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RESUMO 

Por décadas, as infecções causadas pelo vírus Zika (ZIKV) foram negligenciadas em função de 

seus sintomas leves e número limitado de casos. Nos últimos anos, a rápida disseminação do 

ZIKV e sua ligação inesperada com a síndrome congênita do Zika e a síndrome de Guillain-

Barré transformaram o vírus em um problema emergente de saúde pública de interesse global, 

para o qual não há vacina disponível. Dentre as áreas que se apresentam de forma atrativa e 

com grande potencial de utilização no desenvolvimento de plataformas vacinais eficientes, a 

nanotecnologia tem ganho destaque, principalmente as nanopartículas de ouro. Suas 

propriedades ópticas e químicas únicas permitem sua ligação a moléculas orgânicas, como 

proteínas, incluindo seu uso como carreadores vacinais. No presente trabalho, mostramos a 

expressão heteróloga e purificação da proteína do envelope do ZIKV (ZIKV-E), a 

funcionalização de nanobastões de ouro comerciais (Nanopartz) com a proteína ZIKV-E e a 

caracterização da vacina experimental produzida. Finalmente, avaliamos a resposta imune 

celular e humoral gerada após a imunização de camundongos BALB/c com a proteína 

produzida e com os nanobastões de ouro ligados à proteína, cada qual combinado com os 

adjuvantes vacinais monofosforil A lipídio (análogo de LPS) e 7DW8-5 (análogo α-GalCer) e 

também com alúmen. Para isso, produzimos em E. coli BL21 e purificamos uma versão 

recombinante da proteína E de ZIKV (ZIKV-E) truncada em sua porção C-terminal. A proteína 

purificada foi reconhecida por anticorpos Anti-His e Panflavi 4G2 em ensaios de western-blot. 

Na sequência, os nanobastões de ouro foram funcionalizados com a proteína recombinante 

produzida e a ferramenta caracterizada por espectroscopia UV/Vis, avaliação do potencial zeta, 

avaliação do raio hidrodinâmico e fluorometria, confirmando a ligação da proteína à superfície 

dos nanobastões de ouro. Após a imunização dos camundongos com as vacinas experimentais, 

foram detectados altos níveis de anticorpos neutralizantes anti-ZIKV. Além disso, as vacinas 

experimentais se mostraram capazes de induzir a ativação de células do sistema imune dos 

animais imunizados com atividade polifuncional de secreção de importantes citocinas em um 

contexto de infecção viral e ativação de células de memória. Observamos aumento do IFN-γ 

secretado por linfócitos TCD4+ e TCD8+ no grupo imunizado com a vacina experimental 

completa, além disso, avaliamos a presença do marcador CD127, em populações com fenótipos 

de memória efetora (CD44+) e central (CD44+CD62L+). Juntos, nossos resultados são 

significativos e o imunógeno promissor para novos ensaios. Os próximos passos deste trabalho 

incluem avaliar a proteção desta vacina experimental frente a um desafio com ZIKV. 

Palavras-chave: vírus Zika, vacina de subunidade, nanobiotecnologia, nanobastões de ouro. 



 
 

 

ABSTRACT 

For decades, infections caused by the Zika virus (ZIKV) were neglected because of their usual 

mild symptoms and limited number of cases. In recent years, however, the rapid spread of ZIKV 

and its unexpected link to congenital Zika syndrome and Guillain-Barré syndrome have turned 

the virus into an emerging public health problem of global concern, for which no vaccine is 

available. Among the areas that present themselves in an attractive way and with great potential 

for use in the development of efficient vaccine platforms, nanotechnology has gained 

prominence, especially gold nanoparticles, for their unique optical and chemical properties that 

allow their binding to organic molecules, such as proteins, including their use as vaccine 

carriers. In the present work, we show the heterologous expression and purification of the Zika 

virus envelope protein (ZIKV-E), the functionalization of commercial gold nanorods 

(Nanopartz) with the produced protein and the characterization of the experimental vaccine 

produced. Finally, we evaluated the cellular and humoral immune response generated after 

immunization of BALB/c mice with the produced protein and with the protein-bound gold 

nanorods, each combined with the vaccine adjuvants monophosphoryl lipid A (LPS analog) 

and 7DW8- 5 (α-GalCer analogue) and also with alum. For this, we produced in E. coli BL21 

and purified a recombinant version of the ZIKV protein E (ZIKV-E) truncated in its C-terminal 

portion. The purified protein was recognized by Anti-His and Panflavi 4G2 antibodies in 

western-blot assays. Subsequently, commercial gold nanorods were functionalized with the 

recombinant protein produced and the tool characterized by UV/Vis spectroscopy, evaluation 

of the zeta potential, evaluation of the hydrodynamic radius and by fluorometry, confirming the 

binding of the protein to the surface of gold nanorods. Upon mice immunization with the 

experimental vaccines, high levels of anti-ZIKV neutralizing antibodies were detected. Besides 

that, experimental vaccines were able to induce the activation of immune system cells from 

immunized animals with polyfunctional activity of secretion of important cytokines in a context 

of viral infection and activation of memory cells. We observed an increase in IFN-γ secreted 

by specific CD4+ and CD8+ lymphocytes in the group immunized with the complete 

experimental vaccine, in addition, we evaluated the presence of the CD127 marker, in 

populations with the effector (CD44+) and central (CD44+ CD62L+) memory phenotype. 

Together, our results are significant, and the immunogen promising for further trials. The next 

steps of this work include evaluating the protection of this experimental vaccine in the face of 

a challenge with ZIKV. 

Keywords: Zika virus, subunit vaccine, nanobiotechnology, goldnanorods. 
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1. Introdução 

1.1 Zika Vírus 

1.1.1 A Febre Zika – Epidemiologia 

 

A febre Zika é uma doença viral aguda causada pelo Zika virus (ZIKV), geralmente 

transmitido por mosquitos do gênero Aedes. A capacidade de transmissão do ZIKV pelo Aedes 

aegypti (Vetor urbano) e pelo Aedes albopictus (Vetor silvestre) impõe grande preocupação 

para a saúde pública, uma vez que estes artrópodes se encontram amplamente distribuídos em 

zonas tropicais, subtropicais (Aedes aegypti) e temperadas (Aedes albopictus), abrangendo um 

enorme contingente de indivíduos susceptíveis (Chaves et al., 2015, Ferraris et al., 2019, WHO 

2019). 

Apesar da picada por um mosquito infectado ser a principal via de infecção pelo ZIKV, 

fluidos corporais vêm sendo considerados como rotas infecciosas, uma vez que o vírus foi 

detectado em fluidos biológicos como sangue, urina, sêmen, secreção vaginal, fluido cerebral, 

saliva, leite materno e líquido amniótico. Dessa forma, novas rotas transmissionais surgem 

como consequência da circulação do vírus entre os seres humanos e das relações interpessoais 

entre estes estabelecidas, incluindo as relações sexuais, o contato materno-fetal e a doação de 

sangue (Besnard et al., 2014, Musso et al., 2014, Musso et al., 2015, Martins et al., 2017). 

O ZIKV foi inicialmente isolado em abril de 1947 em macacos Rhesus febris, na floresta 

de Uganda (África) (Dick et al., 1952). Casos humanos foram detectados em 1952 na Uganda 

e Tanzânia, e em 1968 na Nigéria. Até recentemente, apenas casos humanos esporádicos eram 

registrados. Em 2007, casos relacionados ao ZIKV foram documentados, com destaque para 

uma epidemia na Polinésia Francesa e a circulação do vírus por vários países da Oceania. Em 

2014 foi detectada a presença deste vírus no continente Americano, dando origem a uma 

epidemia (Duffy et al., 2009, Luz et al., 2015). 

No Brasil, a entrada do ZIKV foi associada a dois grandes eventos ocorridos em 2014: 

a Copa do Mundo de Futebol, trazidos por turistas africanos, e ao Campeonato Mundial de 

Canoagem, do qual participaram esportistas de países do pacífico afetados pelo vírus (Zanluca 

et al., 2015). Entretanto, em um estudo desenvolvido recentemente, foi descoberto que o vírus 

em circulação chegou no Brasil em 2013, vindo do Haiti através de imigrantes ilegais e militares 

em missões de paz, tendo o vírus migrado da Polinésia Francesa para a Oceania, posteriormente 
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para a Ilha de Páscoa e, em seguida, para América Central e Caribe, o mesmo caminho 

percorrido pelos vírus da dengue (DENV) e chikungunya (CHIKV) (Campos et al., 2018). 

As análises da sequência genética do ZIKV têm sido importantes na elucidação de 

padrões de disseminação global. Duas linhagens principais de ZIKV, conhecidas como 

linhagem asiática e linhagem africana foram identificadas, as quais diferem em cerca de 5% no 

nível de aminoácidos, inclusive no gene da proteína do envelope. A linhagem asiática foi 

identificada pela primeira vez na Ásia e, posteriormente, se espalhou para as ilhas do Pacífico 

e, em seguida, para as Américas (Kuno & Chang, 2007, WHO, 2019). 

A epidemia de 2015-2016 nas Américas foi causada pela linhagem asiática, comumente 

referida como linhagem americana. Estima-se que houve cerca de 1,5 milhões de infecções por 

ZIKV, refletindo a capacidade do vírus de causar surtos em larga escala, onde o principal vetor 

biológico, o Aedes aegypti, é endêmico (Ferraris et al., 2019, WHO, 2019). Entretanto, vale 

ressaltar que, como as manifestações clínicas da infecção pelo ZIKV são semelhantes às 

causadas por outros flavivírus, é possível que os números relatados sejam menores do que a 

incidência real de casos (Baud et al., 2017). 

Desde sua descoberta até a sua recente disseminação, não se sabia que a doença afetaria 

tão significativamente o hospedeiro humano. O surto de 2015 a 2016 nas Américas resultou em 

aumento de casos mundiais associados a viagens. Até julho de 2019, um total de 87 países e 

territórios apresentaram evidências de transmissão autóctone do ZIKV por mosquitos, 

distribuídos em quatro das seis regiões da OMS (Região Africana, Região das Américas, Região 

do Sudeste Asiático e Região do Pacífico Ocidental) (figura 1) (WHO, 2019). 

 Juntamente com a Febre Dengue e a Febre Chikungunya, a Febre Zika é uma das 

arboviroses de importância médica mais significativa no mundo, prevalentes nos países 

tropicais e subtropicais e que requerem vigilância epidemiológica ativa (Gomez et al., 2022).  
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Figura 1. Ocorrência do ZIKV no mundo. Países e territórios com transmissão do ZIKV atual ou anterior, países 

com vetor competente estabelecido, mas sem casos conhecidos, e países sem o vetor competente estabelecido e 

sem casos conhecidos (Adaptado de: WHO, 2019). 

 

No Brasil, a primeira transmissão autóctone foi confirmada em abril de 2015 (Zanluca 

et al., 2015). Nesse mesmo ano foi identificado no Brasil um aumento da prevalência de 

microcefalia fetal em vinte vezes. Ainda no Brasil, o ZIKV foi detectado no líquido amniótico 

de gestantes de bebês com microcefalia e no tecido de um recém-nascido com microcefalia que 

morreu após o nascimento, demonstrando a transmissão materno-fetal. Assim, o Ministério da 

Saúde brasileiro associou essa malformação à transmissão vertical do ZIKV (Nunes et al., 2016, 

Oliveira & Vasconcelos, 2016, Ventura et al., 2016). Além da transmissão vertical, a 

possibilidade de transmissão sexual e a capacidade de se replicar em células testiculares e dos 

olhos são propriedades únicas do ZIKV que complicam o controle e o tratamento da infecção 

(Pierson & Graham, 2016). 

Desde 2017, as incidências de infecção pelo zika vírus diminuíram significativamente e 

nenhum outro surto epidêmico foi documentado. O número de casos de ZIKV desde então caiu 

significativamente, apesar de casos ainda serem relatados (Ferraris et al., 2019, Yeasmin et al., 

2022). Em 2022, dados coletados entre as semanas epidemiológicas 1-40, apontam a ocorrência 

de 9.882 casos prováveis de infecção pelo ZIKV, correspondendo a uma taxa de incidência de 

4,6 casos por 100 mil habitantes no Brasil. Em relação a 2019, os dados representam um 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Yeasmin%2C+Mahmuda
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aumento de 5,9% no número de casos do país. Quando comparado com o ano de 2021, observa-

se um aumento de 66,6% no número de casos (Ministério da Saúde, 2022). 

Estudos recentes de vigilância apontaram a circulação de uma linhagem africana do 

ZIKV em duas regiões brasileiras em 2019, alertando sobre um possível novo surto epidêmico 

no Brasil (Kasprzykowski et al., 2020). A linhagem africana foi associada a um maior potencial 

epidêmico, uma vez que são mais propensas a causar perda fetal, passando despercebidas pelos 

sistemas de vigilância sanitária em comparação com a linhagem asiática, que causa defeitos 

congênitos (Aubry et al., 2021). 

1.1.2 Taxonomia viral 

 

A espécie Zika virus é pertencente ao super reino Riboviria, reino Orthornavirae, filo 

Kitrinoviricota, classe Flasuviricetes, ordem Amarillovirales, família Flaviviridae e gênero 

Flavivirus. A família Flaviviridae se divide em quatro gêneros: Hepacivirus (com 14 espécies), 

Pestivirus (com 14 espécies), Pegivirus (com 11 espécies) e Flavivirus, no qual são agrupados 

53 espécies virais, das quais muitas possuem grande relevância médica e veterinária, como o 

vírus da dengue (Dengue virus, DENV), o vírus da febre amarela (Yellow fever virus, YFV) o 

vírus da encefalite japonesa (Japanese encephalitis virus, JEV), o vírus do oeste do Nilo (West 

nile virus, WNV) e o vírus Zika (ICTV, 2022). 

Os vírus da família Flaviviridae (do latim Flavus, amarelo) compartilham similaridades 

na morfologia da partícula viral, organização do genoma e estratégias de multiplicação, 

entretanto exibem propriedades biológicas e espectro de hospedeiros diversos, resultando em 

diferentes consequências para a população (Lindenbach et al., 2007). 

Os flavivírus mais conhecidos são pertencentes ao grupo dos arbovírus, termo derivado 

de “arthropod-borne virus”, caracterizado por agentes virais que se multiplicam e são 

disseminados por vetores artrópodes hematófagos. Grande parte dos arbovírus possuem 

genomas de RNA, exibindo altas frequências de mutação, podendo causar infecções em larga 

escala (Weaver et al., 2004, Weaver et al., 2021). 

 

1.1.3 Estrutura e Genoma viral 

 

O ZIKV é um vírus de RNA fita simples e polaridade positiva. Assim, o próprio RNA 

do vírus atua como RNA mensageiro, codificando diretamente uma poliproteína viral que 
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posteriormente é clivada em proteínas individuais. As partículas dos Flavivírus possuem 

tamanho de aproximadamente 50 nm e um núcleo elétron-denso com 30 nm, circundado por um 

envelope lipídico (figura 2) (Lindenbach et al., 2007, Chang et al., 2016, Plourde & Bloch, 

2016). 

 

 

Figura 2. Representação esquemática da partícula viral dos flavivírus. Representação do nucleocapsídeo 

circundando o RNA viral. Indicação das proteínas estruturais na partícula (Proteína M: proteína da membrana, 

Proteína E: envelope e Proteína C: capsídeo) (Adaptado de Abbink et al., 2018). 

 

O genoma do ZIKV possui 10,8 Kb e uma janela aberta de leitura (open reading fame, 

ORF) a qual codifica uma poliproteína precursora de 3400 aminoácidos (figura 3A) (Pierson & 

Diamond, 2008, Plourde & Bloch, 2016). As proteínas do vírus são geradas a partir da 

poliproteína que, posteriormente, é clivada por proteases em três proteínas estruturais que 

protegem o RNA viral (proteína do Capsídeo - C, proteína de Membrana - M e proteína do 

Envelope - E) e sete não estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5), envolvidas 

com a replicação viral, montagem da partícula viral e modulação da resposta imune (figura 3B 

e 3C) (Lindenbach & Rice, 2003, Lindenbach et al., 2007). 

