A coluna foi lavada inicialmente com 15 

água Milli-Q (Merk Millipore), por 5x o volume da coluna. A etapa de equilíbrio consistiu 16 

na lavagem da coluna com tampão A (6 ou 8M Ureia, Imidazol 30 mM em PBS 1X, pH 17 

8,0). Em seguida, a amostra foi injetada no aparelho através do loop, e a eluição foi 18 

realizada com gradiente do tampão B (6 ou 8M Ureia, Imidazol 500 mM em PBS 1X, 19 

pH 8,0) – de 0 a 100% – sendo coletadas alíquotas de 1,0 mL e armazenadas a 4°C. 20 

 

4.2.8. SDS-PAGE  

As amostras resultantes dos ensaios de expressão e purificação foram 21 

submetidas a e separação eletroforética em gel de poliacrilamida. Os géis foram 22 

preparados a partir de uma solução estoque 30% acrilamida/0,8% bis-acrilamida. O 23 

gel de resolução foi preparado para uma concentração final de 12% de acrilamida, 24 

Tris-HCl 1,5 M pH 8,8, 0,1% de APS, 0,1% de SDS e 0,04% de TEMED. O gel de 25 

concentração consistiu em 5% de acrilamida, Tris-HCl 1 M, pH 6,8, 0,1% de APS, de 26 
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SDS e 0,1% TEMED. Foi utilizado o marcador MWSDS 70L (M.w.14kDa-70kDa) 1 

(SIGMA, EUA). 2 

O tampão de corrida foi preparado a partir de Tris-HCl 25 mM; Glicina 192 3 

mM; SDS 0,1% (pH 8,3) e o gel foi submetido a uma voltagem de 60 V até passagem 4 

das amostras pelo gel de empilhamento sendo então aplicada a voltagem de 100 V. 5 

Após a corrida o gel foi deixado em solução fixadora (40% de metanol e 10% de ácido 6 

acético)  por 30 min ou overnight e subsequentemente corado por Coomassie Blue 7 

[Azul Coomassie R-250 (BioRad, EUA) 50 % de metanol e 10% de ácido acético] por 8 

15 min  e descorados com uma solução de 10% de metanol e 7% de ácido acético.  9 

 

4.2.9. Quantificação das proteínas recombinantes 

As proteínas purificadas foram quantificadas pelo método 2D Quant Kit (GE 10 

Healthcare Life Sciences). O procedimento foi realizado em placas de 96 poços de 11 

acordo com as recomendações do fabricante. A absorbância foi mensurada em 12 

espectrofotômetro de microplacas (Multiskan GO, Thermo Fisher Scientific) a 480 nm 13 

e a quantificação foi estabelecida em função da curva-padrão da proteína BSA, de 14 

concentração conhecida, considerando-se os resultados obtidos para cada amostra.  15 
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4.3. Fase III – Verificação da antigenicidade das proteínas recombinantes 

 

Esta fase consistiu na constatação da purificação das proteínas por reação com 1 

anticorpos comerciais em ensaios de Western-blot. Além disso, as proteínas em 2 

estudo foram testadas quanto a capacidade de detectar anticorpos em amostras de 3 

soros de animais e pacientes infectados (Figura 16). 4 

 

 

Figura 16 - Delineamento experimental da Fase III. 

 

4.3.1. Obtenção de soros para testes de Western-Blot e ELISA 

 

Soros de animais infectados e de pacientes foram obtidos em parceria com 5 

outros laboratórios e instituições. Soro de fêmeas de camundongos da linhagem 6 

BALB/c foram cedidos gentilmente pela professora Dra. Silva Sardi, da Universidade 7 

Federal da Bahia. Os animais foram infectados com 7 semanas, pela via intravenosa 8 

com 1x106 PFU do ZIKV, sendo o sangue coletado após 35 dias de infecção por 9 

punção da veia cava inferior.  10 

No caso do soro animais infectados por CHIKV, a parceria foi feita com o 11 

laboratório da professora Danielle da Glória de Souza do Laboratório de Biologia 12 
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Molecular de Microrganismos (Departamento de Microbiologia UFMG). Animais 1 

C57BL/6 com 4 semanas de idade foram infectados por via intraplantar com 1x106 2 

PFU de CHIKV sendo o soro coletado após 37 dias.  3 

Soros de pacientes infectados por DENV, ZIKV e CHIKV, além de amostras 4 

negativas foram obtidos em parceria com o Serviço de Virologia e Riquetsioses da 5 

Fundação Ezequiel Dias (Funed), Belo Horizonte, através da colaboração com o Dr. 6 

Glauco Carvalho. Nem todas as amostras negativas haviam sido caracterizadas 7 

para CHIKV, havendo necessidade de recaracterização pelo Kit comercial da 8 

EuroImmun (Anti-Chikungunya Virus ELISA IgG Lot 50604AM). Amostras de ZIKV e 9 

DENV foram caracterizadas pela FUNED por sorologia de IgM, enquanto o kit 10 

comercial para CHIKV utilizado detecta imunoglobulinas do tipo IgG, o que justifica a 11 

metodologia empregada neste projeto. Os números amostrais para os ELISAs de 12 

CHIKV estão indicados na Tabela 1 e, para ZIKV-E, na Tabela 2.  13 

 

 

Tabela 1- Número amostral de soros de 
pacientes utilizados nos ensaios de 
ELISA, considerando as proteínas de 
CHIKV. 

 

   CHIKV-E1 CHIKV-E2 

 S
o

ro
s
 

C
H

IK
V

 

IgG + 16 34 

IgG - 16 25 

 Total 32 59 

 

 

Tabela 2- Número amostral de soros 
de pacientes utilizados nos ensaios 
de ELISA para ZIKV-E. 

  ZIKV-E 

S
o

ro
s
 

Z
IK

V
 IgM + 36 

IgM - 32 

S
o

ro
s
 

D
E

N
V

 

IgM + 26 

 Total 94 

4.3.2. Western-Blot  

A antigenicidade das proteínas produzidas foi avaliada por western-blot, em 14 

que as amostras foram submetidas a corrida eletroforética por SDS-PAGE [Marcador 15 

Precision Plus Protein Dual Color Standards (Biorad) ou  PageRuler Plus Prestained 16 
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Protein Ladder (Thermo Scientific)] e posteriormente transferidas para membranas de 1 

fluoreto de polivinilideno (PVDF) (GE Healthcare, HybondTM-P) por 2 horas a um 2 

potencial elétrico constante de 100 V, no aparelho Mini Trans-Blot® Electrophoretic 3 

Transfer Cell (Bio-Rad). A membrana foi tratada com tampão de bloqueio 2,5% [2,5% 4 

(p/v) de leite desnatado em pó em PBS-T (PBS 1X + 0,1% de Tween 20)] overnight a 5 

4°C, e posteriormente lavadas com PBS-T por três vezes, sendo trocada a cada 5 6 

minutos.  7 

A reação foi feita com anticorpo anti-histidina (anti-his 1:2500, Sigma Aldrich) 8 

e com pool de soros (1:50) de camundongos infectados. Para ZIKV-E, além destes 9 

também foi testado o anticorpo comercial antiflavivirus (4G2, 1:2500, Merk), sendo, 10 

para todos os casos, a incubação por 1-2h. Em seguida, a membrana foi novamente 11 

lavada e incubada com anticorpo secundário (anti-mouse 1:2000, Sigma Aldrich) por 12 

1 hora.  13 

A revelação foi feita com DAB (0,01 g em 10 ml PBS 1x) e cloronaphtol (0,005 14 

g diluído em 1,66 ml de metanol + 8,32 ml PBS 1 X) ou com adição de 1 mL do 15 

reagente Luminata Classico Western HRP subtrate (Millipore) sobre a membrana.  16 

 

4.3.3. Ensaios de ELISA Indireto 

 
Placas de ELISA 96 poços (Costar, EUA) foram sensibilizadas overnight a 4 17 

ºC com as proteínas recombinantes diluídas em tampão carbonato (Na2CO3 0,16%, 18 

NaHCO3 0,24% e pH 9,6). Após a padronização, optou-se pelas seguintes 19 

concentrações: ZIKV-E 400 ng/poço, CHIKV-E1 250 ng/poço e CHIKV-E2 500 20 

ng/poço. Em seguida da sensibilização as placas foram lavadas com 350 µL de PBS-21 

T (PBS 1X + 0,1% de Tween 20) por 5 vezes na lavadora sendo adicionado em 22 

sequência 280 µL/poço de solução de bloqueio (leite em pó 5% diluído em PBS-T) e 23 

incubando a temperatura ambiente, por 2 horas. As amostras de soro foram diluídas 24 

na contração 1:100 em solução de PBS-T + 0,5 % leite em pó.  25 

As placas foram novamente lavadas como descrito anteriormente sendo adicionadas 26 

as amostras diluídas (100 µL/poço) e incubadas por 45 min a 37°C. Em seguida, as 27 

placas foram novamente lavadas para posterior adição do anticorpo secundário. 28 
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Foram utilizados anticorpos anti-IgG-human-peroxidase (1:40.000, Sigma Aldrich) e 1 

anti-IgM-human-peroxidase (1:10.000, Sigma Aldrich) sendo aplicado 100 µL/poço e 2 

incubado por 30 minutos a 37°C com posterior lavagem. Aplicou-se 100 µL/poço de 3 

solução de TMB comercial incubando a temperatura ambiente no escuro por 10 4 

minutos. A reação foi parada com solução de H2SO4 0,5 M e a absorbância foi 5 

verificada em leitor de ELISA a 450 nm no aparelho Multiskan Go (Thermo Fisher 6 

Scientific). 7 

 

4.3.3.1.  Análise dos dados e avaliação do desempenho das proteínas no ELISA 

 

Para organização e análise dos dados gerados pelo ELISA foi utilizado o 8 

programa Microsoft Excel 2016 e o software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Inc, 9 

EUA). O desempenho das proteínas recombinantes foi avaliado pela razão entre a 10 

média das absorbâncias encontradas para as amostras positivas dividida pela média 11 

das absorbâncias das amostras negativas. Também foram avaliados os parâmetros 12 

de sensibilidade (S), especificidade (E), valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo 13 

negativo (VPN) e acurácia (AC), como mostrado na Tabela 3 e no Quadro 4. 14 

 

Tabela 3- Referência para a classificação dos resultados pelos testes de ELISA 

Classificação dos 

Soros 

Resultado do ELISA 
Total 

Positivo Negativo 

Positivos Verdadeiro positivo (A) Falso negativo (C) A+C 

Negativos Falso Positivo (B) Verdadeiro negativo (D) B+D 

Total A+B C+D A+B+C+D 

 

Quadro 4 - Parâmetros para avaliar o desempenho das proteínas no ELISA. 
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O valor de cutoff foi definido com base na melhor relação de sensibilidade e 1 

especificidade utilizando a curva ROC (Receiver Operator Curve) obtida pelo 2 

GraphPad Prism 7.0. Com base neste programa, a exatidão do teste pode ser avaliada 3 

pela área sob a curva ROC (AUC) da seguinte forma: 4 

- AUC > 0,7: teste com desempenho satisfatório 5 

- AUC < 0,5: teste incapaz de discriminar amostras positivas de negativas.  6 

Especificidade: 𝐸 =
𝐷

(𝐵+𝐷)
 

 

Sensibilidade: 𝑆 =
𝐴

(𝐴+𝐶)
 

 

Valor Preditivo Positivo: 𝑉𝑃𝑃 =
𝐴

(𝐴+𝐵)
 

 

Valor Preditivo Negativo: 𝑉𝑃𝑁 =
𝐷

(𝐶+𝐷)
 

 

Acurácia: 𝐴𝐶 =
(𝐴+𝐷)

(𝐴+𝐵+𝐶+𝐷)
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5. RESULTADOS 

 

5.1.  Fase I: Análises de Bioinformática 

 

5.1.1. Construção das sequências sintéticas de CHIKV-E1, CHIKV-E2 e ZIKV-E 
 

Para a escolha das sequências de CHIKV foi necessário separar as amostras 1 

quanto ao genótipo. Amostras de CHIKV isoladas no Brasil não caracterizadas 2 

genotipicamente (até o período da construção dos genes) foram analisadas pelo 3 

programa MEGA7. A árvore filogenética que classifica as sequências isoladas no país 4 

é apresentada na Figura 17. A partir desta análise foi possível definir os grupos de 5 

sequências de acordo com o genótipo.   6 

 

Figura 17 - Análise filogenética de sequências brasileiras considerando os genótipos 
detectados no país. Em verde as sequências de genótipo ESCA e em azul as 
sequências pertencentes ao genótipo Asiático. Figura gerada com auxílio da 
plataforma online iTOL. 
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Ao alinhar as sequências de aminoácido geradas a partir dos consensos para 1 

os genótipos Asiático e ECSA, verificou-se que proteína E1 é bastante similar entre 2 

eles (Figura 18).   3 

 

Figura 18 – Alinhamento, pelo Clustal Omega, entre as sequencias consenso geradas 
a partir dos genótipos Asiático e ESCA para escolha de uma sequência única de 
trabalho de CHIKV-E1. 

 

Com a utilização da ferramenta PROVEAN (Choi et al., 2012) - capaz de prever 4 

se substituições de aminoácidos tem um impacto na função biológica de uma proteína- 5 

foi possível constatar que nenhuma diferença entre as sequências é significativa. 6 

(Tabela 4). Diante deste fato, optou-se por uma sequência para CHIKV-E1 gerada a 7 

partir do consenso de amostras do genótipo Asiático e ECSA, incluindo as amostras 8 

isoladas no Brasil.  9 
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Tabela 4 - Resultados gerados pelo programa PROVEAN para avaliação de 
diferenças de aminoácidos em sequências da proteína CHIKV-E1 

Variação PROVEAN score Predição (cutoff= -2.5) 

N72S -0.401 Neutro 

A98T 0.423 Neutro 

T145A -1.272 Neutro 

K211E -1.342 Neutro 

V226A 2.126 Neutro 

V269M 0.532 Neutro 

E284D 2.804 Neutro 

P304S 1.135 Neutro 

 

 

 

No caso de CHIKV-E2 observou-se que a consenso gerada considerando as 1 

sequências do genótipo Asiático era idêntica a consenso brasileira e estas 2 

apresentavam algumas divergências em relação à consenso ECSA. Concluiu-se, 3 

portanto, que o ideal seria trabalhar apenas com o genótipo Asiático (incluindo as 4 

amostras isoladas no Brasil pertencentes a este grupo) (Figura 19). 5 

A sequência final de cada proteína foi submetida a busca por similaridade 6 

utilizando-se o algoritmo Blast-P e nos três casos houve resultados de 100% de 7 

identidade com amostras isoladas no Brasil.  8 
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Figura 19  - Alinhamento, pelo Clustal Omega, para escolha de uma sequência única 
de trabalho de CHIKV-E2. 