Além disso, a região codificadora do genoma é flanqueada por regiões não 

codificadoras, que contém estruturas secundárias essenciais para a tradução, replicação do 

genoma e montagem da partícula viral, e uma estrutura de cap na região 5’, a qual previne a 

degradação do RNA e permite sua interação com o ribossomo para a tradução (Chambers et al., 

1990, Gebhard et al., 2011, Plourde & Bloch, 2016). 
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Figura 3. Estrutura do genoma dos Flavivírus e expressão de proteínas. (A) Estrutura do genoma e elementos 

de RNA. O genoma viral é representado com o quadro de leitura aberto (ORF), o limite 5' e as regiões não 

codificantes 5' e 3' (NCR) são indicadas (B) Processamento de poliproteínas e produtos de clivagem. As caixas 

abaixo do genoma indicam precursores e proteínas maduras geradas após o processamento proteolítico. (C) 

Topologia de membrana da poliproteína (Adaptado de Lindenbach et al., 2007).  

 

 

Ainda, em relação as proteínas estruturais, a proteína C é essencial para a montagem 

dos vírions, ela interage com o material genético para a montagem do nucleocapsídeo que se 

dobra em um dímero simétrico, no qual cada monômero é composto de quatro alfa hélices. A 

proteína M, associada à membrana, é formada a partir de uma molécula precursora (prM) e 

produzida durante a maturação viral que ocorre durante a via secretora do vírus. A glicoproteína 

E é uma potente indutora de anticorpos neutralizantes, e uma estrutura de ligação dos vírus aos 

receptores da célula, atuando como principal determinante antigênico das partículas virais 

(Gebhard et al., 2011, Tsai et al., 2013). 

 

1.1.4 Ciclo de multiplicação 

 

Os flavivírus realizam sua multiplicação no citoplasma das células que infectam. O seu 

ciclo multiplicativo é iniciado quando um vírion infecta uma célula hospedeira permissiva, 

ocorrendo a ligação dos vírus à superfície da célula por múltiplas interações entre receptores 

específicos virais e celulares. No caso do ZIKV, podemos citar macrófagos placentários, células 

progenitoras neurais humanas e células testiculares (Neufeldt et al., 2018). 
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As partículas virais são internalizadas por endocitose mediada por receptor, através da 

interação da glicoproteína do envelope (proteína E) aos receptores celulares (Perera et al., 

2008). Uma vez dentro do endossoma, ocorre uma queda de pH resultante da acidificação dos 

endossomas primários, gerando um rearranjo conformacional da estrutura das glicoproteínas 

virais que atuam na fusão das membranas virais e endossomais celulares (Bressanelli et al., 

2004, Neufeldt et al., 2018). Sendo assim, ocorre a fusão da membrana lipídica da partícula 

viral com a membrana lipídica do endossoma, a desencapsidação do genoma viral, com a 

consequente liberação do RNA viral no citoplasma, onde o nucleocapsídeo é desnudado e a 

replicação do genoma de RNA e a montagem de partículas é iniciada (figura 4) (Lindenbach et 

al., 2007). 

 

 

Figura 4. Esquema dos estágios propostos para o processo de fusão dos Flavivírus. Código de cores: 

Membrana viral amarela/azul, Membrana alvo vermelha/cinza, Domínio I da proteína E vermelho, Domínio II da 

proteína E amarelo, Domínio III (DIII) da proteína E azul, Peptídeo de Fusão laranja, Porção transmembrana (C-

terminal) verde (a) Dímero da proteína E em um vírus maduro (b) Diminuição do pH promove uma mudança 

conformacional em E, expondo o peptídeo de fusão, que induz a interação com a membrana alvo (c) Formação 

inicial do hairpin da membrana e trimerização de E, através da relocação de DIII (d) Fusão parcial, em que apenas 

uma camada de cada membrana é associada (e) Geração de uma estrutura pós-fusão final (trímero de E) e a abertura 

de um poro de fusão (Adaptado de Kaufmann & Rossmann, 2011). 

 

Com o genoma dentro do citoplasma, o processo de transcrição se inicia. Para tal, ocorre 

a síntese de uma fita de RNA intermediária de polaridade negativa formando um intermediário 

de cadeia dupla (dsRNA) que, por sua vez, será usado para a síntese de novas moléculas de 

RNA de polaridade positiva (+). Estas servirão quer como RNA genômico, a ser encapsidado 

nas novas partículas virais, quer como mRNA diretamente traduzidas nos ribossomos para 

produção da poliproteína que, após clivagem e processamento pós-traducional, dá origem às 

três proteínas estruturais e às sete proteínas não-estruturais (Lindenbach et al., 2007, Perera et 
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al., 2008). As proteínas não estruturais atuam replicando ativamente o RNA viral em complexos 

de replicação associados a membranas celulares (Mackenzie et al., 2001). 

Em relação à montagem da partícula viral, inicialmente, partículas imaturas são 

formadas no lúmen do retículo endoplasmático (RE). Essas partículas imaturas, que contêm 

proteína E, proteína M, membrana lipídica e nucleocapsídeo, não podem induzir a fusão das 

células hospedeiras, ou seja, neste estágio elas não são infecciosas (carecem de proteína do 

capsídeo e RNA genômico). As partículas não infecciosas são transportadas pelo Complexo de 

Golgi e liberados da célula hospedeira por exocitose. Nesta trajetória de pH baixo do trans-

Golgi, a porção pr do complexo prM é clivada por ação de furinas celulares, tornando as 

partículas imaturas em vírions maduros infecciosos (figura 5) (Bressanelli et al., 2004, 

Mukhopadhyay et al., 2005). 

 

 

Figura 5. Ciclo de multiplicação dos Flavivírus. (1) Ligação do vírion aos receptores na superfície da célula (2) 

Endocitose mediada por clatrina (3) Acidificação dentro dos endossomas, ocorre a fusão de membranas viral-

celular mediada por proteínas virais, resultando na liberação do RNA viral em um processo chamado de 

desnudamento (4) Tradução do mRNA em uma única poliproteína que é processada por proteases do vírus e da 

célula hospedeira (5) Replicação do RNA por proteínas não-estruturais virais (6) Montagem do nucleocapsídeo na 

membrana do Reticulo endoplasmático, com ativação de furinas para clivagem da prM (7) Maturação da partícula 

viral e brotamento (8) Liberação dos vírus maduros por exocitose (Adaptado de Neufeldt et al., 2018). 
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1.1.5 Proteína do Envelope (E) 

 

Como mencionado, a proteína E, com aproximadamente 53 kDa, é a principal proteína 

estrutural presente na superfície das partículas virais dos flavivírus e desempenha um papel 

essencial no ciclo de multiplicação viral, atuando como mediadora tanto da ligação ao receptor 

(adsorção), quanto da fusão do envelope viral com as membranas celulares, permitindo assim 

a liberação do nucleocapsídeo no citoplasma da célula (Lindenbach et al., 2007, Pierson & 

Diamond, 2007). Essa proteína também é o principal alvo para anticorpos neutralizantes, sendo 

responsável por induzir uma resposta imune protetora (Heinz & Stiasny, 2012, Stiasny et al., 

2013). 

Análises microscópicas da estrutura da proteína do envelope do ZIKV revelam que 

algumas regiões são semelhantes as do vírus da Dengue e outras próximas de flavivivírus 

neurovirulentos, tais como WNV e JEV. Essas semelhanças são importantes, uma vez que 

regem o tropismo celular e contribuem para o desfecho da doença (Sirohi et al., 2016). 

A proteína E apresenta três domínios (DI, DII e DIII) conservados entre os flavivírus, 

uma região membranar (chamada de “haste”) e uma âncora transmembrana na região carboxi 

terminal (figura 6) (Stiasny et al., 2013). Os domínios estão dispostos como dímeros, com três 

dímeros paralelos entre si, que formam uma espécie de balsa cobrindo a superfície viral (cerca 

de 30 balsas). O domínio central (DI) é responsável pela união dos domínios II e III, e pelas 

mudanças conformacionais durante o processo de fusão. O domínio II contém o peptídeo que 

interage com as membranas durante a fusão, enquanto o domínio III possui conformação 

semelhante a uma imunoglobulina (Ig-like) e contém os sítios de ligação aos receptores 

celulares, mediando a adsorção (figura 6) (Mukhopadhyay et al., 2005, Pierson & Diamond, 

2008). 

 

 

Figura 6. Representação dos 3 Domínios da glicoproteína do Envelope do ZIKV. Onde têm-se o domínio I 

em vermelho, domínio II em amarelo e domínio III em azul (Adaptado de Pierson & Diamond, 2008). 
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Avanços acerca da determinação da estrutura dos flavivírus e do desempenho de suas 

proteínas estruturais dão especial destaque às mudanças conformacionais sofridas pela proteína 

E, como as transições realizadas entre as formas imaturas e maturas, e de seu importante papel 

durante a montagem do vírus. A redução do pH desencadeia rearranjos conformacionais da 

proteína E, iguais ou similares aos do contato do vírus com o receptor celular, resultando na 

formação de trímeros e expondo o peptídeo de fusão (figura 4) (Hernandez et al., 2014). 

 Além disso, regiões específicas da proteína E são descritas como potenciais alvos para 

o desenho de fármacos antivirais e estratégias alternativas para a inibição viral que são 

abordadas com base na interação da proteína E com moléculas receptoras e anticorpos 

neutralizantes, uma vez que epítopos reconhecidos por anticorpos neutralizantes foram 

identificados nos três domínios da proteína E. A informação estrutural adquirida a partir dessas 

interações pode ser utilizada para conceber novos inibidores de entrada de vírus com eficácia 

aumentada (Perera et al., 2008). 

1.1.6 Manifestações clínicas 

 

A apresentação clínica da infecção por ZIKV é inespecífica e, por essa razão, pode ser 

confundida com outras doenças febris, como as febres dengue e chikungunya, o que contribui 

para a subnotificação dos casos e desconhecimento da real incidência da febre causada pelo 

ZIKV (Luz et al., 2015, Chang et al., 2016, Musso et al., 2016). Há relatos de testes laboratoriais 

positivos para infecção por ZIKV em pessoas assintomáticas, de modo que menos de 20% dos 

indivíduos infectados apresentam alguma manifestação clinicamente evidente (Chang et al., 

2016, Ferraris et al., 2019). 

Em humanos, o período de incubação da picada do mosquito ao aparecimento de 

sintomas é de 3 a 12 dias (Plourde & Bloch, 2016). Após esse período, a maioria dos pacientes 

sintomáticos apresenta uma doença branda e autolimitada, com duração de até 15 dias (Chang 

et al., 2016, Plourde & Bloch, 2016). Os sintomas mais comuns incluem conjuntivite, erupção 

cutânea, mialgia, dor de cabeça e garganta, febre, dor e inchaço nas articulações. Os sintomas 

menos comuns incluem dor abdominal, constipação, diarreia, tonturas, fotofobia, náuseas e dor 

retro-orbital (Zanluca et al., 2015, Chan et al., 2016). Em alguns grupos, a febre causada pelo 

ZIKV apresenta quadros atípicos. Em crianças foi relatado quadro cutâneo com lesões 

vesiculares. Em imunosuprimidos é possível a ocorrência de quadros com complicações 

viscerais graves e prolongadas, podendo levar o indivíduo a óbito (Luz et al., 2015). 
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Embora a doença geralmente seja benigna e de curta duração, complicações de origem 

neurológica, como a síndrome de Guillain-Barré (SGB), foram relatadas na epidemia ocorrida 

nas Américas (2015) (Uncini et al., 2017). Os sintomas da SGB começam a surgir entre uma e 

quatro semanas após infecções virais e bacterianas, e incluem fraqueza muscular, 

formigamento, dormência, diminuição dos reflexos e paralisia, a qual pode evoluir para 

desordens respiratórias e de deglutição, com consequências potencialmente fatais (Chang et al., 

2015, Zanluca et al., 2015, Nunes et al., 2016). As evidências atuais estimam que a incidência 

da SGB seja de 24 casos por 100.000 indivíduos infectados pelo ZIKV (Uncini et al., 2017). 

Além disso, sequelas clínicas mais graves têm sido cada vez mais associadas ao ZIKV. 

Durante o surto no Brasil, relatos de bebês nascidos com microcefalia aumentaram 

acentuadamente em 20 vezes (Chan et al., 2016, Plourde & Bloch, 2016). Desde então, estudos 

relataram possível neurotropismo do ZIKV (Costa et al., 2018). Acredita-se que a maior 

probabilidade de desenvolver essa malformação ocorre quando a infecção materna coincide 

com o primeiro trimestre da gravidez. Tabata e colaboradores (2016) sugerem em seu estudo 

que fetos infectados nos primeiros meses de gestação são expostos a mais vírus por mais tempo 

durante a gravidez. Uma vez que, a infecção materna no início e no meio da gestação dissemina 

o vírus para a circulação fetal em um estágio crítico no desenvolvimento cerebral, quando a alta 

carga viral aumenta o risco de malformações. 

Embora a microcefalia tenha ganho grande atenção, a infecção por ZIKV durante a 

gravidez também leva a outras malformações, incluindo anormalidades oculares, 

musculoesqueléticas, craniofaciais e, em alguns casos, associadas ao aborto espontâneo. Esse 

amplo espectro de manifestações clínicas fetais resultantes da infecção materna pelo ZIKV é 

chamado de síndrome congênita do Zika (Victora et al., 2016, Polonio et al., 2017, Shirley & 

Nataro, 2017, Sanz Cortes et al., 2018). Em adultos, sequelas neurológicas graves também 

foram associadas à infecção por ZIKV, incluindo meningite e meningoencefalite (Plourde & 

Bloch, 2016). 

1.1.7 Diagnóstico e tratamento 

 

Devido à semelhança e sobreposição dos sintomas com outras arboviroses, o 

diagnóstico específico da febre zika representa um desafio, e dificilmente será corretamente 

diagnosticada apenas com descrição dos sintomas clínicos. Assim, é fundamental a realização 

de testes laboratoriais de alta sensibilidade e especificidade (Nunes et al., 2015). A importância 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/fetus-circulation
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do diagnóstico em indivíduos infectados com ZIKV, mesmo em pacientes assintomáticos, está 

ligada principalmente ao risco das anormalidades congênitas relatadas e à possibilidade de 

transmissão sexual (Musso et al., 2015, Meaney-Delman et al., 2016). 

Os hemogramas laboratoriais em sua maioria não exibem alterações em uma infecção 

por ZIKV, embora leucopenia, linfocitose e plaquetopenia sejam possíveis. Sorologias, como 

as realizadas por ensaios imunoenzimáticos de captura de anticorpos da classe IgG e IgM 

(ELISA), ou o teste de neutralização de redução de placa (PRNT, Plaque reduction 

neutralization test), podem ser positivas após a fase sintomática da doença, adquirindo 

importância enquanto diagnóstico retrospectivo para fins epidemiológicos (Heinz & Stiasny, 

2012, Kerkhof et al., 2019). Entretanto, a sorologia pode ter menor especificidade em regiões 

onde circulam outros flavivírus, devido à reatividade sorológica cruzada entre eles, 

especialmente DENV (Speer & Pierson, 2017, Gullo et al., 2022). 

Dessa forma, a transcrição reversa seguida da reação em cadeia de polimerase 

quantitativa (RT-qPCR) com primers específicos para ZIKV é a abordagem diagnóstica mais 

indicada durante a fase aguda da doença (<7 dias após o início dos sintomas), uma vez que 

possui alta sensibilidade e especificidade (Heinz & Stiasny, 2012, Plourde & Bloch, 2016). A 

detecção do RNA viral em soro ou urina fornece diagnóstico conclusivo de infecção, mas o 

intervalo para isso é limitado a 1-2 semanas após o início dos sintomas devido ao rápido declínio 

da presença do vírus no soro e na urina (Gorchakov et al., 2019). 

Em relação ao diagnóstico pré-natal da infecção por ZIKV, o padrão-ouro para o 

diagnóstico pré-natal da infecção é o ensaio da reação em cadeia de polimerase (PCR) sobre 

fluido amniótico. Entretanto alguns sinais de ultrassom típicos da infecção por ZIKV não são 

encontrados em outras infecções congênitas, dentre eles: a desproporcionalidade no 

crescimento fetal com uma restrição incomum no crescimento do fêmur, calcificações cerebrais 

e lesões destrutivas na fossa posterior do crânio (Gullo et al., 2022). 