 

5.1.2. Análises de porção transmembrana, hidrofobicidade e desordem 

estrutural 

Após a definição de cada sequência de proteína a ser produzida, estas ainda 1 

foram adaptadas para uma melhor expressão em vetor procarioto. Para isso, elas 2 

foram códon otimizadas e tiveram suas porções transmembrana removidas. 3 
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Para a proteína CHIKV-E1 a predição de porção transmembrana pela 1 

ferramenta TMHMM 2.0 indicou a presença de regiões transmembrana a partir do 2 

resíduo de aminoácido 414 (com 59% de probabilidade deste resíduo pertencer a 3 

porção transmembrana). As análises pelo Protscale mostraram uma tendência a 4 

transmembrana a partir do aa 423 e de hidrofobicidade a partir do aminoácido 416 5 

(Tabela 5, Figura 20). 6 

   
Tabela 5- Análises de porção transmembrana e hidrofobicidade para CHIKV-E1 

  TMHMM Protscale (Expasy) 

# aa Interna Membrana Externa Transmembrana  Hidrofobicidade 

411 0,032 0,008 0,960 -0,004 0,044 

412 0,031 0,021 0,947 -0,181 -0,211 

413 0,025 0,282 0,693 0,033 0,344 

414 0,019 0,592 0,388 -0,158 0,400 

415 0,009 0,831 0,160 -0,111 0,356 

416 0,002 0,914 0,084 0,249 1,211 

417 0,000 0,982 0,017 0,789 2,111 

418 0,000 0,991 0,008 0,612 1,811 

419 0,000 0,997 0,002 0,803 2,356 

420 0,000 0,999 0,001 0,867 2,600 

421 0,000 1,000 0,000 0,930 2,844 

422 0,000 1,000 0,000 0,977 2,800 

423 0,000 1,000 0,000 1,217 3,344 

424 0,000 1,000 0,000 1,217 3,344 

425 0,000 1,000 0,000 1,280 3,378 
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Figura 20 - Análise in silico de hidrofobicidade (Protscale), tendência a porção 
transmembrana (TMHMM Server) e tendência a desordem estrutural (IUPRED) para 
a proteína CHIKV-E1. 

 

Para CHIKV-E2, a predição de porção transmembrana pela ferramenta 1 

TMHMM 2.0 indicou a presença de regiões transmembranas a partir do resíduo de aa 2 

365 (com 53% de probabilidade deste resíduo pertencer a porção transmembrana). 3 

Análises de tendência a porção transmembrana e hidrofobicidade pelo Protscale 4 

indicaram uma tendência a transmembrana a partir do aa 373, e a análise de 5 

hidrofobicidade apresentou um score>1 a partir o aa 366 (Tabela 6, Figura 21).   6 
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Tabela 6- Análises de porção transmembrana e hidrofobicidade para CHIKV-E2 

 TMHMM Protscale (Expasy) 

# aa Interna Membrana Externa Transmembrana Hidrofobicidade 

364 0,012 0,184 0,804 -0,044 -0,178 

365 0,011 0,531 0,458 0,057 0,433 

366 0,010 0,742 0,248 0,534 1,289 

367 0,008 0,863 0,128 0,534 1,289 

368 0,003 0,955 0,043 0,421 1,344 

369 0,001 0,985 0,014 0,737 1,989 

370 0,000 0,996 0,004 0,814 2,267 

371 0,000 0,998 0,002 0,600 1,967 

372 0,000 0,999 0,001 0,856 2,356 

373 0,000 0,999 0,001 1,032 2,656 

374 0,000 0,999 0,001 1,079 2,611 

 

 

 

Figura 21 - Análise in silico de hidrofobicidade (Protscale), tendência a porção 
transmembrana (TMHMM Server) e tendência a desordem estrutural (IUPRED) para 
a proteína CHIKV-E2. 
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 Para ZIKV-E, a predição de porção transmembrana pela ferramenta TMHMM 1 

2.0 indicou a presença de regiões transmembranas a partir do resíduo de aa 456 (com 2 

60% de probabilidade deste resíduo pertencer a porção transmembrana). Análises de 3 

tendência a porção transmembrana e hidrofobicidade pelo Protscale (Expasy, scale 4 

Hphob. / Kyte & Doolittle), apresentaram diferentes pontos de corte prováveis. 5 

Enquanto o primeiro mostrou uma tendência a TM a partir do aa 459, a análise de 6 

hidrofobicidade mostrou picos estreitos acima de score=1 ao longo de quase toda a 7 

extensão da proteína, apresentando um pico mais amplo após o aa 449 (Tabela 7, 8 

Figura 22).  9 

 

Tabela 7- Análises de porção transmembrana e hidrofobicidade para ZIKV-E 

        TMHMM  Protscale (Expasy) 

# aa Interna Membrana Externa Hidrofobicidade Transmembrana 

445 
446 

0,028 
0,028 

0,005 
0,006 

0,967 
0,965 

0,467 
0,000 

0,069 
-0,154 

447 0,028 0,009 0,962 0,244 -0,091 

448 0,028 0,015 0,957 0,878 0,336 

449 0,028 0,017 0,955 1,233 0,577 

450 0,028 0,020 0,953 0,300 -0,027 

451 0,027 0,022 0,951 0,567 0,074 

452 0,026 0,027 0,947 1,378 0,481 

453 0,025 0,038 0,936 1,189 0,482 

454 0,025 0,043 0,931 0,833 0,241 

455 0,007 0,368 0,625 0,833 0,241 

456 0,003 0,596 0,402 0,844 0,354 

457 0,002 0,668 0,330 0,556 0,253 

458 0,001 0,832 0,167 0,144 0,203 

459 0,001 0,918 0,081 0,889 0,808 
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Figura 22 - Análise in silico de hidrofobicidade (Protscale), tendência a porção 
transmembrana (TMHMM Server) e tendência a desordem estrutural (IUPRED) para 
a proteína ZIKV-E. 

 

As predições de tendência a desordem estrutural pelo IUPRED mostraram que 1 

as proteínas em estudo possuem desordem intermediária ao longo de suas estruturas 2 

(Figuras 20, 21 e 22). Neste tipo de análise, valores próximos a 1 indicam ausência 3 

de estrutura terciária ou uma maior linearidade. Moléculas lineares apresentam 4 

maiores chances de interação com anticorpos, e, portanto, melhor probabilidade de 5 

sucesso como ferramentas de diagnóstico. 6 

Após a remoção das porções transmembrana, os genes foram códon-7 

otimizados para uma melhor expressão em sistema procarioto. Como pode ser visto 8 

nas Figuras 23 e 24, a comparação entre as sequências antes e após a otimização 9 

revela que este processo não alterou as sequências de aminoácidos. 10 
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Figura 23 – Alinhamento, pelo Clustal Omega, comparando as sequências de CHIKV-
E1 e CHIKV-E2 antes e após a otimização e remoção das porções transmembrana. 
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Figura 24 – Alinhamento, pelo Clustal Omega, comparando as sequências de ZIKV-
E antes e após a otimização e remoção das porções transmembrana. 

 

5.1.3. Análises físico-químicas e estruturais das proteínas construídas 

As sequências finais das proteínas, sem domínios transmembrana e após a 1 

inserção de seus respectivos genes nos sítios NdeI e XhoI são expostas a seguir, no 2 

Quadro 5. 3 
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1 

CHIKV-E1 

MYEHVTVIPNTVGVPYKTLVNRPGYSPMVLEMELLSVTLEPTLSLDYITCEYKTVI

PSPYVKCCGTAECKDKSLPDYSCKVFTGVYPFMWGGAYCFCDTENTQLSEAHV

EKSESCKTEFASAYRAHTASASAKLRVLYQGNNITVAAYANGDHAVTVKDAKFIV

GPMSSAWTPFDNKIVVYKGDVYNMDYPPFGAGRPGQFGDIQSRTPESEDVYAN

TQLVLQRPSAGTVHVPYSQAPSGFKYWLKERGASLQHTAPFGCQIATNPVRAM

NCAVGNMPISIDIPDAAFTRVVDAPSLTDMSCEVSACTHSSDFGGVAIIKYAASKK

GKCAVHSMTNAVTIREAEIEVEGNSQLQISFSTALASAEFRVQVCSTQVHCAAEC

HPPKDHIVNYPASHTTLGVQDISATAMSWVQKILEHHHHHH 

CHIKV-E2 

MSIKDHFNVYKATRPYLAHCPDCGEGHSCHSPVALERIRNEATDGTLKIQVSLQI

GIKTDDSHDWTKLRYMDNHMPADAERAGLFVRTSAPCTITGTMGHFILARCPKG

ETLTVGFTDGRKISHSCTHPFHHDPPVIGREKFHSRPQHGRELPCSTYAQSTAAT

AEEIEVHMPPDTPDRTLMSQQSGNVKITVNSQTVRYKCNCGDSSEGLTTTDKVI

NNCKVDQCHAAVTNHKKWQYNSPLVPRNAEFGDRKGKVHIPFPLANVTCRVPK

ARNPTVTYGKNQVIMLLYPDHPTLLSYRNMGEEPNYQEEWVTHKKEIRLTVPTE

GLEVTWGNNEPYKYWPQLSTNGTAHGHPHEIILYYYELYPLEHHHHHH 

ZIKV-E 

MIRCIGVSNRDFVEGMSGGTWVDVVLEHGGCVTVMAQDKPTVDIELVTTTVSNM

AEVRSYCYEASISDMASDSRCPTQGEAYLDKQSDTQYVCKRTLVDRGWGNGC

GLFGKGSLVTCAKFACSKKMTGKSIQPENLEYRIMLSVHGSQHSGMIVNDTGHE

TDENRAKVEITPNSPRAEATLGGFGSLGLDCEPRTGLDFSDLYYLTMNNKHWLV

HKEWFHDIPLPWHAGADTGTPHWNNKEALVEFKDAHAKRQTVVVLGSQEGAVH

TALAGALEAEMDGAKGRLSSGHLKCRLKMDKLRLKGVSYSLCTAAFTFTKIPAET

LHGTVTVEVQYAGTDGPCKVPAQMAVDMQTLTPVGRLITANPVITESTENSKMM

LELDPPFGDSYIVIGVGEKKITHHWHRSGSTIGKAFEATVRGAKRMAVLGDTAWD

FGSVGGALNSLGKGIHQILEHHHHHH 

Quadro 5- Sequências finais das proteínas truncadas de CHIKV e ZIKV. 
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Para avaliar as propriedades físico-químicas de CHIKV-E1, CHIKV-E2 e ZIKV-1 

E, utilizou-se a ferramenta Protparam (Expasy) capaz de estimar o peso molecular de 2 

cada proteína com base em sua sequência de aminoácidos. Como pode ser visto na 3 

Tabela 8, as proteínas possuem cerca de 46, 42 e 50 kDa, respectivamente.  4 

 

Tabela 8 -  Propriedades físico-química das proteínas construídas 

 CHIKV-E1 CHIKV-E2 ZIKV-E 

Número de aminoácidos 422 373 457 

Peso Molecular (kDa) 46 42 50 

Ponto isoelétrico (pI) 6,12 7,39 6,36 

 

 

 Os resultados das predições de estrutura secundária serão apresentados no 5 

tópico 5.1.4, a seguir, juntamente com as análises de predição de epítopos por se 6 

tratar do mesmo software utilizado.   7 

 Para predições da estrutura tridimensional utilizou-se a plataforma I-Tasser 8 

sendo selecionado, para cada proteína, o modelo de maior C-score, parâmetro que 9 

indica a qualidade do modelo predito. Valores de C-score giram em torno de -5 a 2, 10 

sendo que valores mais elevados indicam maior confiabilidade. Os valores 11 

encontrados para CHIKV-E1, CHIKV-E2 e ZIKV-E, foram 1,23, 0,89 e 1,73, 12 

respectivamente, indicando um bom resultado nos três casos. Os modelos estão 13 

representados nas Figuras 25.A, 26.A e 27.A. 14 

Em seguida, o modelo gerado pelo I-Tasser foi validado utilizando os 15 

programas ProSA-web e RAMPAGE. No primeiro caso, o Z-score indica a qualidade 16 

geral da estrutura tridimensional. Seu valor é exibido em um gráfico que contém os Z-17 

scores de todas as cadeias de proteínas determinadas experimentalmente (por raio-18 

X ou RMN) no PDB. As análises pelo ProSA-web, indicaram que os três modelos estão 19 

dentro da gama de pontuação tipicamente encontrada para proteína nativas de 20 

tamanhos similares (Figuras 25.B, 26.B e 27.B), com um Z-score de -6,46, -6,71 e -21 

7,52 para CHIKV-E1, CHIKV-E2 e ZIKV-E, respectivamente.  22 
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Para o modelo de CHIKV-E1, o gráfico de Ramachandran obtido pelo 1 

RAMPAGE apresentou 85,7% de resíduos na região favorável, 11,9% na região 2 

permitida e 2,4% na região não permitida (Figura 25.C). Para o modelo de CHIKV-E2, 3 

foram 80.9% de resíduos na região favorável, 13.2% na região permitida e 5,9% na 4 

região não permitida (Figura 26.C). Por fim, para o modelo de ZIKV-E, o gráfico 5 

apresentou 80,9% de resíduos na região favorável, 14,3% na região permitida e 4.8% 6 

na região não permitida (Figura 27.C). 7 

 

 

 

Figura 25 - Predição da estrutura tridimensional para CHIKV-E1. A: Representação 
em cartoon do modelo com maior C-score obtido pelo programa I-Tasser, B: Gráfico 
gerado pelo programa ProSA-web que representa a qualidade geral da predição, 
comparando o Z-score do modelo ao Z-score de proteínas depositadas no PDB. 
Grupos de estruturas obtidas por diferentes fontes (raio-X, RMN) são distinguidas por 
cores diferentes. C: Diagrama de Ramachandran gerado pelo RAMPAGE, em que 
resíduos que se encontram em regiões consideradas favoráveis, permitidas e não 
permitidas são representados por ícones pretos, amarelos e vermelhos, 
respectivamente.  
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Figura 26- Predição da estrutura tridimensional para CHIKV-E2. A: Representação 
em cartoon do modelo com maior C-score obtido pelo programa I-Tasser, B: Gráfico 
gerado pelo programa ProSA-web. C: Diagrama de Ramachandran gerado pelo 
RAMPAGE. 

 

Figura 27 - Predição da estrutura tridimensional para ZIKV-E. A: Representação em 
cartoon do modelo com maior C-score obtido pelo programa I-Tasser, B: Gráfico 
gerado pelo programa ProSA-web. C: Diagrama de Ramachandran gerado pelo 
RAMPAGE. 
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5.1.4. Predição da antigenicidade das proteínas  

O potencial antigênico CHIKV-E1, CHIKV-E2 e ZIKV-E foi avaliada através do 

servidor online VexiJen V2.0. Os resultados desta predição sugerem que tais 

proteínas são prováveis antígenos com uma pontuação de 0,5016, 0,5325 e 0,5876, 

respectivamente.  

Para a avaliação das proteínas em relação a presença de epítopos lineares 

de célula B as sequências foram submetidas aos programas BepiPred. Esta 

ferramenta identifica regiões de α-hélices (H -Helix), folhas-β (E – Sheet) e estrutura 

aleatória (C - random coil) ao longo da sequência proteica. Os epítopos são 

frequentemente encontrados em regiões do tipo random coil indicando maior grau de 

exposição.  As três proteínas em questão possuem amplas regiões desse tipo (Figuras 

28 e 29).  