O tratamento da febre Zika inclui basicamente o tratamento sintomático, aliado ao 

repouso e hidratação, não existindo uma abordagem específica contra o vírus. O uso de anti-

inflamatórios não esteroides devem ser evitados até que a dengue seja excluída, devido ao risco 

de hemorragia em pacientes com dengue (Plourde & Bloch, 2016). Os casos de SGB devem ser 

tratados em ambiente hospitalar, se necessário com terapia intensiva e, em casos especiais, a 

plasmaferese (Luz et al., 2015). 

Nenhuma terapia clinicamente aprovada está disponível para tratamento de quaisquer 

infecções por flavivírus (Weaver et al., 2016). Assim como outras arboviroses, a medida mais 
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importante para o controle é a profilaxia, especialmente com o controle do vetor, portanto, 

medidas de controle de vetores artrópodes baseadas em ações governamentais e privadas são 

fundamentais para bloquear o caráter epidêmico da doença. Além disso, conforme mencionado, 

ainda não há vacina licenciada ou antivirais disponíveis contra o ZIKV (Luz et al., 2015). 

1.1.8 Resposta imune ao Zika virus 

 

A imunidade contra infecções virais depende da ação integrada das respostas 

imunológicas inata e adaptativa, cujos objetivos são bloquear a infecção, eliminar as células 

infectadas e produzir memória imunológica de longo prazo (Machado et al., 2004). Ainda são 

necessários muitos estudos acerca da resposta imune contra o ZIKV, sendo esta inferida a partir 

de estudos de flavivírus relacionados (Dai et al., 2016). 

A resposta imune do hospedeiro é fundamental para o controle de infecções por 

flavivírus, começando com a imunidade inata. Assim, na fase inicial das infecções virais o 

controle da infecção é realizado por intermédio da imunidade inata, cujos principais 

mecanismos consistem na ação de macrófagos, produção dos interferons do tipo I (IFN-α e 

IFN-β) e morte das células infectadas mediada pelas células natural killer (NK) que proliferam 

robustamente durante infecções virais (Dai et al., 2016; Maucourant et al., 2019). A produção 

de interferons do tipo I, principais citocinas envolvidas na resposta imune inata antiviral, é 

desencadeada por células infectadas por vírus e fornecem proteção às células não infectadas. 

Macrófagos e outras células apresentadoras de antígenos produzem IL-12, capaz de estimular 

citotoxicidade por células NK. O acionamento das células NK é responsável por eliminar alvos 

infectados (Machado et al., 2004; French et al., 2006). 

Segundo Glasner e colaboradores (2017), a infecção por ZIKV induz um aumento na 

expressão de moléculas de MHC de classe I, induzido pelo aumento na produção de IFN-. 

Sabe-se que a expressão aumentada de MHC de classe I é inibidora da ação de células NK, uma 

vez que as moléculas de MHC-I se ligam a receptores inibidores de morte que são expressos 

nas células NK, inibindo sua ativação. Dessa forma, as células NK parecem estar agindo na 

infecção por ZIKV, mais pela produção de citocinas, do que por sua ação citotóxica. Além 

disso, as células NK produzem IFN-γ que aumenta o potencial microbicida dos macrófagos 

(Raphael et al., 2015). 

A resposta imune adaptativa acontece por ação da resposta imune celular, mediada pelos 

linfócitos T (LT), bem como por meio da resposta imune humoral, mediada pelos linfócitos B 
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(LB) (Abbas et al., 2015). De maneira geral, uma infecção por Flavivírus ativam tanto a resposta 

mediada por linfócitos T CD4+ como a resposta mediada por linfócitos T CD8+ (citotóxicos). 

Na presença de diferentes estímulos, as células T CD4+ se diferenciam em variados subgrupos 

de células T auxiliares (Th), Th1, Th2, Th9, Th17, Th22, Treg 43 (células Th reguladoras) e 

células T foliculares (Thf), as quais colaboram para a produção de anticorpos pelas células B. 

Coletivamente, os estudos desenvolvidos até o momento indicam que a resposta das células T 

CD8+ ao ZIKV compartilha muitas semelhanças com a resposta à infecções causadas pelo 

DENV (Wen & Shresta, 2017). 

Os anticorpos por sua vez, atuam nos vírus extracelulares por meio de neutralização e 

podem ser adjuvantes no processo de citotoxicidade celular dependente de anticorpos pela 

atuação das células NK. Ainda nessa resposta, os linfócitos T CD8+ quando ativados se 

diferenciam em células T citotóxicas, com alto poder de eliminar alvos infectados pelos seus 

mecanismos de citotoxicidade (Raphael et al., 2015). 

Desde o início do surto de ZIKV na América do Sul, pesquisas relevantes têm sido 

realizadas para aprofundar nossa compreensão sobre a resposta das células T à infecção pelo 

ZIKV. O ZIKV induz ativação robusta de células T, o que leva ao estabelecimento de uma 

população de células T de memória, sugerindo um papel importante dos LT CD4+ e LT CD8+ 

na resposta imune ao ZIKV (Pardy & Richer, 2019). 

Tappe e colaboradores (2016) avaliaram os níveis de citocinas e quimiocinas em 6 

pacientes infectados com o ZIKV em diferentes estágios da infecção, mostrando um perfil misto 

de citocinas, incluindo citocinas imunorregulatórias, interleucinas, proteínas inflamatórias de 

macrófagos e do fator de crescimento do endotélio vascular, não havendo necessariamente uma 

polarização de padrão de resposta imune mediada por células T auxiliares. Ngono e 

colaboradores (2017) relataram que, além do papel protetor das células T CD8+ na infecção 

pelo ZIKV, há possibilidade destas células também estarem envolvidas na eliminação das 

partículas virais. Acredita-se que a resposta celular de LT CD4+ e CD8+ ao ZIKV possui como 

alvo tanto proteínas estruturais (E, C e prM) quanto proteínas não estruturais (NS1, NS2A, NS3, 

NS4B e NS5) (Ngono et al., 2017). 

As células T têm um papel essencial na proteção contra uma variedade de infecções. De 

fato, o desenvolvimento de formulações de vacinas bem-sucedidas exigirá a geração de 

respostas de células T potentes e duradouras (Badolato-Corrêa et al., 2018). As células T CD8+ 

específicas da dengue estão presentes em frequências mais altas em comparação com suas 

contrapartes CD4+ (Rivino et al., 2013). 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/nonstructural-protein-1
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Uma comparação de sequências de aminoácidos de epítopos de células T CD8+ de 

DENV e ZIKV apontam uma alta homologia de sequência entre os dois vírus e sugere que 

alguns desses epítopos CD8+ também podem existir no ZIKV (Rivino et al., 2016). Em 

pacientes infectados por ZIKV, foram detectadas respostas de células T ao proteoma viral 

completo: células T CD8+ se concentram preferencialmente em proteínas estruturais, enquanto 

as células T CD4+ têm como alvo as proteínas não estruturais, ambos produtores de IFN 

(citocina proinflamatória que inicia sinais e ativa a diferenciação das células T). O 

direcionamento diferencial semelhante de células T CD4+ e CD8+ também foi observado em 

resposta à infecção por JEV e à vacina YFV (Ngono et al. 2017). 

Os primeiros estudos relataram que as células T CD8+ e CD4+ humanas específicas 

para DENV podem produzir interferon-γ (IFN-γ), após estimulação de DENV e lisar células-

alvo infectadas por DENV (Kurane et al., 1989). Incentivado por essas observações, Yauch e 

colaboradores (2009) investigaram o papel protetor das células T usando um modelo de 

infecção primária por DENV em camundongos com deficiência de receptor de IFN tipo I 

(IFNAR-/-). Esses camundongos desenvolvem uma doença com as principais características da 

dengue grave em humanos, incluindo tropismo/viremia viral, trombocitopenia, vazamento 

vascular e tempestade de citocinas. Os autores descobriram que camundongos IFNAR-/- 

depletados de células T CD8+ antes da infecção tinham carga de DENV significativamente 

maior nos tecidos em comparação com animais não depletados. Além disso, a imunização com 

epítopos de peptídeo DENV de células T CD8+ imunodominantes aumentou a depuração viral 

dos camundongos, confirmando um papel protetor para células T CD8+ durante a infecção 

primária por DENV (Yauch e outros 2009). 

IFNs tipo I e tipo III induzem estados antivirais através da indução de genes estimulados 

por IFN que controlam a replicação viral (Pierson & Diamond, 2018). A este respeito, o IFN-γ 

tem um papel crítico no reconhecimento e eliminação de patógenos infecciosos. O IFN-γ, sendo 

o efetor central da imunidade mediada por células, pode coordenar uma infinidade de funções 

antimicrobianas. Servindo para aumentar a apresentação de antígenos por meio de células 

apresentadoras de antígenos (APCs), potencializa o reconhecimento de antígenos por meio de 

interação de células T cognatas, aumentar a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e 

intermediários de nitrogênio reativos (RNIs), além de ser capaz de induzir respostas antivirais 

(Colavita et al., 2018; Kak et al., 2018; Van Leur et al., 2021). 

Além disso, o IFN-γ tem funções antivirais contra ZIKV na decídua materna 

(endométrio) e placenta durante a gravidez. A secreção constitutiva de IFN-γ pelos 
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sinciciotrofoblastos correlacionou-se com sua capacidade de restringir a infecção pelo ZIKV. 

A importância da sinalização do IFN na mediação da restrição do hospedeiro do ZIKV foi 

demonstrada pela patogenicidade do ZIKV em Ifnar1−/− e Stat2−/−, mas não em camundongos 

imunocompetentes (Pierson & Diamond, 2018). 

Foi visto que a infecção por ZIKV também desencadeou a expressão elevada de 

citocinas pró-inflamatórias em tecidos cerebrais fetais humanos. Dentre as quais o Fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α), uma citocina pró-inflamatória produzida durante a inflamação 

aguda e responsável por uma variedade diversificada de eventos de sinalização dentro das 

células (Lin et a., 2017). Ainda em relação a resposta de células T, o CD127 possuí valor como 

marcador de memória, é receptor de IL-7, uma citocina-chave para avaliar a manutenção da 

memória de células T CD8 a longo prazo de forma independente de antígenos (Nanjappa et al., 

2008). 

No que se refere a resposta imune humoral, anticorpos neutralizantes também 

desempenham um papel importante na proteção contra flavivírus. Anticorpos neutralizantes 

gerados como consequência de infecção ou vacinação são críticos para o desenvolvimento de 

imunidade a infecções virais. Entre os flavivírus, existem vacinas bem-sucedidas para YFV e 

JEV. O desenvolvimento de vacinas contra outros flavivírus, como DENV e ZIKV, foi 

parcialmente confundido devido à alta conservação de sequência e reatividade cruzada 

imunológica entre suas glicoproteínas de envelope. As respostas de anticorpos a esses vírus são 

principalmente induzidas às proteínas E, prM e NS1 (Van Leur et al., 2021). A proteína E é o 

alvo primário dos anticorpos neutralizantes, esta é o antígeno mais abundante na superfície da 

partícula viral, foi demonstrado que esses anticorpos se ligam a epítopos localizados em todos 

os três domínios estruturais da proteína E (Ngono et al., 2017). 

Dowd e colaboradores (2016) mostraram que a infecção por ZIKV induz resposta imune 

humoral amplamente neutralizante e protetora contra linhagens africanas e asiáticas, sugerindo 

um único sorotipo de ZIKV. Dessa forma, infecções múltiplas como aquelas causadas pelo 

DENV não são prováveis. Entretanto, infecções sequenciais por diferentes flavivírus podem 

acontecer, especialmente entre o DENV e o ZIKV, uma vez que este vírus se dissemina em 

áreas previamente expostas ao DENV e outros flavivírus relacionados (Culshaw et al., 2017). 
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1.2 Vacinas experimentais para Zika 

 

Os flavivírus representam alguns dos arbovírus patogênicos humanos mais importantes 

em todo o mundo, assim, vacinas já vem sendo utilizadas para proteger os humanos de vírus 

pertencentes à essa família (Heinz e Stiany, 2012). Vacinas clinicamente aprovadas estão 

disponíveis para quatro flavivírus, incluindo o vírus da febre amarela (YFV), o vírus da 

encefalite transmitida por carrapatos (TBEV), o vírus da dengue (DENV) e o vírus da encefalite 

japonesa (JEV) (Weaver et al., 2016). O sucesso observado para as vacinas desenvolvidas 

contra esses flavivírus suscita expectativas positivas e viáveis para o surgimento de uma vacina 

contra o ZIKV. Embora o objetivo do desenvolvimento da vacina contra ZIKV seja prevenir a 

doença em todos os potenciais pacientes afetados pelo vírus, a patogênese e o tropismo 

observados no ZIKV destacam um requisito específico para induzir uma resposta imune capaz 

de proteger tanto a mãe quanto o feto (Pierson & Graham, 2016, Weaver et al., 2016). 

A indução de anticorpos neutralizantes correlaciona-se com a proteção pela vacinação 

para a maioria das vacinas existentes de flavivírus. Para o ZIKV, pelo fato de o vírus existir 

como um único sorotipo, considera-se que a infecção primária confira imunidade a infecções 

subsequentes. Além disso, simplifica a seleção de linhagens para inclusão em vacinas 

candidatas e métodos para avaliar a imunogenicidade do potencial candidato vacinal, o mesmo 

não ocorre para o DENV, por exemplo, pela existência de múltiplos sorotipos virais e pelo 

potencial de ADE (Antibody-dependent enhancement) (Pierson & Diamond, 2014, Dowd et al., 

2016). 

Acredita-se que uma única vacina para ZIKV será eficaz contra todas as linhagens 

circulantes devido à baixa diversidade de linhagens de ZIKV (Ali et al., 2017). O objetivo 

imunológico primário das abordagens vacinais para ZIKV tem sido o de induzir anticorpos 

neutralizantes contra a proteína E, presente na superfície do vírus (Pierson & Graham, 2016). 

O desenvolvimento de uma vacina contra o ZIKV vem sendo trabalhado sob diferentes 

abordagens antigênicas, incluindo vacinas de ácido nucleico (mRNA e DNA), vacinas de vírus 

inativados, vacinas de vírus vivo-atenuado e de vetores virais (Richner & Diamond, 2018).  

Vários candidatos vacinais foram submetidos ao desenvolvimento pré-clínico bem-

sucedido. Anticorpos neutralizantes foram induzidos por diversas vacinas testadas em 

camundongos, as quais também foram capazes de fornecer proteção de curto prazo em 

camundongos contra desafio com ZIKV (Abbink et al., 2018).  
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Diferentes ensaios clínicos têm sido realizados para avaliar a segurança e eficácia das 

vacinas candidatas anti-Zika. A tabela 1 resume os estudos para ZIKV que se encontram 

completos ou em fase clínica de testes registrados na plataforma clinicaltrials.gov. Entretanto, 

deve-se notar que cada abordagem vacinal tem seus prós e contras. Assim, é necessário que 

abordagens complementares sejam exploradas simultaneamente para que a vacina contra ZIKV 

avance (Pierson & Graham, 2016, Weaver et al., 2016). 

Uma vez que não há surto de ZIKV atualmente em todo o mundo notificado pelas 

agências de vigilância e devido ao número limitado de casos, a realização de testes clínicos de 

fase 2 e 3 está se mostrando problemática com muitos desenvolvedores de vacinas suspendendo 

seus testes (Yeasmin et al., 2022). 
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Tabela 1. Vacinas contra ZIKV em ensaios clínicos. 