 

 

Figura 28 - Análise das sequências para ZIKV-E pelo BepiPred-2.0 com threshold de 
0,35. Regiões assinaladas com “E” indicam predições de epítopos enquanto “.” 
indicam regiões consideradas improváveis Predição de estrutura secundária: Helix (H 
- gradiente rosa), Sheet (E – gradiente azul) e Coil (gradiente laranja) pelo NetsurfP. 
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Figura 29 - Análise das sequências para CHIKV-E1 e CHIKV-E2 pelo BepiPred-2.0 
com threshold de 0,35. Regiões assinaladas com “E” indicam predições de epítopos 
enquanto “.” indicam regiões consideradas improváveis Predição de estrutura 
secundária: Helix (H - gradiente rosa), Sheet (E – gradiente azul) e Coil (gradiente 
laranja) pelo NetsurfP. 
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5.2. Fase II: Produção das proteínas recombinantes 
 

5.2.1. Digestão dos plasmídeos com enzimas de restrição  

 

Após a transformação de células XL10 para o estoque dos plasmídeos 1 

contendo os genes de interesse foi feita uma extração de DNA plasmidial dos clones 2 

que cresceram em meio seletivo. Em sequência, foi realizada uma digestão dupla com 3 

as enzimas XbaI e XhoI. As reações liberaram fragmentos lineares de tamanhos 4 

esperados (em torno de 1284, 1137 e 1389 pb para CHIKV-E1, CHIKV-E2 e ZIKV-E 5 

respectivamente) (Figura 30).  6 

 

 

Figura 30 - Análise eletroforética em gel de agarose 1,0% dos produtos da digestão 
utilizando as enzimas XbaI e XhoI após extração de DNA plasmidial para a 
confirmação da presença dos genes de interesse no vetor pET-21a. M1= Marcador de 
peso molecular 100 pb, ND= plasmídeo não digerido, D= plasmídeo digerido e M2= 
Marcador de peso molecular 1 Kb.  
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5.2.2. Padronização da expressão das proteínas   
 

No teste inicial (37°C, 5h, 1mM IPTG) as proteínas ZIKV-E e CHIKV-E2 1 

apresentaram banda diferencial entre as frações induzidas (I) quando comparadas às 2 

frações não induzidas (NI) (Figuras 31 e 32). O mesmo não foi possível observar para 3 

a proteína CHIKV-E1 (dados não mostrados), sendo necessário testar sua expressão 4 

em outras condições. Tentativas de expressão em linhagens Artic e C41 também não 5 

apresentaram resultados satisfatórios. Devido à ausência de agitador a temperaturas 6 

inferiores a 37 °C no LVBA, clones BL21-CHIKV-E1 foram levados ao CT vacinas 7 

onde esta proteína foi induzida e purificada com sucesso.  8 

Ao final das padronizações, para ZIKV-E foi escolhido o tempo de 3h, a 37°C, 9 

1mM de IPTG (Figura 31), para CHIKV-E2 uma melhor indução foi observada após 10 

4h, a 37°C e 2 mM de IPTG (Figura 32), enquanto para CHIKV-E1, uma melhor 11 

indução foi observada em condições overnight a 25°C e 0,5 mM de IPTG (Figura 33). 12 

As proteínas CHIKV-E1, CHIKV-E2 e ZIKV-E apresentaram peso molecular esperado 13 

conforme o predito pelo ProtParam (Expasy) de 42 kDa (CHIKV-E2), 46 kDa (CHIKV-14 

E1), e 50 kDa (ZIKV-E). 15 
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Figura 31 -Padronização da indução de ZIKV-E (50 kDa). A: Primeira etapa da 
padronização: triagem inicial de 5 clones (C1-C5). NI= fração não induzida e I = fração 
induzida com 1mM de IPTG. B: Segunda etapa da padronização: variação do tempo 
de indução e concentração de IPTG, comparando os clones selecionados da etapa 
anterior (C2 e C3) M= Marcador de peso molecular, T0= Fração não induzida coletada 
no tempo inicial (após DO ideal), Tf = Fração não induzida coletada no tempo final 
(após 5h), e frações induzidas após 1, 2, 3, 4 e 5 h. O “*” indica os clones/condições 
selecionados para a próxima etapa.  
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Figura 32 - Padronização da indução de CHIKV-E2(42 kDa). A: Primeira etapa da 
padronização: triagem inicial de 5 clones (C1-C5). NI= fração não induzida e I = fração 
induzida com 1mM de IPTG. B: Segunda etapa da padronização: variação do tempo 
de indução e concentração de IPTG, comparando os clones selecionados da etapa 
anterior (C2 e C3) M= Marcador de peso molecular, T0= Fração não induzida coletada 
no tempo inicial (após DO ideal), Tf = Fração não induzida coletada no tempo final 
(após 5h), e frações induzidas após 1, 2, 3, 4 e 5 h. O “*” indica os clones/condições 
selecionados para a próxima etapa. 

 



99 
 

 

 

Figura 33 - Padronização da indução de CHIKV-E1 (46 kDa). M= Marcador de peso 
molecular, NI= fração não induzida e I = fração induzida com 0,5 mM de IPTG. 

 

Para a proteína CHIKV-E1, como protocolo padrão do CT vacinas, foi realizado 1 

ainda um teste de solubilidade em ureia, variando-se e as concentrações de 2, 4, 6 e 2 

8 M. Como pode ser visto na Figura 34, a partir de 6 M de ureia já foi possível obter 3 

grande parte da proteína em fração solúvel, sendo esta concentração a escolhida para 4 

prosseguir com os experimentos.   5 

 

Figura 34 - Teste de solubilidade da proteína CHIKV-E1 em ureia (2, 4, 6 e 8M).  I= 
Fração insolúvel e S= Fração solúvel. 
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5.2.3. Purificação das proteínas produzidas 
 

Após a produção em larga escala, as culturas foram centrifugadas e o 1 

sedimento celular foi ressuspendido em tampão com ureia (8 M para ZIKV-E e CHIV-2 

E2 e 6M para CHIKV-E1). Estas amostras foram submetidas a purificação por 3 

cromatografia de afinidade em coluna HisTrap no aparelho ÄKTA Prime Plus (GE 4 

Healthcare Life Sciences). Para examinar a qualidade da purificação, as frações 5 

purificadas foram submetidas a fracionamento em SDS-PAGE (Figuras 35, 36 e 37).  6 

 

Figura 35 - Purificação de ZIKV-E, L: Extrato após a lise, FT:  Fração não adsorvida, 
W: Lavagem, 13-24: Frações da eluição, M: Marcador de peso molecular 

 

 

Figura 36 - Purificação de CHIKV-E2. M: Marcador de peso molecular, L: Extrato após 
a lise, FT:  Fração não adsorvida, W: Lavagem, F1-F5: Frações da eluição. 
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Figura 37 -  Purificação de CHIKV-E1. M: Marcador de peso molecular, L: Extrato 
após a lise, FT:  Fração não adsorvida, W: Lavagem, F1-F5: Frações da eluição.  

 

Após a purificação, as concentrações proteicas das frações de maior 1 

 intensidade foram dosadas pelo método 2D Quant Kit (GE Healthcare Life Sciences) 2 

e selecionadas para a utilização nos ensaios de ELISA. Os resultados obtidos foram 3 

100 ng/ µL para CHIKV-E1, 24 ng/µL para CHIKV-E2 e 110ng/µL para ZIKV-E. 4 

 

5.3. Fase III- Verificação da antigenicidade das proteínas produzidas 
 

5.3.1. Western-Blot 

 

Na primeira etapa de verificação da antigenicidade das proteínas, foram 5 

realizados ensaios de western-blot utilizando soros de camundongos infectados com 6 

os vírus ZIKV e CHIKV. Além dos soros, as três proteínas reagiram com o anticorpo 7 

comercial anti-histidina e ZIKV-E também foi capaz de detectar o anticorpo 8 

monoclonal 4G2, específico para flavivírus (Figuras 38, 39 e 40).  9 

 



102 
 

 

 

Figura 38 -Western-blot mostrando a reação entre a proteína ZIKV-E e os anticorpos 
comerciais Anti-His (1) e Panflavi 4G2 A5 (2) e pool de soros de camundongos 
infectados por ZIKV (3).  