Vacina Plataforma Patrocinadores Ensaios clínicos Fase 

mRNA-1325 mRNA codificando prM-E Moderna NCT03014089 Fase I 

Concluído 

mRNA-1893 mRNA Moderna NCT04064905 Fase I 

Concluída 

mRNA-1893 mRNA Moderna NCT04917861 Fase II 

Recrutamento 

VRC5288 DNA codificando 

prM-E (ZIKV) 

NIAID NCT02840487 Fase I 

Concluída 

VRC5283 DNA codificando 

PrM-E (ZIKV) 

NIAID NCT02996461 Fase I 

Concluída 

VRC5283 DNA codificando 

PrM-E (ZIKV) 

NIAID NCT03110770 Fase II 

Concluída 

ZPIV Vírus inativado purificado NIAID NCT02963909 Fase I 

Concluído 

ZPIV Vírus inativado purificado 

 

NIAID NCT02952833 Fase I 

Concluída 

ZPIV Vírus inativado purificado NIAID 

WRAIR 

NCT02937233 Fase I 

Concluída 

ZPIV Vírus inativado purificado NIAID NCT03008122 Fase I  

Concluída 

VLA1601 Vírus inativado purificado Biosoluções 

emergentes de 

ValNeva 

NCT03425149 Fase I 

Concluída 

TAK-426 Vírus inativado purificado Takeda NCT03343626 Fase I 

Concluída 

MV-ZIKA Vetor do Sarampo Themis 

Biosciences 

NCT02996890 Fase I 

Concluída 

MV-ZIKA Vetor do Sarampo Themis 

Biosciences 

NCT04033068 Fase I 

Concluída 

rZIKV/D4Δ30-

713 

Vírus vivo atenuado NIAID NCT03611946 Fase I 

Concluída 

ChAdOx1 Zika Vetor viral Universidade de 

Oxford 

NCT04015648 Fase I 

Concluído 

ChAdOx1 Zika Vetor viral Universidade de 

Oxford 

NCT04440774 Fase Ib 

Concluído 

 GLS-5700 DNA codificando 

PrM-E (ZIKV) 

GeneOne Life 

Science 

NCT02887482 Fase I 

Concluído 

BARDA - Autoridade de Pesquisa e Desenvolvimento Biomédico Avançado. 

NIAID - Instituto Nacional de Alergia e Doenças Infecciosas. 

WRAIR - Instituto de Pesquisa do Exército Walter Reed. 

1.2.1 Vacinas de vírus vivo atenuado 

 

As vacinas de vírus vivos atenuados são conhecidas por desencadearem uma resposta 

imune mais robusta, quando comparada a outras estratégias vacinais, desencadeando 

consequentemente maior proteção (Weaver et al., 2016). Além disso, vacinas de vírus vivos 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/zika-virus
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atenuados possuem a vantagem de serem aplicadas em dose única, e possuírem indução 

rápida da imunidade. Este é um fato importante a ser observado, uma vez que o ZIKV é 

endêmico principalmente em países de baixa renda, dessa forma, vacinas de dose única são 

aliados particularmente importantes ao controlar um surto explosivo ou imunizar populações 

em áreas remotas, onde doses múltiplas são desafiadoras (Shan et al., 2017). Assim, vacinas 

de vírus vivos atenuados podem ser úteis para imunizar as populações que vivem e viajam 

para áreas endêmicas do ZIKV (Who, 2017). 

No estudo desenvolvido pelo instituto Evandro Chagas (Rio de Janeiro, Brasil), em 

parceria com as Universidades do Texas e de Washington, uma vacina de vírus vivo atenuado 

contendo deleções na região 3’UTR do genoma do ZIKV (ZIKV-3’-UTR-LAV) mostrou-se 

capaz de proteger contra a transmissão vertical em um modelo de gravidez de camundongos e 

também danos aos testículos de camundongos e primatas não humanos. Após uma vacinação 

de dose única, fêmeas de camundongos C57BL/6 grávidas, infectadas no 6º dia e avaliadas no 

13º dia da gestação, mostraram diminuição significativa dos níveis de RNA viral nos tecidos 

materno, placentário e fetal. Nos camundongos machos vacinados, a vacina protegeu contra a 

infecção, lesão e oligospermia dos testículos. Apesar de ser composta pelo vírus vivo 

atenuado, os pesquisadores mostraram um perfil de segurança para esta vacina, sugerindo 

desenvolvimento adicional para humanos (Shan et al., 2017). 

Ainda, segundo dados registrados na plataforma clinicaltrials.gov, encerrou-se em julho 

de 2022 (dados não publicados), ensaios clínicos com a vacina de vírus atenuado 

rZIKV/D4Δ30-713 (NCT03611946). O objetivo deste estudo foi avaliar a segurança, a 

reativação e a imunogenicidade de uma única dose da vacina atenuada in vivo rZIKV/D4Δ30-

713 em adultos sem histórico de infecção por flavivírus.  

1.2.2 Vacinas de vírus inativado 

 

As vacinas de vírus inativado, também chamadas de vacinas de vírus inativado 

purificado (do inglês, “purified inactivated virus”, PIV), já estão licenciadas para vacinação 

contra o vírus da encefalite japonesa (JEV) e o vírus da encefalite transmitida por carrapatos 

(TBEV). Embora essas possuam vantagens sobre as vacinas de vírus atenuados, como a 

impossibilidade de apresentarem fenótipo patogênico, não são gerados anticorpos contra as 

proteínas não-estruturais, além de ser necessário o uso de adjuvantes para aumentar a 

imunogenicidade, o que aumenta os custos de produção (Pierson & Graham, 2016). 
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Uma vacina de vírus inativado foi desenvolvida pelo Instituto Nacional de Alergia e 

Doenças Infecciosas (NIAID), a qual contém uma amostra de ZIKV cultivada em células Vero, 

inativada e purificada por cromatografia (PRVABC59). Para avaliar a eficácia protetora de 

ZPIV, macacos Rhesus foram imunizados com ZPIV e, posteriormente, infectados por via 

subcutânea com 106 partículas virais. Após o desafio, as cargas virais foram quantificadas por 

RT-qPCR e a infecciosidade viral confirmada pelo crescimento em células Vero. Nos animais 

placebo os títulos de ZIKV aumentaram após o desafio, contudo, os macacos vacinados com 

ZPIV mostraram proteção completa contra ZIKV, como evidenciado por nenhum vírus 

detectável no sangue, urina, secreções colorretais e secreções cervicovaginais em todos os 

animais imunizados (Abbink et al., 2016). 

Posteriormente foram relatados três ensaios clínicos da vacina ZPIV 

(NCT02963909, NCT02952833, NCT02937233), os quais incluíram participantes que 

receberam duas doses da vacina ZPIV com o adjuvante hidróxido de alumínio, administrada 

intramuscularmente no dia 1 e 29. Os eventos adversos relacionados à vacina foram leves a 

moderados, sem eventos adversos graves relatados. Após a dosagem de anticorpos 

neutralizantes, observou-se que cerca de 95% dos participantes tiveram pico de anticorpos 

neutralizantes após a segunda dose (Modjarrad et al., 2020). Segundo a plataforma 

clinicaltrials.gov encerrou-se em abril de 2022, um ensaio clínico da vacina ZPIV 

(NCT03008122), o qual avaliou a segurança e imunogenicidade de ZPIV em adultos de uma 

área endêmica de flavivírus (dados não publicados). 

Outro ensaio clínico de fase I com uma vacina inativada ZIKV (TAK-426) foi liderado 

pela Empresa Farmacêutica Takeda (NCT03343626). Neste estudo, avaliou-se a segurança, 

tolerabilidade e imunogenicidade de duas doses da vacina contra ZIKV, com intervalo de 28 

dias em 240 indivíduos saudáveis. Foram aplicadas três dosagens diferentes de vacina contendo 

2, 5 ou 10 µg cada. Todas as doses TAK-426 foram bem toleradas sem mortes, sem eventos 

adversos graves relacionados à vacina e taxas semelhantes de eventos adversos leves a 

moderados.  A resposta de anticorpos neutralizantes após duas doses no grupo de 10 μg foram 

significativamente maiores em relação as dosagens mais baixas. Assim, a dose TAK-426 de 10 

μg foi selecionada para posterior desenvolvimento clínico (Han et al., 2021). 

 

1.2.3 Vacinas de Vetor viral recombinante 

 

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02963909
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02952833
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02937233
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03343626


40 
 

 
 

As vacinas baseadas em vetores virais são outra abordagem promissora para imunizar 

contra vários patógenos. Os vetores virais são constituídos por vírus não patogênicos atenuados, 

que são capazes de produzir antígenos de outros patógenos quando inoculados em indivíduos 

vacinados. Sendo dessa forma, originadas pela substituição de genes que codificam proteínas 

estruturais do vírus atenuado pelos genes que codificam as proteínas equivalente de outro vírus. 

A hipótese é que a atenuação característica do vírus vetor garantirá também a atenuação do 

vírus recombinante, porém mantendo o caráter imunogênico da proteína do vírus, a qual 

apresenta um papel dominante na geração de anticorpos neutralizantes e indução de resposta 

imune protetora (Xie et al., 2017, Abbink et al., 2018). 

Dentre as vacinas baseadas nessa metodologia, a vacina Dengvaxia produzida pela 

Sanofi Pasteur foi licenciada no Brasil e em outros países da América Latina e Ásia no final de 

2015. Esta vacina foi gerada a partir da amostra vacinal da febre amarela, porém, substituindo 

os genes prM e E de YFV pelos dos 4 sorotipos de DENV, incorporando a antigenicidade de 

DENV ao fenótipo bem caracterizado de atenuação do YFV 17D, cada um expressando as 

proteínas pré membrana “prM” e do envelope dos quatro sorotipos virais (Capeding et al., 2014, 

Hadinegoro et al., 2015). Entretanto, observou-se em ensaios clínicos que a vacinação com a 

Dengvaxia é mais eficaz entre pessoas com mais de 9 anos de idade. A imunidade estimulada 

pela vacina dura até 4 anos, e o sorotipo do vírus, idade e infecção prévia por DENV do 

indivíduo antes da vacinação parecem afetar a eficácia da vacina, suscitando discussões sobre 

o uso da mesma (El Fezzazi et al., 2017, Deng et al., 2020). 

Vacinas baseadas em vetores virais recombinantes têm mostrado resultados promissores 

em modelos pré-clínicos para ZIKV, e certos vetores se beneficiam de experiências anteriores 

em ensaios clínicos para outros patógenos (Prow et al., 2018). Um exemplo de vacina de vetor 

viral recombinante foi proposta por Chattopadhyay e colaboradores (2018), a qual é baseada 

no vírus da estomatite vesicular quimérica (VSV) que expressa a poliproteína do envelope 

CHIKV (E3-E2-6K-E1) no lugar da glicoproteína VSV (G) e também expressa as 

glicoproteínas envelope-membranares (M e E) do ZIKV. Esta vacina induziu respostas de 

anticorpos neutralizantes tanto ao CHIKV quanto ao ZIKV em camundongos do tipo selvagem 

e em camundongos A129. Uma única dose foi capaz de proteger estes animais contra ambas as 

infecções, fornecendo proteção duradoura e de baixo custo. Estes resultados, aliados a estudos 

com outros vírus, indicam o potencial dos vírus quiméricos para o desenvolvimento de vacinas 

bivalentes. 

https://www-sciencedirect.ez32.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/vesicular-stomatitis-virus
https://www-sciencedirect.ez32.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/neutralizing-antibody
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Prow e colaboradores (2018) também apresentaram resultados satisfatórios em modelo 

animal com sua plataforma vacinal bivalente, onde um único vetor foi capaz de codificar os 

genes estruturais da poliproteína dos vírus Zika e Chikungunya, gerando anticorpos 

neutralizantes contra ambos os vírus. Ainda se tratando de vacinas bivalentes para ZIKV e 

CHIKV, atualmente, um estudo da fase I determinou a segurança e a imunogenicidade da vacina 

candidata para ZIKV (ChAdOx1 ZIKV) em voluntários adultos saudáveis, dado como uma 

vacina autônoma ou coadministrado em protocolo heterólogo com a vacina candidata para 

CHIKV (ChAdOx1 CHIKV), ambas desenvolvidas pela Universidade de Oxford 

(NCT04015648 e NCT04440774). Ressalta-se aqui a importância de estratégias vacinais multi-

patógenas, uma vez que tais arboviroses são transmitidas por vetores em comum e, 

frequentemente, co-circulantes. 

Também para ZIKV, a vacina MV ZIKV desenvolvida pela Themis Bioscience GmbH 

(NCT02996890) foi projetada para expressar as proteínas prM e E do ZIKV (MV-ZIKA) e já 

foi testado a imunogenicidade em camundongos e macacos. Segundo a plataforma 

clinicaltrials.gov o ensaio clínico em humanos avaliou a segurança e a imunogenicidade de uma 

dose alta ou baixa quando dada como regimes de dose única ou duas doses em indivíduos 

saudáveis. 

Além disso, uma vacina patrocinada pela Janssen Vaccines and Prevention B.V. se 

encontra em testes clínicos. Este estudo tem como objetivo testar a segurança e a 

imunogenicidade de duas doses diferentes da vacina em um teste clínico duplo-cego e 

controlado por placebo em dois locais, no Kansas e Massachusetts, Estados Unidos (Abbink et 

al., 2018). 

 

1.2.4 Vacinas de DNA 

 

As vacinas de material genético contra patógenos infecciosos, incluindo o ZIKV, 

constituem uma área ativa de investigação que vem crescendo desde a descoberta, na década 

de 1990, de que o DNA geneticamente modificado pode ser entregue na forma de vacina e 

desencadear uma resposta imune (Danko et al., 2011). Vacinas de DNA são plasmídeos 

codificando um gene de interesse sob o controle de um promotor. As vacinas de DNA podem 

ser desenvolvidas e produzidas rapidamente, e vem sendo estudadas devido a sua eficácia em 

ativar o sistema imune (celular e humoral) (Abbink et al., 2018, Deng et al., 2020). Acredita-se 

que vacinas de DNA sejam mais favoráveis quando comparadas a estratégias de vírus vivo 
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atenuado por garantirem maior segurança, uma vez que se trata de uma plataforma não 

infecciosa onde não há risco potencial de infecção ou mutagênese, especialmente ao considerar-

se gestantes e mulheres em idade fértil como população alvo (Oliveira e Vasconcelos, 2016, 

Pardi et al., 2018). 

Além das vantagens anteriormente citadas, as vacinas de DNA possuem relativa 

facilidade de produção quando comparadas à outras vacinas, estabilidade, baixo custo, 

capacidade de transporte a temperatura ambiente e adequadas para a produção em massa. Em 

contrapartida, essas vacinas geralmente não são eficazes em doses única, necessitam da adição 

de adjuvantes e equipamentos de injeção especializado, o que dificulta a produção e aplicação 

na população em países de baixa renda e potencialmente endêmicos. Portanto, a modificação 

plasmidial com promotores altamente eficientes, estratégias alternativas de entrega, doses 

múltiplas e a co-imunização com adjuvantes podem ser as formas de lidar com os desafios 

enfrentados (Deng et al., 2020). 

A eficácia in vivo de uma nova vacina de DNA sintética direcionada às proteínas prM 

e do envelope do ZIKV foi avaliada por Muthumani e colaboradores (2016), em que 

camundongos e primatas não humanos foram imunizados. Nesse estudo foi observado que 

os animais vacinados geraram imunidade celular e humoral antígeno-específica e atividade 

de neutralização viral. Também, Abbink e colaboradores (2016) testaram uma vacina de 

DNA plasmidial e um vetor de sorotipo 52 de adenovírus de macacos Rhesus recombinante, 

expressando a proteína M do ZIKV, que também foi capaz de gerar anticorpos neutralizantes e 

proteger completamente os macacos contra a infecção por ZIKV. 

A primeira avaliação clínica da segurança e imunogenicidade de uma vacina de DNA 

ZIKV, expressando os genes das proteínas prM e E de ZIKV, foi liderada pela GeneOne Life 

Science e Inovio Pharmaceuticals (ensaio clínico NCT02887482). Nesse ensaio clínico, 160 

participantes foram distribuídos em dois grupos e receberam uma dose de 0 mg ou 2 mg da 

vacina de DNA GLS-5700 por injeção intradérmica, com doses de reforço na semana 4 e 12. A 

vacina foi bem tolerada sem reações adversas graves relacionadas, e os níveis de anticorpos 

específicos do ZIKV na semana 14 foram avaliados por ELISA e ensaio de soroneutralização, 

os quais mostraram 100% de soroconversão no grupo vacinal, os títulos de anticorpos 

observados foram dependentes da dose (Abbink et al., 2018). 

Uma vacina de DNA também foi proposta pelo NIAID. A vacina é composta por um 

único plasmídeo de DNA circular fechado que codifica as proteínas transmembrana M (prM) e 

do envelope (E) da amostra H/PF/2013 do ZIKV, e é fornecida em dose única de 4 mg com 
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injeção intramuscular. A vacina VRC5283 apresentou resultados promissores de anticorpos 

detectáveis e avançou para testes de eficácia da fase 2 (NCT03110770). No estudo clínico de 

fase 2 avaliou-se a segurança, imunogenicidade e a eficácia de um regime de vacinação de 3 

doses com a vacina de DNA do ZIKV ou placebo, a previsão é que os testes sejam concluídos 

em 2022 e os dados serão informados assim que disponíveis (Gaudinski et al., 2018). 

 

1.2.5 Vacinas de mRNA 

 

Vacinas de mRNA (uma plataforma baseada em genes semelhante às vacinas de DNA), 

também foram desenvolvidas para ZIKV. Como para flavivírus, o mRNA é traduzido 

diretamente em uma proteína após entrar no citoplasma celular, as vacinas mRNA contornam 

a necessidade de atravessar o envelope nuclear para serem expressas. Esse caminho poderia 

potencialmente diminuir as doses necessárias para as vacinas de mRNA, mantendo a 

imunogenicidade observada com vacinas de DNA (Pardi et al., 2018). 

O uso de mRNA tem várias características benéficas, entre elas a segurança, assim como 

nas plataformas de DNA, uma vez que o mRNA é degradado por processos celulares normais. 

Em segundo lugar, a eficácia: várias modificações tornam o mRNA mais estável e altamente 

traduzível. O mRNA é o vetor genético mínimo: assim, a imunidade antivetorial é evitada e as 

vacinas de mRNA podem ser administradas repetidamente. Em terceiro lugar, a produção: as 

vacinas de mRNA têm o potencial para uma fabricação rápida, barata e escalável, 

principalmente devido aos altos rendimentos das reações de transcrição in vitro (Kariko et al., 

2008, Pardi et al., 2018). 

Para avaliar a resposta imune para ZIKV, mRNA contendo a sequência das proteínas 

prM e E foi encapsulado em uma nanopartícula lipídica para maior estabilidade da sequência e 

foi feita a imunização de camundongos e primatas não humanos. Reichmuth e colaboradores 

(2016) observaram que a vacina proposta induziu altos níveis de anticorpos neutralizantes que 

protegiam contra a infecção por ZIKV. Nos modelos de gravidez de camundongos, as vacinas 

de mRNA previniram a morte fetal, enquanto a reabsorção fetal foi observada em camundongos 

infectados não imunizados. No entanto, os níveis de material genético do vírus ainda poderiam 

ser detectados no baço materno e no cérebro, bem como na placenta e cabeça fetal em 

camundongos imunizados (Pardi et al., 2017). 

Três ensaios clínicos em humanos, fase I/II liderado pela Moderna Therapeutics, foram 

realizados para avaliar a segurança e a imunogenicidade de duas vacinas baseadas em 

plataformas de mRNA: mRNA-1325 (NCT03014089) e mRNA-1893 (NCT04064905 e 
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NCT04917861). As estratégias avaliam a segurança e eficácia das vacinas em participantes 

soropositivos e soronegativos para flavivírus. As vacinas de mRNA podem ser econômicas, 

pois um número alto de doses pode ser produzido de forma eficiente. No entanto, resta 

determinar se os dados pré-clínicos promissores se traduzem em humanos. As propriedades 

imunoestimulatórias das vacinas de mRNA podem ser aumentadas com a inclusão de um 

adjuvante. Além disso, a estabilidade das vacinas de mRNA precisa ser levada em consideração 

(Abbink et al., 2018, Pardi et al., 2017). 

Ainda, recentemente foi realizado um ensaio clínico liderado pelo NIAID avaliando a 

eficácia da vacina de mRNA (NCT03008122) em Porto Rico, área endêmica de flavivírus 

(dados não publicados). 

 

1.2.6 Vacinas de subunidades recombinantes 

 

As vacinas de subunidade consistem em proteínas ou peptídeos que são sabidamente 

imunogênicos, podendo-se incluir as proteínas estruturais ou não-estruturais. Antígenos de 

diversos vírus, principalmente a proteína E ou seus domínios, têm sido produzidos em sistemas 

de expressão para geração de candidatos vacinais de subunidade, as quais são capazes de induzir 

de moderados a altos níveis de anticorpos após imunização em camundongos (Tripathi & 

Shrivastava, 2018). 

Em comparação com as abordagens tradicionais de vacinas atenuadas ou vivas, as 

vacinas de proteínas recombinantes oferecem um grande benefício em função da maior 

segurança. Por envolverem proteínas de antígeno recombinantes altamente purificadas, essas 

vacinas podem fornecer uma vacinação mais segura devido à ausência de impurezas. Além 

disso, o uso de uma vacina de subunidade proteica pode evitar as preocupações que giram em 

torno do uso de uma vacina atenuada viva, como uma reversão complicada a um vírus 

patogênico em pacientes imunocomprometidos (Kim et al., 2021). 

Diversos estudos relatam o papel importante desempenhado por anticorpos 

neutralizantes na proteção contra a infecção por muitos flavivírus, esses anticorpos são 

diretamente correlacionados com a robusta proteção de vacinas aprovadas contra vírus da febre 

amarela (YFV) e o vírus da encefalite transmitida por carrapatos (TBEV) (Belmusto-Worn et 

al., 2005, Heinz et al., 2007). Nos exemplos bem-sucedidos baseados nesses outros flavivírus, 

as vacinas de subunidades recombinantes vêm apresentando resultados confirmatórios 

https://www.nature.com/articles/nrd.2017.243#Glos6
https://www.nature.com/articles/nrd.2017.243#Glos6
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tripathi%20NK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30190720
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shrivastava%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30190720
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shrivastava%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30190720
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relacionados ao alto efeito preventivo e ao rápido tempo de desenvolvimento (Ali et al., 2017, 

Han et al., 2017). 

 Para os flavivírus, sabe-se que a Proteína E é responsável por mediar a montagem viral, 

a ligação a receptores celulares, essencial para a fusão de membrana subsequente envolvida na 

entrada do vírus na célula, determinante do tropismo celular e um antígeno importante na 

obtenção de anticorpos neutralizantes durante a resposta imune, uma vez que é um dos 

principais alvos das respostas dos anticorpos do hospedeiro (Ye et al., 2016). Estudos de 

mapeamento de anticorpos e epítopos funcionais demonstraram que os três domínios são 

antigênicos e reconhecidos por anticorpos neutralizantes que inibem o processo de entrada viral 

(Heinz & Stiasny, 2012, Stiasny et al., 2013, Han et al., 2017). Particularmente o domínio III 

da proteína E dos flavivírus contém os epítopos de ligação ao receptor celular. Recentemente, 

descobriu-se que esse domínio também é alvo de vários anticorpos específicos contra o ZIKV, 

com atividades neutralizantes distintas, mas potentes, sendo, portanto, um alvo lógico para 

projetar vacinas de subunidades para ZIKV baseadas em proteínas (Yang et al., 2017). 

Devido às vantagens citadas, vacinas que induzem títulos elevados de anticorpos 

neutralizantes vêm se tornando candidatos vacinais eficazes contra o ZIKV. No estudo de Han 

e colaboradores (2017), a proteína E de ZIKV com 90% da região N-terminal preservada foi 

clonada e expressa em Escherichia coli (E. coli), purificada, caracterizada e, posteriormente, 

utilizada como indutor de resposta humoral específica para ZIKV em modelos de camundongos 

adultos e neonatos. Sendo o recombinante ZIKV E90 descrito, apontado como uma vacina 

promissora e indicada para testes clínicos. 

Qu e colaboradores (2018) também desenvolveram e avaliaram a resposta imune de 

uma vacina para o ZIKV baseada na proteína E recombinante, demonstrando que o Domínio 

III da proteína E produzido em células de Drosophila S2 induz eficientemente respostas de 

anticorpos protetores em camundongos, além de serem facilmente purificados, proporcionando 

assim uma vantagem significativa sobre a expressão em E. coli , onde as proteínas se acumulam 

como corpos de inclusão e requerem, portanto, um processo complexo de desnaturação/ 

redobramento para purificação. Adicionalmente, proteínas do envelope produzidas em células 

de inseto apresentam modificações pós-traducionais importantes, como a adição de açúcares ao 

esqueleto proteico, o que não ocorre em proteínas produzidas por bactérias. Além da capacidade 

de induzir resposta de anticorpos neutralizantes, Qu e colaboradores observaram que esse 

domínio da proteína E foi capaz de induzir a produção de células T CD4+, fato que contribui 

para a proteção induzida pela vacina contra a infecção pelo ZIKV. 

https://www-sciencedirect.ez32.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/receptor-binding
https://www-sciencedirect.ez32.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/inclusion-bodies
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A seleção dos sistemas de expressão das proteínas recombinantes depende de alguns 

fatores principais, como o rendimento da proteína, sua qualidade, capacidade de escalonar, 

tempo e custo de produção. A maioria das proteínas virais recombinantes para estudos de 

desenvolvimento de vacinas são produzidas em bactéria (E. coli), leveduras (S. cerevisiae e P. 

pastoris), células de mamíferos (HeLa, HEK, Vero e BHK), células de insetos (Sf-9 e S-2), ou 

plantas transgênicas (Nicotiana tabacum e N. benthamiana). Os estudos seguem na perspectiva 

da produção da proteína E vir a ser otimizada, com eficácia e segurança aumentada (Tripathi & 

Shrivastava, 2018). 

Contudo, as vacinas de subunidade apresentam algumas das dificuldades enfrentadas 

pelas vacinas de vírus inativados, como a necessidade de adjuvantes e de múltiplas doses para 

uma imunização eficaz, além de desafios na produção dos domínios da proteína utilizada. 

Coletivamente, os estudos sugerem que a resposta imunológica neutralizante às vacinas de 

flavivírus utilizando proteína E recombinantes são viáveis. Além disso, este tipo vacinal pode 

ser considerado seguro, pois não é necessária a manutenção de vírus em cultura de tecidos e 

não há inoculação de agentes viáveis nos indivíduos vacinados (Zlatkovic et al., 2011, Yang et 

al., 2017). 

A distribuição de proteínas/peptídeos terapêuticos vem sendo amplamente estudada nos 

últimos anos, embora as perspectivas em sua utilização sejam grandes, existem algumas 

limitações após a sua administração, uma vez que proteínas exógenas livres no organismo 

podem estar sujeitas a condições de eliminação ou degradação, baixa biodistribuição e 

solubilidade ou mudanças conformacionais indesejadas. Para evitar essas limitações é 

recomendável a utilização de proteínas acopladas a sistemas de carreadores, responsáveis por 

aumentar as propriedades de distribuição, o direcionamento e taxa de entrega, as ações 

farmacológicas e terapêuticas e consequente ação no sistema imune (Tiwari et al., 2012, Vieira 

& Gamarra, 2016). 

 

1.2.7 Adjuvantes vacinais 

 

Cada vez mais, a literatura aborda a necessidade das plataformas vacinais possuírem a 

função de proteção a longo prazo. Uma estratégia atraente é estudar o desenvolvimento da 

memória em plataformas vacinais não vivas, buscando formas sobre como alcançar uma melhor 

duração de proteção. O componente-chave da maioria das plataformas vacinais que é 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tripathi%20NK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30190720
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shrivastava%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30190720
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shrivastava%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30190720
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extremamente necessário para estimular uma resposta imune significativa é o adjuvante vacinal 

(Lycke et al., 2010). 

 Adjuvantes vacinais são substâncias que através da associação física ou química com 

antígenos ajudam a melhorar e modular a imunogenicidade do mesmo, uma vez que 

atuam impulsionando o sistema imunológico (Kwissa et al., 2007, Di Pasquale et al., 2015, He 

et al., 2015). Os adjuvantes são frequentemente usados para vacinas de subunidades porque 

essas vacinas não possuem alguns dos componentes intrínsecos presentes em patógenos inteiros 

que desencadeiam a resposta imune inata, de modo que uma resposta adaptativa a jusante eficaz 

seja menos provável de ser alcançada (Vetter et al., 2018). 

Nas últimas décadas, centenas de materiais foram estudados como potenciais 

adjuvantes, exemplos incluem metabólitos bacterianos, óleos minerais, surfactante com 

estimulante imunológico, micropartículas, ácidos nucleicos, lipossomos e polissacarídeos (He 

et al., 2015). Em geral, esses adjuvantes funcionam por meio de vários mecanismos de 

apresentação de antígeno, entrega de antígeno para células dendríticas (DC), recrutamento de 

células do sistema imunológico e imunomodulação (Wang & Singh, 2011). 

Os benefícios na identificação de adjuvantes eficazes e seguros englobam o uso de uma 

menor dose do antígeno e um meio de deslocar a resposta imune em direção a um fenótipo de 

célula T específico (Th1, Th2 ou Th17) para montar a resposta apropriada contra o patógeno 

em questão, de forma que esta seja mais robusta (Mbow et al., 2010). A potencialização pode 

estar relacionada a fatores como a liberação vagarosa do antígeno no organismo e ao aumento 

de captação de células apresentadoras de antígenos (APC) para ativação da resposta imune. 

(Lycke et al., 2010). Assim, a combinação certa de antígenos e adjuvantes pode potencializar a 

resposta imune, permitindo o desenvolvimento de vacinas mais eficazes (Di Pasquale et al., 

2015). 

Devido à capacidade de ativar respostas imunes inatas, os adjuvantes podem ampliar ou 

estender as respostas imunes e melhorar as respostas de memória, permitindo assim reduzir o 

número de doses necessárias ou a quantidade de antígeno necessária em cada dose. Os 

adjuvantes também podem melhorar as respostas imunes em populações com respostas 

tipicamente baixas (como bebês, idosos ou indivíduos imunocomprometidos) (Di Pasquale, 

2015). A identificação de adjuvantes vacinais que podem ajudar a desencadear uma resposta 

imune ampla e sustentada em populações imunologicamente hiporresponsivas é extremamente 

necessária. Já que, na maioria dos casos, as vacinas preventivas são administradas a um grande 
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número de crianças saudáveis nos primeiros anos de idade, portanto, devem ser seguras e bem 

toleradas (Mbow et al., 2010). 

O conhecimento sobre adjuvantes é extremamente importante, especialmente no esforço 

para combater patógenos, uma vez que as características citadas podem ter implicações 

importantes para melhorar o fornecimento global de vacinas, importante fator a ser observado, 

ilustrado atualmente na Pandemia de Covid-19 (Danielsson & Eriksson, 2021). 

 

1.2.7.1 Alúmen 

 

Os adjuvantes à base de alumínio têm um histórico bem estabelecido, foram 

introduzidos como adjuvantes em vacinas por Glenny e colaboradores em 1926, quando 

demonstraram a adição de sais de alumínio para aumentar a imunização contra a Difteria em 

humanos, em comparação com o uso apenas das toxinas. Hoje, sabe-se que os adjuvantes à base 

de alumínio são capazes de induzir fortes respostas imunes humorais, mediadas principalmente 

por anticorpos específicos para o antígeno secretados, particularmente IgG1 (He et al., 2015, 

Danielsson & Eriksson, 2021). 

As primeiras vacinas com alumínio foram preparadas pela adição de base a uma solução 

de antígeno misturado com sulfato de potássio de alumínio, resultando em precipitação do 

antígeno e de um sal de alumínio. O nome comum do sulfato de potássio de alumínio é alúmen, 

e é o adjuvante mais amplamente usado, com um registro de uso bem-sucedido na vacinação 

humana há mais de 70 anos (Danielsson & Eriksson, 2021). O alúmen é incorporado a uma 

variedade de vacinas contra doenças em que anticorpos neutralizantes são tidos como 

necessários para a proteção, e é encontrado em várias vacinas em uso, incluindo vacinas para 

Hepatite A, Hepatite B, Papilomavírus humano (HPV), Difteria e Tétano (DT), Haemophilus 

influenza (Mbow et al., 2010, Oleszycka et al., 2014). 