 

 

Figura 39 - Western-blot mostrando a reação entre a proteína CHIKV-E1 e o anticorpo 
comercial Anti-His (1) - [Marcador Precision Plus Protein Dual Color Standards 
(Biorad) corado com DAB e cloranaphtol] e pool de soros de camundongos infectados 
por CHIKV (2) – [Marcador PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo 
Scientific) corado com Luminata (Millipore)]. Neste último caso, utilizou-se o extrato 
bruto.  
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Figura 40 - Western-blot mostrando a reação entre a proteína CHIKV-E2 e o anticorpo 
comercial Anti-His (1) e pool de soros de camundongos infectados por CHIKV (2). 

 

 

5.3.2. ELISA 

 

As proteínas recombinantes CHIKV-E1, CHIKV-E2 e ZIKV-E foram purificadas 1 

por cromatografia de afinidade e utilizadas como antígenos em experimentos de 2 

ELISA para avaliar sua reatividade contra soro de pacientes.  3 

 As proteínas ZIKV-E e CHIKV-E1 foram tituladas com soros positivos e 4 

negativos para determinar uma melhor concentração da proteína por poço (Figura 41). 5 

Optou-se por trabalhar com as concentrações de 250ng/poço para a proteína CHIKV-6 

E1 enquanto que para ZIKV-E, foi escolhida a concentração de 400 ng/poço. Como 7 

havia pouca proteína CHIKV-E2, ela não foi titulada e, pela sua quantificação, ela 8 

estava menos concentrada que as demais. Logo, optou-se por aplicar 500ng/poço 9 

para CHIKV-E2. Para os três casos, optou-se pela diluição dos soros de 1:100.   10 

Uma primeira análise para avaliar o desempenho dos antígenos produzidos é 11 

comparar a média das absorbâncias para as amostras caracterizadas como positivas 12 

com a média das absorbâncias para as amostras caracterizadas como negativas e 13 

avaliar a razão entre elas, para verificar, no geral quão bem este antígeno distingue 14 

as amostras. Como pode ser visto na Figura 42, as proteínas CHIKV-E1 e CHIKV-E2 15 

apresentam uma razão satisfatória (razão 3,65 e 2, 51, respectivamente) ao passo 16 

que ZIKV-E não foi capaz de distinguir bem as amostras positivas e negativas (razão 17 

1,04).  18 
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Figura 41 - Curvas de titulação dos antígenos ZIKV-E (IgM) e CHIKV-E1(IgG) com 
soros positivos e negativos (diluição 1:100). 

 

 

Figura 42 - Média das absorbâncias obtidas nos testes de ELISA comparando os 
resultados obtidos testando-se a antigenicidade das proteínas produzidas com soros 
de pacientes positivos e negativas. A razão (média positivos/ média negativos) para 
cada proteína é destacada em cada caso. 

1 
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Os resultados dos ELISAs podem sem encontrado na Tabela 9 e a reatividade 1 

dos três antígenos recombinantes contra os soros analisados além de suas 2 

respectivas curvas ROC utilizadas na definição do valor cutoff estão representadas 3 

nas Figuras 43, 44 e 45). 4 

 

Tabela 9- Resultado dos ELISAs utilizando as proteínas recombinantes. 

  Resultado dos ELISAS 
  ZIKV-E CHIKV-E1 CHIKV-E2 
  + - Total + - Total + - Total 

S
o

ro
s
 Positivos 28 8 36 15 0 15 28 6 34 

Negativos 18 14 32 1 16 17 6 19 25 

 Total 46 22 68 16 16 32 34 25 59 

 

 

 

Figura 43 - Resultados dos ELISAS (IgG) de CHIKV-E1 para os antígenos (A) e suas 
respectivas curvas ROC (B). Em A, a linha pontilhada corresponde ao ponto de corte 
(cutoff) do experimento, determinado com base na curva ROC de cada proteína. Em 
B, AUC= área sob a curva ROC. 
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Figura 44 - Resultados dos ELISAS (IgG) de CHIKV-E2 para os antígenos (A) e suas 
respectivas curvas ROC (B). Em A, a linha pontilhada corresponde ao ponto de corte 
(cutoff) do experimento, determinado com base na curva ROC de cada proteína. Em 
B, AUC= área sob a curva ROC.  

 

Figura 45 - Resultados do ELISA (IgM) para ZIKV (A) e sua curva ROC (B). Em A, a 
linha pontilhada corresponde ao ponto de corte (cutoff) do experimento, determinado 
com base na curva ROC de cada proteína. Em B, AUC= área sob a curva ROC. 

O desempenho das proteínas recombinantes no ELISA foi avaliado ainda com 1 

base nos parâmetros sensibilidade (S), especificidade (E), valor preditivo positivo 2 
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(VPP), valor preditivo negativo (VPN) e acurácia (AC) e os resultados estão 1 

sumarizados na Tabela 10.  2 

 

Tabela 10 - Resultados dos parâmetros utilizados para a avaliação do desempenho 
das proteínas produzidas em teste ELISA.  

Antígeno Cutoff S (%) E (%) VPP (%) VPN (%) AC (%) 

ZIKV-E 0,110 78 44 36 47 62 

CHIKV-E1 1,555 94 100 94 100 97 

CHIKV-E2 0,287 82 76 82 76 80 

 

Dentre as três proteínas, CHIKV-E1 apresentou melhor desempenho, tanto 3 

pela avaliação de sua curva ROC (AUC=0,988, demonstrando alta exatidão do teste) 4 

(Figura 43) quanto pelos seus demais parâmetros (Tabela 10), apresentando 15 dos 5 

16 soros de pacientes infectados com CHIKV acima do valor de cutoff, conferindo a 6 

este antígeno uma sensibilidade de 95%. Nenhum dos soros negativos testados com 7 

esta proteína apresentaram reatividade acima do cutoff, indicando uma especificidade 8 

de 100 %. O VPP encontrado foi de 94%, enquanto o VPN foi de 100% e a acurácia 9 

do teste foi de 97%.  10 

A proteína CHIKV-E2 apresentou uma boa curva ROC (AUC= 0,844) 11 

indicando um desempenho satisfatório no teste (Figura 44). O resultado do ELISA 12 

para esta proteína indicou 28 dos 34 soros de pacientes infectados acima do valor de 13 

cutoff, conferindo a este antígeno uma sensibilidade de 82%. Dentre os 25 soros 14 

negativos testados, 6 apresentaram reatividade acima do cutoff, indicando uma 15 

especificidade de 76 % para esta proteína. O VPP encontrado foi de 82%, enquanto 16 

o VPN foi de 76%. Portanto, a acurácia do teste foi de 80%.  17 

A proteína ZIKV-E apresentou resultado pouco satisfatório, com AUC = 0,560 18 

(ainda que maior que 0,5, ponto de corte para determinar se o teste é capaz de 19 

discriminar amostras positivas de negativas, este valor é inferior a 0,7, ponto que 20 

indica exatidão confiável do teste) (Figura 45). O ELISA de ZIKV-E apresentou 28 dos 21 
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36 soros de pacientes infectados com ZIKV acima do valor de cutoff, conferindo a este 1 

antígeno uma sensibilidade de 76%. Dos 32 soros negativos testados com esta 2 

proteína 18 apresentaram reatividade acima do cutoff, indicando uma especificidade 3 

de 44%. O VPP encontrado foi de 36%, enquanto o VPN foi de 47% e a acurácia do 4 

teste foi de 62%. Esta proteína apresentou alta reatividade cruzada quando testada 5 

com soro de pacientes infectados com DENV, o que era esperado.  Por esta razão, 6 

em uma primeira análise, esta proteína não é um bom candidato ao sorodiagnóstico 7 

da Febre Zika, uma vez que se objetiva a sua diferenciação da Dengue.  8 
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6. DISCUSSÃO 
 