Em geral, a absorção do alúmen aumenta a captação do antígeno e a estabilidade no 

local de aplicação da vacina. Além disso, o alúmen induz uma reação pró-inflamatória local 

que pode aumentar a imunogenicidade (Mbow et al., 2010). As explicações atuais para o modo 

de ação dos adjuvantes à base de hidróxido de alumínio incluem, entre outros, o efeito 

repositório, efeito pró-fagocítico e ativação da via NLRP3 pró-inflamatória. Até recentemente, 

os adjuvantes à base de hidróxido de alumínio eram conhecidos por ativar preferencialmente 

respostas imunes do tipo Th2. No entanto, os resultados de estudos mais recentes mostram que, 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/potassium-sulfate
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dependendo da rota de vacinação, os adjuvantes à base de hidróxido de alumínio podem 

melhorar tanto as respostas celulares Th1 quanto Th2 (He et al., 2015). 

 

1.2.7.2 Monofosforil lipídio A (MPLA) 

 

O Lipopoliscarídeo bacteriano (LPS) é um componente da parede celular de bactérias 

Gram-negativas que possui importantes propriedades imunomodulatórias. O LPS é reconhecido 

pelo receptor Toll-Like 4 (TLR4), o qual é expresso em uma variedade de leucócitos e ativa 

vias de sinalização. A ativação da sinalização induz a produção de numerosos mediadores pró-

inflamatórios, como citocinas, quimiocinas e óxido nítrico, que facilitam as características da 

inflamação, como aumento da permeabilidade vascular, formação de edema e recrutamento de 

leucócitos. No entanto, a aplicabilidade clínica do LPS como agente terapêutico ou profilático 

é impedida pela toxicidade e um índice terapêutico estreito em humanos (Romero et al., 2011). 

O Lipídio Monofosforil A (MPLA) é um derivado do lipopolissacarídeo que é usado 

como adjuvante vacinal (Khoruts et al., 2018). O MPLA é produzido por hidrólise do lipídio 

difosforila nativo A, sendo um componente do LPS reconhecido pelo TLR4, resultando na 

remoção de todos, exceto um único grupo fosfato. Tais alterações diminuem a toxicidade em 

99% em relação ao lipídio nativo A, gerando em um agente imunomodulatório com maior 

potencial de uso clínico. A toxicidade atenuada do MPLA é associada a redução da indução de 

citocinas pró-inflamatórias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucina-1β (IL-

1β) e interferon gama (IFN-γ) durante a exposição inicial (Romero et al., 2011). 

Semelhante ao LPS, ele exerce sua ação por meio do receptor toll-like 4 (Wang & Shing, 

2011). O MPLA induz uma forte resposta imune de células auxiliares T CD4 tipo 1 (Th1), que 

desempenha um papel crítico na maturação da afinidade de anticorpos e é licenciado como 

adjuvante vacinal na Europa e nos EUA (Chen et al., 2019). A vacina de papilomavírus humano 

(HPV) 16/18 (Cervarix®) é uma vacina recombinante não infecciosa produzida usando 

partículas purificadas semelhantes a vírus (VLPs) que induz uma forte resposta imunogênica 

com altos níveis de anticorpos anti-L1 VLP. O adjuvante utilizado na vacina (AS04) é composto 

por hidróxido de alumínio juntamente com monofosforil lipídio A, os quais são responsáveis 

por potencializar a resposta imune celular e humoral. A vacina AS04-adjuvante HPV 16/18, 

administrada em um cronograma de três doses ao longo de 6 meses, é capaz de induzir uma alta 

resposta imunogênica e é altamente protetora contra a neoplasia intraepitelial cervical e 
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infecção relacionada a tipos de HPV oncogênicos de alto risco (McKeage & Romanowski, 

2011). 

Antígenos recombinantes de Leishmania e Toxoplasma ao serem combinados com 

adjuvantes derivados de lipídio A apresentaram respostas enviesadas em Th1 e Th2 (Wang & 

Shing, 2011). Ainda, diversos estudos avaliaram o potencial uso de MPLA com o objetivo de 

melhorar a eficiência de vacinas contra os vírus da raiva (Chen et al., 2016), gripe (Patil et al., 

2014) e HIV (Poiliot et al., 2014). 

Diversos grupos de pesquisa têm buscado por novas combinações de diferentes 

adjuvantes vacinais, a fim de obter novas formulações. Coelho-dos-Reis e colaboradores (2016) 

demonstraram em seu estudo que o MPLA combinado com 7DW8-5 (um potente análogo de 

α-GalCer) exibe um efeito adjuvante robusto e é capaz de promover os níveis de respostas de 

células T CD8+ específicas e imunidade protetora contra malária e câncer. Para tal, a 

formulação de adjuvantes proposta foi combinada com um antígeno da malária, uma proteína 

circunsporozoita de Plasmodium yoelii, e um antígeno tumoral de Wilms Tumor-1 (WT-1). Os 

antígenos foram combinados com 7DW8-5 e MPLA em regimes de imunização isolados e co-

administrados com resultados satisfatórios, tornando essa combinação uma promissora 

formulação de adjuvante de vacinas. 

O α-galactosylceramida (α-GalCer) é um agonista de células NKT dependente de CD1d, 

também tem sido usado como adjuvante para aumentar a eficácia de diferentes vacinas 

experimentais. O efeito adjuvante do α-GalCer e seus análogos é mostrado como mediado por 

moléculas CD1d, células NKT e interferon tipo I (Padte et al., 2013). 7DW8-5, é um 

glicolipídio sintético derivado do α-galactosylceramida (α-GalCer), estima-se que o efeito 

adjuvante de 7DW8-5 é cerca de 100 vezes o de α-GalCer (Feng et al., 2022). Anteriormente, 

o 7DW8-5 mostrou um efeito adjuvante nas vacinas experimentais contra a malária (Padte et 

al., 2013), influenza (Kopecky-Bromberg et al., 2009) e HIV (Feng et al., 2019). 
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1.3 Nanotecnologia 

 

A nanotecnologia é a ciência envolvida na concepção, síntese, caracterização e 

aplicação de materiais e dispositivos com dimensões entre 1 e 100 nm (onde 1 nm corresponde 

a 10-9m). Trata-se de uma ciência multidisciplinar que envolve engenharia, física, química, 

biologia e medicina (Sahoo et al., 2007). Os nanomateriais são encontrados em uma, duas e três 

dimensões. Materiais na nanoescala apresentam propriedades funcionais únicas, devido à sua 

elevada área superficial que está diretamente relacionada à grande interação existente entre o 

nanomaterial e a matriz no qual está inserido (Chau et al., 2007). 

O controle do tamanho físico dos materiais pode ser usado para ajustar suas 

propriedades, as quais existem nesses materiais devido ao efeito de superfície e confinamento. 

Sendo assim, as propriedades magnéticas, ópticas, catalíticas e de transporte de cada material 

dependem diretamente do tamanho, devido às restrições de movimentação dos elétrons e 

formato do material (Murray et al., 2000). 

A aplicação da Nanotecnologia na biologia e medicina é uma área promissora e com 

impacto direto na vida dos humanos (Sun et al., 2008, Dykman et al., 2011). A utilização de 

nanomateriais faz com que as instrumentações e metodologias tradicionais sejam 

potencialmente melhoradas. Entre os nanomateriais mais utilizados estão as nanopartículas de 

ouro, prata, cobre, albumina, nanotubos de carbono, lipossomos, nanopartículas de albumina e 

óxido de zinco (figura 7) (Sun et al., 2008, Versiani et al., 2017, Ma et al., 2020, Medhi et al., 

2020). Os quais possuem as mais diversas aplicações, seja como biosensores de diagnósticos, 

carreadores vacinais, terapia de câncer, entrega de fármacos, imagem e estratégia de tratamento 

antimicrobiano (Dykman et al., 2011, Tiwari et al., 2012, Patra et al., 2018, Ma et al., 2020, 

Medhi et al., 2020). 

Devido às suas dimensões reduzidas, as nanopartículas podem penetrar em diversas 

regiões do organismo de um indivíduo por serem menores que células humanas, utilizadas para 

diagnóstico ou terapia, oferecem interações com biomoléculas, tanto na superfície quanto no 

interior das células (Sun et al., 2008). A possibilidade de incorporação de diversos tipos de 

moléculas na superfície das nanopartículas permite a adição de propriedades adicionais ao 

nanomaterial. A eficiência do carreamento ainda pode ser potencializada ao se utilizar sistemas 

com poros ou utilizando sistemas com três dimensões, como no caso de nanopartículas 

metálicas (Tiwari et al., 2012). 

 



52 
 

 
 

 
Figura 7. Representação de nanoestruturas. As nanoestruturas representadas como exemplos orgânicos são: 

nanoesfera, nanocápsula, micela, lipossomo, dendrímero. Já as nanoestruturas Inorgânicas estão representadas por: 

nanopartícula de Ouro, sílica mesoporosa, nanotubo de carbono, nanofios e óxido de Ferro (Adaptado de Aguirre 

et al., 2016). 

 

1.3.1 Nanopartículas de Ouro (GNP) 

  

As nanopartículas de ouro (GNP) são definidas como partículas de 1 a 100 nm de 

tamanho, no regime de comprimento de onda da luz visível (Jeong et al., 2019). As GNP são 

as nanopartículas metálicas mais estáveis e versáteis relatadas até o momento, e apresentam 

aspectos fascinantes, como sua existência em vários formatos e tamanhos, o comportamento 

das partículas individuais, alta estabilidade química e biocompatibilidade, 

disponibilidade através de síntese de fase líquida fácil e modificação de superfície, além das 

propriedades químicas, eletrônicas, magnéticas, mecânicas, térmicas e ópticas únicas, 

tornando-as promissoras para as ciências biomédicas (Daniel & Astruc, 2004, Loh et al., 2016, 

Xie et al., 2017, Sani et al., 2021). 

O ouro foi um dos primeiros metais descobertos pelos humanos, é um metal inerte e 

resistente à oxidação que sempre esteve presente na história da humanidade em seus mais 

distintos momentos (Dykman & Khlebtsov, 2011). O exemplo mais antigo conhecido da 

utilização de nanomateriais é a Taça de Licurgo exposto no British Museum (figura 8), 

proveniente dos tempos Romanos, fabricado no século IV d.C. Análises de sua matriz revelam 

coloides de ouro (GNP) e de prata (SNP) que medem aproximadamente 70 nm na proporção 

1:4 (GNP:SNP). Essa composição, com capacidade eficiente de espalhamento e reflexão da luz, 

faz com que ela possua a propriedade dicroica, mudando sua coloração dependendo da luz 

incidente, resultando em cores distintas e brilhantes, sendo vermelho à luz transmitida de dentro 

da taça e verde à luz refletida (Castro et al., 2019). 
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Figura 8. Taça de Licurgo. Feita de vidro com nanopartículas de ouro e prata, datada do século IV d.C. A taça 

exibe cor verde quando a luz incide de fora para dentro e cor vermelha se iluminado de dentro para fora (fonte: 

Hypescience, 2014). 
 

Nos séculos V e VI, cientistas chineses, árabes e indianos obtiveram ouro coloidal e o 

usaram para fins médicos. Na idade média, ouro nanopartículado foi utilizado empiricamente 

para tratamentos de estética e fins curativos, sendo relatado seu uso combinado a extratos 

vegetais no tratamento de males como disenteria, epilepsia, transtornos mentais, sífilis e 

problemas cardíacos. Em 1880 foi apresentado um método para tratar o alcoolismo por injeção 

intravenosa de uma solução de ouro coloidal. Mais tarde, em 1927, o uso de ouro coloidal foi 

proposto para aliviar o sofrimento de pacientes inoperáveis contra o câncer através da ingestão 

de partículas de ouro coloidal, denominado na época por “ouro potável ou solúvel” (Dykman 

& Khlebtsov, 2011). 

Apesar do conhecimento histórico, somente nas últimas décadas o uso de GNP em 

pesquisas biológicas começou a ser compreendido. Em 1970, os pesquisadores britânicos W. 

P. Faulk e G.M. Taylor descreveram pela primeira vez uma técnica para conjugar anticorpos 

com ouro coloidal para visualização microscópica eletrônica direta de antígenos da superfície 

de Salmonella, representando o marco inicial onde conjugado de ouro coloidal serviu como 

marcador imunoquímico (Dykman & Khlebtsov, 2011). Desde então, um corpo crescente de 

pesquisas é dedicado ao uso potencial dessas nanopartículas no diagnóstico e tratamento de 

infecções, uma vez que mesmo sendo consideradas biologicamente inertes, tais partículas 

podem ser projetadas para possuir funcionalidade, de forma que se tornem atraentes para 

diversas aplicações (Pissuwan et al., 2010). 

As GNP podem apresentar diferentes formatos (figura 9), entre os quais estão: 

nanoesferas (do inglês, “nanospheres”), nanobastões (do inglês, “nanorods”), nanoconchas (do 

inglês, “nanoshells”), nanocaixas (do inglês, “nanocages”) (Cai et al., 2008). As nanoconchas 

javascript:popupOBO('CHEBI:59132','c1cs15166e','http://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=59132')
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de ouro são compostas de um núcleo de silício em torno de 100 nm e uma fina casca de ouro 

de cerca de poucos nanômetros. Já as nanocaixas de ouro são nanoestruturas de ouro ocas e 

porosas, que são formadas por uma reação de substituição galvânica entre nanocubos de prata 

e ácido aúrico em solução aquosa (Huang et al., 2010). 

 

 
Figura 9. Micrografias eletrônicas de nanopartículas de ouro em várias formas e tamanhos (a) Nanoesferas 

pequenas (b) Nanoesferas grandes (c) Nanobastões (d) Nanobastões com extremidades afiladas (e) Nanoshells (f) 

Nanocages (g) Nanosferas ocas (h) tetraedra/octaedra/cubos/ isosaedra (i) dodecaerda rômbica (j) octaedra (k) 

nanocubos côncavos (l) tetrahexaedra (m) dodecaerda rômbica (n) bipirâmides triangulares obtusas (o) 

trisoctaedra e (p) Nanoprismas (fonte: Versiani, 2014). 

 

1.3.2 Processos de Síntese de GNP 

 

O primeiro pesquisador a descrever a síntese de GNP foi Michael Faraday, em 1857, 

quando utilizou fósforo branco como agente redutor e o dissulfeto de carbono como 



55 
 

 
 

estabilizante, resultando em uma solução de coloração Rubi (Dreaden et al, 2012). Desde então, 

grandes esforços têm sido dedicados à síntese, estabilização e funcionalização de GNP com 

tamanho e formato controlados, haja visto as propriedades ópticas fascinantes que tais 

partículas nanométricas possuem (Brust et al., 1994, Daniel & Astruc, 2004). 

 Atualmente, os métodos de preparação dos GNP incluem processos químicos, físicos e 

biológicos (seja por enzimas, microrganismos ou plantas). As diferentes metodologias 

empregadas buscam controlar tamanhos e formas das GNP, sua estabilidade em relação ao ar e 

altas temperaturas e eficiência da reprodutibilidade do método (Sani et al., 2021). 

Os Nanobastões de Ouro (GNR) são geralmente sintetizados pelo método Físico, 

chamado de Método de crescimento por semeadura, onde nanopartículas com diâmetros de 5 

nm atuam como sítios de nucleação e são adicionadas em uma solução aquosa contendo sal de 

ouro, nitrato de prata, ácido ascórbico e CTAB (Brometo de cetiltrimetilamônio), essencial para 

a formação controlada das nanopartículas de ouro com a morfologia de bastão. Na solução 

aquosa, o sal de ouro (AuCl4
-) é suavemente reduzido, enquanto o CTAB direciona a ligação 

dos íons Au+ reduzidos nas laterais das sementes. Embora a largura dos nanobastões formados 

por este método sejam razoavelmente constantes, o comprimento pode ser prolongado 

aumentando a adição de nitrato de prata ou outros sais sobre o nanobastão (Huang et al., 2009, 

Dreaden et al., 2011). 

Uma vez sintetizadas, as soluções de GNR são centrifugadas para remoção do excesso 

de CTAB, íons metálicos não reagidos e ácido ascórbico. Este passo é importante pela 

toxicidade conhecida do CTAB e também pela falha em remover espécies não reagidas resultar 

em alterações morfológicas dos nanobastões ao longo do tempo (Stone et al., 2010). Melhorar 

o desempenho de síntese exige um profundo conhecimento dos mecanismos pelos quais os 

nanobastões crescem, permitindo que o rendimento das reações seja melhorado, formas 

anisotrópicas sejam manipuladas em detalhes mais requintados e que a dependência de grandes 

quantidades de surfactantes citotóxicos para alcançar o controle da forma seja reduzida (Lohse 

& Murphy, 2013). 