As arboviroses têm sido amplamente estudadas mundialmente, sendo motivo 1 

de grande preocupação para os sistemas de saúde. O Brasil, um país onde as 2 

condições ambientais favorecem a disseminação de seus vetores, tem presenciado o 3 

ressurgimento de infecções como Dengue, Febre Amarela, Chikungunya e Zika, 4 

sendo as duas últimas, temas deste projeto.  5 

Ainda sem tratamento adequado, essas arboviroses trazem uma série de 6 

preocupações. Alguns relatos de infecções por CHIKV apresentaram complicações 7 

oculares, neurológicas e cardíacas podendo levar a danos permanentes ou até 8 

mesmo óbito. No caso do ZIKV, as consequências mais graves envolvem a SCVZ, 9 

que acomete fetos e lactentes, além de manifestações neurológicas em adultos, como 10 

a GBS, mielite aguda e encefalite.  11 

Dengue, Febre Amarela, Chikungunya e Zika não podem ser diferenciadas 12 

clinicamente uma vez que há sobreposição de sinais e sintomas. Dessa forma, o 13 

diagnóstico laboratorial é de suma importância, uma vez que as consequências a 14 

longo prazo dessas infecções podem ser graves e requerem abordagens específicas.  15 

O potencial de técnicas moleculares de detecção dessas infecções tem sido 16 

amplamente abordado em estudos científicos e em procedimentos clínicos. Estes 17 

métodos incluem o isolamento viral e técnicas de PCR, e são considerados como o 18 

padrão ouro de diagnóstico. Entretanto, o uso destes métodos em países em 19 

desenvolvimento ou em situações epidêmicas nem sempre é possível. Assim, os 20 

métodos sorológicos, apesar de algumas limitações, ainda são uma alternativa 21 

recorrente em casos de situações extremas.  22 

O diagnóstico de arboviroses tem sido um desafio há décadas uma vez que a 23 

detecção sorológica da infecção é comprometida pela reatividade cruzada dos 24 

anticorpos induzidos por esses vírus. Para complicar ainda mais, as semelhanças 25 

antigênicas entre os flavivírus também levam a respostas anamnésicas às infecções 26 

primárias causadas por outro vírus da mesma família, bem como a resultados falso 27 

positivos em decorrência de vacinações.  28 
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Com o advento da engenharia genética a partir da década de 70, presenciou-1 

se um avanço da biologia molecular impulsionando grandes pesquisas nesta área. 2 

Desde então, estratégias de produção de proteínas recombinantes têm sido 3 

amplamente utilizadas devido à simplicidade e produtividade (Yin et. al., 2007).  4 

Antígenos produzidos pela técnica do DNA recombinante tornaram-se uma 5 

ferramenta poderosa para fins de diagnóstico e produção de vacinas. Esse sistema 6 

de produção de proteínas heterólogas oferece inúmeras vantagens tais como 7 

segurança, redução do custo de produção e possibilidade de manipulação genética.  8 

A expressão de genes heterólogos em bactérias é comumente usada tanto 9 

para fins comerciais como para pesquisa. A bactéria E. coli é o hospedeiro mais 10 

comum para a produção de proteínas recombinantes, tendo como principal desafio 11 

para a produção em larga escala, alcançar uma alta produtividade da proteína alvo 12 

com qualidade considerável e elevada atividade biológica.  13 

Neste trabalho, foi demonstrado o desenvolvimento e a avaliação de proteínas 14 

com potencial para serem utilizadas na detecção de infecções por CHIKV e ZIKV. 15 

Estudos in silico contribuíram consideravelmente para este projeto, sendo presente 16 

desde as análises iniciais das sequências até a modelagem final dos genes. 17 

Ferramentas como as análises de hidrofobicidade, remoção de porções 18 

transmembrana e a otimização de códons, foram essenciais para o sucesso da 19 

expressão dos genes em sistemas procariotos. Ensaios de predição de epítopos e 20 

verificação do potencial antigênico deram suporte à seleção das proteínas a serem 21 

desenvolvidas.  22 

Genes para as proteínas de interesse, CHIKV-E1, CHIKV-E2 e ZIKV-E, foram 23 

otimizados e subclonados em vetores pET-21a e utilizados para transformar células 24 

de E. coli da linhagem BL21(DE3). Estes clones foram crescidos e induzidos à 25 

expressão proteica por IPTG. 26 

Estudos anteriores já relataram a expressão recombinante de genes dos vírus 27 

Zika e Chikungunya. As proteínas do envelope desses vírus são amplamente 28 

empregadas como alvos antigênicos. Cho e colaboradores (2008) relataram a 29 

expressão em células de inseto (baculovírus) das proteínas E1 e E2 do CHIKV para 30 
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sorodiagnóstico por meio de ELISA de captura de IgM. Neste teste, as proteínas 1 

recombinantes mostraram sensibilidade de 77,5% e 90% respectivamente, e a 2 

especificidade para ambas foi de 100%. A linhagem BL21 (DE3) de E. coli também já 3 

foi utilizada para expressar a proteína E2 recombinante do CHIKV, como descrito por 4 

Tripathi e colaboradores (2014). Esta proteína foi posteriormente empregada em 5 

ensaios de ELISA (IgM) apresentando sensibilidade de 92% e especificidade de 6 

100%. 7 

Proteínas do ZIKV também já foram expressas em sistemas procariotos e 8 

eucariotos. Um estudo de Dai e colaboradores (2016), relata que o gene responsável 9 

pelo ectodomínio da proteína E de ZIKV foi clonado no vetor pET21a com expressão 10 

em E. coli BL21 (DE3). A proteína apresentou-se inicialmente insolúvel sendo 11 

solubilizada com ureia para ser purificada a partir dos corpúsculos de inclusão. A 12 

AMSBIO lançou dois novos antígenos recombinantes de ZIKV para a detecção de 13 

anticorpos IgG/IgM. As proteínas recombinantes E e NS1 foram produzidas em células 14 

de inseto (Sf9) (AMSBIO, 2016). Porém, o custo do produto é extremamente elevado. 15 

Apesar de não apresentar conteúdo inovador, este projeto procura a 16 

independência em relação as técnicas de obtenção de proteínas recombinantes, uma 17 

vez que o custo das mesmas é alto no Brasil e ainda não há a produção comercial no 18 

país.   19 

Neste trabalho, foram seguidas as recomendações gerais para a expressão 20 

heteróloga de genes em bactérias, que buscam o aumento da densidade celular com 21 

o objetivo de melhorar a produção das proteínas recombinantes. Sistemas para a 22 

obtenção de culturas bacterianas, especialmente em laboratórios que não possuem 23 

fermentador, podem apresentar problemas, incluindo perda de plasmídeo, 24 

disponibilidade limitada de oxigênio dissolvido e aumento nos níveis de dióxido de 25 

carbono, provocando uma redução significativa do pH do meio. Esses problemas 26 

geralmente causam uma produção menor de proteína ou mesmo ausência de 27 

expressão. As medidas para resolver esses problemas envolveram a seleção de 28 

colônias de alta taxa de expressão, otimização da temperatura, do tempo de 29 

crescimento e da concentração do indutor. 30 
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Além disso, procedimentos para facilitar a expressão das proteínas em 1 

sistema procarioto, como a otimização de códons e a remoção de porções 2 

transmembrana, foram realizados. Mesmo assim, uma proteína em questão, a CHIKV-3 

E1, apresentou algumas particularidades durante suas triagens de expressão. Após 4 

algumas tentativas sem sucesso de indução a 37 ºC dessa proteína, fez-se necessário 5 

sua expressão overnight, a outras temperaturas.  6 

Como afirmado por Ausubel (2003) a expressão de proteínas é uma ciência 7 

inexata. As proteínas desenvolvidas neste projeto exibiram diferentes perfis de 8 

expressão, sendo que, para cada uma, foi selecionada uma condição ideal. Como já 9 

descrito na literatura, as condições de expressão bacteriana, parecem relacionar com 10 