 

1.3.3 Propriedades ópticas das Nanopartículas de Ouro (GNP) 

 

As GNP exibem propriedades ópticas fascinantes que podem ser ajustadas em uma 

ampla faixa espectral controlando os parâmetros geométricos das nanopartículas.  O tamanho e 

a forma dos nanomateriais têm um impacto profundo em suas características, influenciando a 
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estabilidade e mobilidade. Além disso, é importante notar que as características físicas e 

químicas (como fluorescência, condutividade elétrica ou reatividade química) dos materiais na 

escala nanométrica são significativamente diferentes em comparação aos seus análogos em 

escalas maiores (Sztandera et al., 2019). 

 

1.3.3.1 Ressonância de Plasmon de superfície 

 

A característica chave que distingue as GNP dos outros nanomateriais é sua propriedade 

óptica única, resultante de um fenômeno físico conhecido como ressonância de plasmon de 

superfície localizada (LSPR), o qual está presente tipicamente em nanoestruturas de materiais 

plasmônicos, como ouro, prata, cobre e alumínio (Jeong et al., 2019). Essa propriedade resulta 

da oscilação coletiva dos elétrons (plasmons) excitados por radiação eletromagnética (EM), 

gerando uma separação de cargas entre os elétrons livres e os núcleos iônicos do metal (figura 

10) (Schmid & Corain, 2003, Willets & Duyne, 2007). 

Os termos “localizado” e “superfície” são usados para se referir a ressonância que está 

localizada na superfície e as oscilações livres dos elétrons que estão confinadas em um espaço 

finito, definido pelas dimensões das GNP. A LSPR manifesta-se como um efeito combinado 

resultante tanto da absorção quanto do espalhamento no espectro das nanopartículas. Uma das 

características que advém destas oscilações coletivas dos elétrons livres é a cor características 

de cada GNP (Kumar, 2013). 

O modelo atômico de Bohr é capaz de explicar algumas características acerca dos níveis 

energéticos dos sólidos na escala nanométrica. Cada átomo possui níveis de energia bem 

definidos, entretanto, ao serem excitados por luz seus elétrons podem fazer transição entre 

bandas (d para sp), resultando em uma emissão de luminescência de fótons. Assim, os elétrons 

se propagam livremente sobre a extensão metálica da GNP, levando a fenômenos de 

ressonância óptica únicos e sensíveis à radiação eletromagnética. Ainda, as propriedades 

radioativas e de campo magnético podem ser aumentadas graças a capacidade de confinamento 

de fotóns ressonantes que essas GNP possuem (Fan et al., 2014). 

Assim, quando uma nanoestrutura metálica é iluminada por um comprimento de onda 

incidente apropriado, os elétrons localizados na nanoestrutura metálica oscilam e criam fortes 

ondas de superfície. A superfície curva da partícula gera uma força restauradora eficaz nos 

elétrons de condução para que a ressonância possa surgir (Chung et al., 2011). A LSPR é 

iniciada pela interação do campo elétrico da luz visível com o elétron confinado da partícula. 
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O comprimento de onda onde a LSPR é observada depende do tamanho e da forma da partícula 

e das propriedades dielétricas do meio circundante (Schmid & Corain, 2003). 

Os nanobastões de ouro vem chamando a atenção devido à sua ressonância de plasmon 

de superfície única e oscilações coletivas de elétrons transversais (LSPR-T) e longitudinais 

(LSPR-L) (Stone et al., 2010). Assim, os GNR apresentam dois tipos diferentes de oscilações 

dependente da polarização da luz incidente: um está associado a oscilação em torno do eixo 

menor (LSPR-T), que induz uma banda de absorção similar às nanoesferas (figura 10C), e o 

outro em associado a oscilação dos elétrons em torno do eixo maior (LSPR-L), que induz uma 

banda de absorção muito mais forte (figura 10D) (Lohse & Murphy, 2013).  

 

 

 

Figura 10. Esquema de oscilação de uma nanopartícula após irradiação de luz. (A) Movimento ondulatório é 

proveniente da interação entre os elétrons livres da superfície e o campo elétrico gerado pela nanoesfera (B) 

Movimentos longitudinal e transversal proveniente da interação entre os elétrons livres da superfície e o campo 

elétrico gerado pelo nanobastão. Diferença entre ressonância (C) das nanoesferas para (D) os nanobastões. Devido 

à forma anisotrópica dos nanobastões, dois picos de absorção podem ser observados (Adaptado: Willets & Duyne, 

2007). 

 
1.3.3.2 Cores do Ouro 

 

Para o ouro há uma ampla possibilidade relacionada a coloração refletida, o qual possui 

coloração amarelada na forma a granel, cor vermelha para partículas menores que 100 nm e 

também azul em filmes finos de GNP (figura 11a). Além disso, o ouro coloidal, em comparação 

com o ouro a granel, é considerado altamente reativo, o que amplia consideravelmente seu 
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potencial de aplicação, fornecendo propriedades eletrônicas, catalíticas e antioxidantes, bem 

como a possibilidade de modificações superficiais (Sztandera et al., 2019). 

Além do fator de formato para ajuste de propriedades ópticas, a variação da estrutura 

pode resultar em fenômeno semelhante. Dois exemplos incluem as nanoconchas e as 

nanocaixas de ouro. A casca presente nas nanoconchas é formada pelo envelhecimento dos 

aglomerados de ouro ligados ao núcleo de silício. A mudança na coloração é explicada como 

resultado da hibridização dos plasmons da esfera interna e da cavidade externa. O comprimento 

de onda LSPR de nanoconchas de ouro pode ser controlado alterando a espessura da casca. A 

diminuição da espessura da casca de ouro de 20 para 5 nm leva à mudança LSPR de cerca de 

300 nm, o que é atribuído ao aumento do acoplamento entre os plasmons de superfície da 

concha interna e externa para partículas de conchas mais finas (figura 11b) (Huang & El-Sayed, 

2010). 

O tamanho geral das nanocaixas é de cerca de 50 nm de largura e comprimento de onda 

LSPR em torno de 800 nm. Controlando a quantidade de solução de ácido aúrico, a LSPR de 

nanocaixas de ouro poderia ser ajustada a região NIR (Espectroscopia de infravermelho 

próximo) com comprimento de onda especificado, influenciando diretamente na coloração 

observada das nanocaixas (figura 11C) (Huang & El-Sayed, 2010). 

 

Figura 11. Nanopartículas de ouro comumente usadas. Ilustrações gráficas, micrografias eletrônicas de 

transmissão e espectros de extinção sinteticamente ajustáveis para (a) nanobastões de ouro (b) nanoconchas 

de ouro e (c) nanocaixas de ouro. Os desvios espectrais com as setas são indicados para aumentar a razão de 

aspecto, diminuir a espessura da casca e aumentar a quantidade de ouro, respectivamente (Adaptado de Huang & 

El-Sayed, 2010, Dreaden et al., 2011). 

 

https://www.bing.com/ck/a?!&&p=93cd57d7e3569bc8JmltdHM9MTY2NzQzMzYwMCZpZ3VpZD0zNDVhOWM5ZC1lMGE5LTY2MWUtMWNhNy04YzI5ZTRhOTY0ZGQmaW5zaWQ9NTE2OQ&ptn=3&hsh=3&fclid=345a9c9d-e0a9-661e-1ca7-8c29e4a964dd&psq=regi%c3%a3o+NIR&u=a1aHR0cHM6Ly8xbGlicmFyeS5vcmcvYXJ0aWNsZS9uaXItZXNwZWN0cm9zY29waWEtbm8taW5mcmF2ZXJtZWxoby1wciVDMyVCM3hpbW8uenA2ZXZlN3E&ntb=1
https://www.bing.com/ck/a?!&&p=93cd57d7e3569bc8JmltdHM9MTY2NzQzMzYwMCZpZ3VpZD0zNDVhOWM5ZC1lMGE5LTY2MWUtMWNhNy04YzI5ZTRhOTY0ZGQmaW5zaWQ9NTE2OQ&ptn=3&hsh=3&fclid=345a9c9d-e0a9-661e-1ca7-8c29e4a964dd&psq=regi%c3%a3o+NIR&u=a1aHR0cHM6Ly8xbGlicmFyeS5vcmcvYXJ0aWNsZS9uaXItZXNwZWN0cm9zY29waWEtbm8taW5mcmF2ZXJtZWxoby1wciVDMyVCM3hpbW8uenA2ZXZlN3E&ntb=1
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1.3.4 Toxicidade Celular e Biocompatibilidade 

 

Diante de suas inúmeras propriedades, as GNP encontraram aceitação em seu uso 

devido à sua estabilidade, baixa toxicidade e tamanho controlável pela síntese. Aliadas à sua 

capacidade de conjugação com DNA e proteínas, sendo incorporadas em uma infinidade de 

novos produtos de aplicações biomédicas (Astruc et al., 2014). E à medida que os potenciais de 

utilização aumentam, a preocupação quanto ao impacto de sua interação com tecidos biológicos 

e moléculas, com a possibilidade de toxicidade na saúde humana e ambiental também aumenta 

(Alkilany & Murphy, 2010, Barreto et al., 2011). 

Devido ao grande número de variáveis, como diferentes linhagens celulares e materiais 

com propriedades físico-químicas distintas, a caracterização da toxicidade das GNP constitui 

um desafio. Assim, é necessária uma rigorosa compreensão da relação entre as propriedades 

físicas e químicas da nanoestrutura e seu comportamento no sistema biológico (Fadeel & 

Garcia-Bennett, 2010).  

A biocompatibilidade por sua vez é definida como “a capacidade de um material em 

realizar uma resposta adequada do hospedeiro, em uma situação específica” (Naahidi et al., 

2013) e corresponde à benignidade da relação entre um material e seu ambiente biológico 

(Kohane & Langer, 2010). Quando as GNP são utilizadas como carreadores de fármacos e em 

plataformas vacinais, é crucial avaliar a biocompatibilidade da GNP para garantir a liberação 

segura do fármaco e minimizar a toxicidade (Bhaskar & Lim, 2017, Ellis et al., 2017). Um alto 

grau de biocompatibilidade é alcançado quando o nanomaterial interage com o organismo sem 

induzir respostas tóxicas, imunogênicas, trombogênicas e carcinogênicas (Naahidi et al., 2013). 

O ouro metálico em escala visível é considerado inerte e compatível quando inserido 

em sistemas biológicos. O ouro coloidal encontrou uso precoce no tratamento da tuberculose 

na década de 1920 e, atualmente, é aprovado para aplicações clínicas no tratamento de doenças 

reumáticas, onde os sais de ouro são considerados importantes como agentes antirreumáticos 

(Fadeel & Garcia-Bennett, 2010). Entretanto, na escala nanométrica, as soluções possuem em 

sua composição sais, estabilizantes de superfície e produtos químicos resultantes do processo 

de síntese, os quais devem ser avaliados de forma criteriosa (Alkilany & Murphy, 2010, Ellis 

et al., 2017). 

Alkilany & Murphy (2009) demonstraram em seu estudo um efeito tóxico no 

sobrenadante da solução de CTAB utilizada na síntese de GNR pelo método clássico mediado 

por semente, confirmando que a toxicidade aparente dos GNR seria proveniente do agente 
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surfactante. Também foi possível observar que, após realizada a purificação máxima da 

solução, o sobrenadante não continha GNR. Dessa forma, o conhecimento da origem da 

toxicidade permite a projeção de soluções para mitigar tal toxicidade. Assim, no caso das 

GNP cobertas com CTAB, várias abordagens têm sido empregadas visando eliminar as 

moléculas de CTAB livres em soluções de GNP (Versiani et al., 2016). 

No que diz respeito à biocompatibilidade, diversas células do organismo mostraram-se 

capazes de internalizar as GNP sem apresentar efeitos citotóxicos, sendo relatado que, a 

mudança fundamental na resposta celular às partículas de ouro está relacionada principalmente 

ao tamanho das moléculas individuais (ou complexo molecular) e a faixa coloidal (Fadeel & 

Garcia-Bennet, 2010, Versiani et al., 2016).  

Ainda, se tratando da internalização das GNPs, a eficiência da absorção celular foi 

encontrada por Xie e colaboradores (2017) na seguinte ordem do mais baixo ao mais alto: 

nanoestrelas, nanobastões e nanotriângulos de Ouro. Os possíveis mecanismos de absorção 

celular para os três tipos de nanopartículas de ouro também foram examinados nesse trabalho, 

e verificou-se que as diferentes formas de GNPs tendiam a usar as vias de endocitose em 

diferentes proporções, dentre elas: endocitose mediada por clatrina e caveolina. 

 

1.3.5 Utilização de GNP na Medicina 

 

As GNP são úteis para aplicações biomédicas principalmente devido à sua facilidade na 

preparação e conjugação, biocompatibilidade e propriedades ópticas dependentes de tamanho 

(Li et al, 2016). No entanto, as GNP nus não possuem especificidade para alvos. E para que as 

GNP estejam funcionalmente ativas é realizada a troca efetiva do agente de revestimento por 

uma nova molécula, cuja ligação tende a ser mais forte, para isso pode recorrer-se a diversos 

tipos de moléculas, vários autores propuseram a interação entre GNP e ligantes específicos 

(Tallury et al., 2010). Atualmente, nanomateriais têm sido alvo de estudos em todo o mundo de 

diferentes maneiras para melhorar os métodos diagnósticos existentes (McCarthy et al., 2021, 

Medhi et al., 2020), no desenvolvimento de vacinas (Elia et al., 2021), métodos terapêuticos 

(Raha et al., 2021), desinfetantes (Bakkar et al., 2021), entrega de fármacos (Akbari et al., 2020) 

e nanosensores de diagnóstico (Pinals et al., 2021). 

As GNPs têm inúmeras vantagens para aplicações biomédicas, incluindo a facilidade de 

adicionar biomoléculas funcionais e sua eficiência em penetrar células (Xie et al., 2017). 

Assim, as GNP vem sendo utilizadas como portadores de moléculas multifuncionais, atuando 
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na entrega de fármacos, aminoácidos e peptídeos carregados. Outros métodos incluem a 

exploração da química ouro-tiol para conjugar materiais genéticos diretamente em GNP, bem 

como na montagem para formar os nanocarreadores de genes (Loh et al., 2016).  

Ainda, se tratando da capacidade fototérmica presente nas GNP, plataformas baseadas 

em GNP têm facilitado avanços em relação a tratamentos não invasivos na medicina, através 

da terapia-alvo. Assim, as GNP podem ser usadas para terapia térmica extremamente 

localizada, no qual a absorção de luz é convertida em calor através de um processo conhecido 

como aquecimento plasmônico (Jeong et al., 2019). Uma vez que elas são aptas de aquecer uma 

área mil vezes superior ao seu tamanho, elas se tornam capazes da destruição de vírus e 

bactérias, da desnaturação de proteínas e ácidos nucleicos, e até mesmo eliminação de células 

cancerígenas (figura 12) (Zharov et al., 2006). 

Atualmente, uma das conjugações que apresenta numerosas aplicações é a de GNP e 

proteínas, uma vez que estas são capazes de reações precisas e devido à sua especificidade 

funcional e capacidade de catalisar um vasto número de reações, há muito interesse em 

aproveitar suas habilidades. Devido a essas características, acredita-se que nanoestruturas 

baseadas em proteínas podem ser a chave para o desenvolvimento de materiais funcionais com 

válida aplicação biotecnológica, apresentando numerosas possibilidades em detecção, imagem, 

distribuição de fármacos e antígenos, terapia e controle da estrutura e atividade da proteína 

(Versiani et al., 2016, Singh et al., 2017, Bostick et al., 2018). 

 

 

Figura 12. Nanopartículas de ouro como nanocarreadores multifuncionais com conjugação de fármacos 

ou ligantes de direcionamento. Onde esferas laranja= nanopartículas de ouro, fármacos= círculos azul escuro 

e ligantes de direcionamento= triângulo roxo (Adaptado de: Loh et al., 2016). 