a natureza da proteína em questão (Sahdev et al., 2008). Sendo assim, após as 11 

padronizações, foi feita a produção em larga escala das proteínas que foram 12 

submetidas à purificação.  13 

A análise por SDS-PAGE mostrou um aumento pronunciado da expressão 14 

das proteínas recombinantes ao se comparar o perfil de clones antes e após a 15 

indução, indicando a eficiência do promotor utilizado. As três proteínas foram 16 

purificadas com sucesso, apresentando o padrão de banda esperado.  17 

As estratégias de purificação e detecção por western-blot exploraram 18 

modificação das proteínas adquiridas por clonagem em pET-21a. Este vetor adicionou 19 

uma cauda de histidina nas proteínas, permitindo sua purificação por afinidade em 20 

colunas HisTrap. Estas colunas são pré-empacotadas com resina de sefarose 21 

carregada com níquel, que se liga de forma eficiente aos resíduos de histidina em 22 

condições adequadas providas pelo tampão.  Além disso, os anticorpos His-tag, que 23 

reconhecem as proteínas recombinantes marcadas com His, são comercialmente 24 

disponíveis para estes ensaios. Portanto, a cauda de histidina fornece meios para 25 

purificação e detecção precisas de proteínas recombinantes sem a necessidade de 26 

anticorpos específicos. 27 

Após a purificação, as proteínas foram submetidas a ensaios de western blot 28 

e as três apresentaram reatividade contra anticorpos comerciais (anti-His para CHIKV-29 

E1, CHIKV-E2 e ZIKV-E e anti-flavivirus para ZIKV-E) e soros de camundongos 30 

infectados, confirmando o potencial antigênico das mesmas. Estes resultados 31 
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permitem inferir que os passos anteriores foram bem-sucedidos e que objetivo 1 

principal da pesquisa foi alcançado. 2 

Vale ressaltar que a proposta inicial deste projeto não envolvia o uso das 3 

proteínas produzidas em ensaios de ELISAS, devido a esperada reação cruzada entre 4 

casos de Zika e Dengue.  Os resultados deste ensaio para a proteína ZIKV-E, devido 5 

à menor sensibilidade e especificidade, indicam que a mesma precisa ser melhor 6 

caracterizada para o emprego em diagnósticos sorológicos. Seu potencial 7 

demonstrado no ensaio de western blot, embora testado com soro de camundongos, 8 

não condiz com os resultados obtidos no ELISA para soros humanos.  9 

As proteínas recombinantes de CHIKV em estudo, ao serem testadas em 10 

ELISA, foram capazes de discriminar significativamente os pacientes infectados dos 11 

pacientes negativos (não infectados), sugerindo que são boas candidatas para uso 12 

em sorodiagnóstico. Uma vez que a proteína CHIKV-E2 não foi titulada, acredita-se 13 

que ela apresentou um resultado bastante favorável e que, com as padronizações 14 

adequadas, é possível melhorar seu desempenho em testes de ELISA. 15 

 Em especial, a proteína CHIKV-E1, apresentou excelentes resultados para 16 

todos os parâmetros analisados, superando a sensibilidade obtida por Cho (2008) de 17 

77%, e de Yathi e colaboradores (2011) de 88%, com 94% de sensibilidade e 100% 18 

de especificidade. Seu melhor desempenho pode estar relacionado ao fato desta 19 

proteína ter sido solubilizada em um tampão com menor concentração de ureia (6M) 20 

enquanto CHIKV-E2 e ZIKV-E estavam a 8M. Não obstante, nota-se que o valor de 21 

cutoff para esta proteína se mostrou elevado, indicando que mais otimizações das 22 

reações de ELISA são necessárias para que este valor seja diminuído.  23 

Uma das principais prioridades da OMS para o desenvolvimento de kits de 24 

diagnóstico são testes do tipo “multiplex” para os arbovírus que compartilham os 25 

mesmos vetores (Bagozzi, 2016). A partir dessa consideração, as proteínas 26 

desenvolvidas neste projeto, com as melhorias adequadas, poderão ser empregadas 27 

na elaboração de um teste mais aperfeiçoado.  28 

Os resultados apresentados nesta dissertação fazem parte de um projeto, 29 

ainda em desenvolvimento, que envolve outros estudantes e pesquisadores, para a 30 
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geração um biossensor múltiplo, baseado em estruturas de nanobastões de ouro 1 

(NBOs), capaz de detectar e diferenciar infecções por DENV, ZIKV e CHIKV.  2 

Nosso grupo de pesquisa vem acumulando resultados importantes 3 

envolvendo NBOs funcionalizados com proteínas recombinantes e peptídeos 4 

sintéticos que podem ser considerados avanços na busca por novos candidatos 5 

antigênicos para DENV e ZIKV. Trata-se de uma técnica que explora o fenômeno 6 

denominado ressonância plasmônica de superfície, uma propriedade intrínseca dos 7 

nanocompostos de ouro, capaz de detectar ligações de anticorpos específicos a 8 

proteínas presentes na superfície dos NBOs. Uma vez que esta detecção é baseada 9 

nas perturbações eletrônicas decorrentes da ligação do anticorpo às proteínas 10 

aderidas ao ouro, o sistema tende a apresentar uma sensibilidade bem maior quando 11 

comparado a testes convencionais, como o ELISA, sendo capaz de discriminar 12 

anticorpos que reagem de forma cruzada nesses testes (Da Fonseca et al., 2017).  13 

Futuramente, as proteínas CHIKV-E1, CHIKV-E2 e ZIKV-E, desenvolvidas 14 

neste projeto, serão empregadas na funcionalização de NBOs a fim de detectar 15 

anticorpos específicos em soro de pacientes. Com isso, espera-se resultados mais 16 

promissores, oferecendo maior sensibilidade e especificidade no reconhecimento das 17 

ligações antígeno-anticorpo.  18 
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7. CONCLUSÃO 
 

Neste estudo, foram produzidas três proteínas virais: CHIKV-E1 e CHIKV-E2 e 1 

ZIKV-E. Essas proteínas foram estudadas in silico e adaptadas para a expressão 2 

heteróloga em sistema procarioto. A linhagem BL21(DE3) de E. coli apresentou-se 3 

como um veículo vantajoso para a expressão das proteínas de interesse devido ao 4 

fácil manuseio e curto tempo de cultivo. Ainda que sob diferentes condições de 5 

indução, ambas as proteínas foram expressas e purificadas de forma eficaz.  6 

Considerando o propósito de utilizar as proteínas produzidas em ferramentas de 7 

diagnóstico, foram realizados testes de western-blot testando-se soros de 8 

camundongos infectados com os vírus CHIKV e ZIKV.  As três proteínas foram 9 

reativas, indicando capacidade de detectar anticorpos gerados após tais infecções 10 

virais.  11 

A avaliação da capacidade das proteínas produzidas de atuarem como 12 

antígenos em ensaios de ELISA foi realizada utilizando soros de pacientes humanos. 13 

Ainda que mais otimizações sejam necessárias para o emprego destas proteínas 14 

neste tipo de ensaio, a capacidade antigênica de CHIKV-E1 apresentou grande 15 

potencial para o diagnóstico sorológico da Febre Chikungunya.  16 
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8. PERSPECTIVAS  
 

• Realizar as otimizações necessárias e validar o resultado dos ELISAs testando as 

três proteínas contra um banco de soros composto por um maior número de 

indivíduos. 

 

• Validar por immunoblotting as proteínas recombinantes, CHIKV-E1, CHIKV-E2 e 

ZIKV-E, utilizando soros humanos. 

 

• Identificar sequências, presentes nas proteínas estudadas, que não possuam 

similaridade com o proteoma de outros vírus, para gerar peptídeos e proteínas 

quiméricas com potencial de detectar, de forma específica, infecções por CHIKV 

e ZIKV. 

 

• Utilizar as proteínas produzidas para funcionalizar nanobastões de ouro a fim de 

desenvolver um teste sorodiagnóstico múltiplo para arboviroses. 
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