 



62 
 

 
 

As estratégias envolvidas na ligação de proteínas às nanopartículas de ouro consistem 

em quatro abordagens principais: (a) Adsorção eletrostática da proteína, (b) Ligação covalente 

a um ligante presente na GNP, (c) Ligação a um cofator presente na GNP, e (d) ligação direta 

de um aminoácido contendo grupamento tiol à GNP (figura 13) (Aubin-Tam & Hamad-

Schifferli, 2008). 

 

 

Figura 13. Estratégias de Funcionalização GNP-Proteína (a) adsorção eletrostática da proteína (b) Ligação 

covalente a um ligante presente na GNP (c) Ligação a um cofator presente na GNP (d) ligação direta de um 

aminoácido contendo grupamento tiol à GNP (Aubin-Tam & Hamad-Schifferli, 2008). 

 

Adsorção eletrostática: É a abordagem de ligação mais amplamente utilizada devido a 

sua simplicidade e inespecificidade, uma vez que não requer reação química. É rotineiramente 

utilizada como marcador elétron denso em preparações histológicas. As proteínas são 

imobilizadas por adsorção passiva na superfície da GNP, o que acontece quando o pH do meio 

está próximo do ponto isoelétrico (pI) do peptídeo (figura 13a). A interação pode ser modulada 

pela alteração de pH ou força iônica do meio, na tentativa de direcionar uma face específica da 

proteína para adsorção na superfície da GNP (Aubin-Tam & Hamad-Schifferli, 2008). 

 

Ligação covalente: Envolve a ligação covalente de uma proteína ao ligante GNP (figura 

13b). Se a nanopartícula tiver múltiplos ligantes que podem reagir com a proteína, isso pode 

resultar em uma distribuição no número de proteínas na GNP, tornando a estequiometria da 

ligação controlável e a proporção de GNP-Proteína conjugada conhecida. Envolve 

intermediários químicos com a finalidade de favorecer a interação covalente requerida. Entre 

os quais estão compostos contendo grupamentos tiol (ácido lipoico), sulfo-N-
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hidroxissuccinimida (sulfo-NHS) e 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC), que 

interagem entre si e favorecem a interação covalente requerida (Aubin-Tam & Hamad-

Schifferli, 2008). Compostos contendo grupos tiol podem melhorar eficientemente a 

estabilidade e a dispersão de GNP em solução aquosa, uma vez que esses compostos podem se 

ligar covalentemente à superfície das GNP através de uma ligação ouro-tiol (Gao et al., 2012, 

Conde et al., 2014). 

 

Ligação a um cofator: Estratégia onde um cofator específico é utilizado para revestir 

a GNP e assim garantir a especificidade da ligação (figura 13c). Um caminho atrativo para ligar 

uma GNP a uma proteína específica utiliza de anticorpos, pois estes podem se ligar 

especificamente a uma proteína alvo. Os conjugados GNP-anticorpo são úteis para visualizar a 

presença de proteínas e receptores específicos nas células. Assim, essa conjugação geralmente 

adota uma estratégia de marcação global, onde a GNP é primeiramente ligada ao anticorpo e o 

conjugado GNP-anticorpo pode então se ligar a uma proteína específica (Aubin-Tam & Hamad-

Schifferli, 2008). 

 

Ligação direta com átomos na superfície da GNP: A última das estratégias clássicas 

de conjugação envolve a interação direta de um aminoácido contendo grupamento tiol, que 

ocorre sem o uso de um ligante, isto pode ser conseguido pela química de ouro-thiol, onde uma 

proteína com uma cisteína se liga covalentemente a uma GNP (figura 13d). Este tipo de ligação 

é desejado se esta partícula for utilizada como biosensor, onde a transferência de elétrons é um 

processo essencial. Diante disso, como a proteína adsorvida está fortemente ligada, são 

necessárias concentrações de proteína muito menores, onde a proteína se liga reversivelmente 

à superfície (Aubin-Tam & Hamad-Schifferli, 2008). 

 

Embora a conjugação de proteínas à superfície das GNP seja uma alternativa atraente, 

uma vez que estas são reconhecidas por serem altamente seletivas e eficazes, a ligação GNP-

proteínas pode apresentar limitações na interação e estabilidade da ligação, que precisam ser 

resolvidos antes que todo o seu potencial seja alcançado. As preocupações envolvidas nessa 

interação incluem a dificuldade de o resíduo alvo atingir a superfície da GNP se o ligante da 

mesma estiver interagindo densamente na superfície ou por um longo período de tempo. Além 

disso, pode ser necessário um grande excesso de proteína na reação, principalmente se a força 

de interação do ligante com a superfície da GNP for semelhante ou maior do que a ligação de 
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proteínas à GNP, competindo com a proteína pela ligação (Aubin-Tam & Hamad-Schifferli, 

2008, Conde et al., 2014). 

De maneira especial, após a conjugação de partículas na superfície dos GNR é possível 

observar um deslocamento no espectro de absorção referente ao eixo longitudinal, que 

apresenta alta sensibilidade às mudanças da superfície dielétrica, tornando tais partículas 

responsivas às características dielétricas do ambiente circundante. Portanto, as modificações ao 

redor da nanopartícula, incluindo alterações em sua superfície, a agregação de solventes e 

partículas, determinarão mudanças nas propriedades eletrônicas da superfície da nanopartícula, 

resultando em alterações nos padrões do espectro de absorção (Versiani et al, 2020). 

 

1.3.6 Potencial imunogênico das GNP 

 

Desde as primeiras décadas do século XX, as propriedades imunológicas dos metais 

coloidais é interesse de pesquisadores. Esse interesse deve-se principalmente a teoria da 

imunidade físico-química (não específica) proposta pelo imunologista Jules Bordet, que 

postulou que a imunogenicidade, juntamente com a especificidade antigênica, depende 

predominantemente das propriedades físico-químicas dos antígenos. Além disso, foi 

demonstrado em estudos que a introdução de um antígeno, juntamente com os metais coloidais 

é capaz de estimular a produção de anticorpos (Dykman & Khlebtsov, 2017). 

Em 1996, Demenev e colaboradores mostraram pela primeira vez a possibilidade de 

usar partículas de ouro coloidais como parte de uma vacina para o vírus da encefalite 

transmitida pelo carrapato. A vacina experimental oferecida apresentava propriedades 

protetoras mais elevadas do que seus análogos comerciais, mesmo sem adjuvantes. Atualmente, 

mais de 40 publicações demonstraram a aplicação bem-sucedida de GNP funcionalizadas para 

obter anticorpos contra diferentes antígenos (Dykman & Khlebtsov, 2017). De modo geral, 

GNP testadas como carreadores vacinais não apresentaram indução da formação de anticorpos 

anti-GNP, além de se mostraram capazes de modular a resposta imune, promover a penetração 

celular e direcionar a entrega de moléculas. Mais importante ainda, se mostraram inertes e 

não tóxicas, características estas essenciais para serem utilizadas como carreadores (Bhaskar 

& Lim, 2017). 

Também vem sendo demonstrado que as GNP podem estimular e/ou suprimir as 

respostas imunes, alguns estudos in vitro e in vivo revelaram que várias células imunes, 

incluindo macrófagos, células dendríticas e linfócitos, são estimuladas por GNP que levam à 
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produção de citocinas pró‐inflamatórias (ou seja, IL‐1β e TNF‐α) e citocinas Th1 (IFN‐γ e IL‐

2) (Dykman & Khlebtsov, 2017). 

Quando as nanopartículas adentram a corrente sanguínea, encontram um ambiente 

complexo de proteínas do plasma e células do sistema imune. A penetração das nanopartículas 

nestas células pode ocorrer tanto no fluxo sanguíneo, como por monócitos, plaquetas, leucócitos 

e células dendríticas, quanto nos tecidos, por meio dos fagócitos residentes. A interação de uma 

nanopartícula com proteínas plasmáticas (opsoninas) e componentes do sangue (via hemólise, 

trombogenicidade e ativação do complemento) pode influenciar a captação e assim afetar 

potencialmente a distribuição e fornecimento do nanomaterial para os locais-alvo pretendidos 

(Dobrovolskaia et al, 2008, Dykman & Khlebtsov, 2011). 

Embora muitos esforços do uso de GNP nas ciências biomédicas tenham se concentrado 

no uso de GNP para fornecer drogas anticâncer, explorar o uso desse nanomaterial conjugado 

a proteínas virais para modular a resposta imune é uma área emergente de pesquisa e 

potencialmente atraente (Bhaskar & Lim, 2017). Além das variáveis citadas, o tamanho e a 

forma das nanopartículas são importantes variáveis a serem ajustadas, uma vez que estas 

características se mostraram receptivas para atender a funções específicas e influenciar o 

comportamento das partículas in vivo (Lobatto et al., 2011). 

Devido às características controláveis de crescimento, propriedades ópticas únicas, 

possibilidade de funcionalização com biomoléculas, aliada a facilidade de identificação dessas 

modificações, os nanobastões foram selecionados como o material de interesse para utilização 

neste trabalho. 
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2. Justificativa 

 

As vacinas previnem milhões de doenças e são responsáveis por salvar inúmeras vidas 

a cada ano, além de ter revolucionado a qualidade de vida das pessoas. Com o lançamento do 

Programa Expandido de Imunização da OMS em 1974 e da Aliança Global para Vacinação e 

Imunização em 2000, a varíola (causada pelo Orthopoxvirus variolae) foi completamente 

erradicada e a incidência de poliomielite, sarampo e outras doenças infantis foi drasticamente 

reduzida em todo o mundo. No Brasil, é inegável que a emergência e/ou re-emergência de 

diversas arboviroses representam grave problema de saúde pública. A febre causada pelo Zika 

virus (ZIKV) é um bom exemplo de uma arbovirose emergente em diversas partes do mundo, 

onde graves complicações como a síndrome de Guillain-Barré e a Sindrome congênita do Zika 

foram associadas a esta infecção. 

Embora o ZIKV tenha sido associado no passado a surtos esporádicos na Asia e na 

Oceania, em 2015 o ZIKV reemergiu e causou a maior epidemia já registrada para este vírus, 

com milhões de casos relatados, principalmente na África e Américas do Sul e Central. Além 

disso, estudos recentes de vigilância alertaram para a circulação de uma linhagem africana do 

vírus Zika em duas regiões brasileiras em 2019, alertando sobre um possível novo surto 

epidêmico no Brasil. 

 Abordagens vacinais convencionais, como vírus vivos atenuados e inativados, vacinas 

de DNA e mRNA, e vacinas de subunidades tem se mostrados capazes de fornecer proteção 

durável contra uma variedade de patogenos. Plataformas vacinais foram desenvolvidas para 

outros flavivírus, incluindo o vírus da febre amarela, o vírus da encefalite japonesa, o vírus da 

encefalite transmitida pelo carrapato e o vírus da dengue, mas atualmente, não há uma vacina 

clinicamente aprovada e licenciada para o ZIKV. 

Apesar do longo histórico e sucesso das campanhas de vacinação, o desenvolvimento 

de vacinas eficazes e seguras é semiempírico, e permanecem grandes obstáculos ao 

desenvolvimento de vacinas contra uma variedade de patógenos infecciosos. Além disso, para 

a maioria das vacinas contra vírus emergentes, o principal obstáculo não é a eficácia das 

abordagens convencionais, mas a necessidade de desenvolvimento rápido e implantação em 

larga escala afim de pausar o avanço do agente viral. 

Dentre as áreas que surgem de forma atrativa e com grande potencial de utilização no 

desenvolvimento de plataformas vacinais eficientes, a nanotecnologia tem ganhado destaque, 

em especial as nanopartículas de ouro, devido a suas propriedades ópticas e químicas únicas 

que permite sua ligação a moléculas orgânicas como proteínas, incluindo sua utilização como 
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carreadores vacinais. Adicionalmente, as nanopartículas de ouro são inertes e atóxicas em 

sistemas biológicos, o que as torna carreadoras ideais de antígenos e fármacos. 

Nosso grupo de pesquisa tem utilizado o potencial de aplicação das nanopartículas nas 

ciências biomédicas com resultados surpreendentemente positivos. No trabalho conduzido por 

Alice Versiani (2020), foi desenvolvido um teste diagnóstico sensível e específico baseado em 

nanobastões de ouro funcionalizados com proteínas de DENV. Os sensores foram capazes de 

detectar apenas um picograma de anticorpos monoclonais anti-DENV e soros humanos 

altamente diluídos positivos para DENV, além disso, os sensores foram capazes de distinguir 

os pacientes positivos para DENV de outros pacientes infectados pelo flavivírus, incluindo o 

ZIKV, e até mesmo de distinguir o sorotipo de DENV. 

Recentemente, também desenvolvemos um sensor diagnóstico para SARS-CoV-2, 

utilizando GNR funcionalizados com a proteína do N (nucleocapsídeo) recombinante do agente 

causador da Covid-19. O sensor se mostrou capaz de identificar anticorpos anti-SARS-CoV-2 

em soros de pacientes positivos de forma eficiente e sensível. Mostrando a excelência e 

expertice da técnica estabelecida por nosso grupo. 

Em se tratando do potencial de carreamento antigênico das nanopartículas. Os GNR, se 

mostraram capazes de carrear eficientemente proteínas do DENV-3 gerando respostas 

imunológicas intensas e protetoras em modelos de infecção murino (Versiani, 2014). 

Utilizando-se da experiência de excelente performance alcançada com os dados para o DENV, 

o presente trabalho propõe a utilização de Nanobastões de Ouro, um promissor nanomaterial 

com potencial de utilização biológica, no desenvolvimento de um protótipo vacinal contra o 

ZIKV utilizando a proteína do envelope recombinante funcionalizada à superfície dos 

nanobastões de ouro. 
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3. Objetivos 

3.1 Objetivo geral 

 

Desenvolver uma vacina de subunidade recombinante contra o Zika virus, utilizando a proteína 

E recombinante funcionalizada a Nanobastões de Ouro. 

3.2 Objetivos específicos 

 

• Obter sequências nucleotídicas do gene codificador da proteína E de Zika virus e 

modelar a proteína utilizando ferramentas de bioinformática, 

• Expressar e purificar a sequência de ácido nucleico codificadora da proteína E de Zika 

virus, utilizando sistema de Expressão em bactérias (Escherichia coli),  

• Funcionalizar Nanobastões de Ouro comercialmente obtidos através da sua ligação as 

proteínas E produzidas, 

• Avaliar a antigenicidade e imunogenicidade da vacina experimental produzida 

(Nanobastão de ouro ligado à proteína E) utilizando modelos in vitro e in vivo. 
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4. Material e métodos 

 

4.1 Fluxograma de trabalho 

 

 

 

 

 

 

 

 



70 
 

 
 

4.2 Análises de Bioinformática e Construção da sequência sintética de ZIKV-E 

 

As análises de Bioinformática envolvidas na construção de ZIKV-E apresentadas nesse 

tópico foram realizadas por Flávia Fonseca Bagno pertencente ao nosso grupo de pesquisa, e 

estão descritas detalhadamente em Bagno, 2018. A metodologia descrita é apresentada aqui, 

embora de forma sucinta, uma vez que a construção e análise da sequência sintética de ZIKV-

E é de fundamental importância para realização e compreensão do trabalho. 

 

4.2.1 Desenho, síntese e subclonagem do gene de interesse  

 

Para o desenho do gene da proteína do envelope de ZIKV, genomas virais depositados 

no banco de dados GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) até novembro de 2016 

foram alinhados no software MEGA7. Os critérios de seleção das sequências foram: anotação 

completa do gene e ausência de nucleotídeos indefinidos na sequência. Foram selecionadas 

sequencias de vírus Zika isoladas mundialmente, num total de 148. A sequência utilizada como 

referência foi a de número de acesso KU940228, isolada da Bahia, sendo que, após o 

alinhamento múltiplo e delimitação da porção codificadora da proteína E, uma sequência 

consenso foi gerada a partir do software cons (EMBOSS - http://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/emboss/cons).  

Após determinação do genoma modelo, a sequência final codificadora de ZIKV-E foi 

códon-otimizada para a expressão em E. coli pelos softwares Atgme (http://atgme.org/) e 

OptimumGene™ - Codon Optimization (Genescript). Após a tradução da sequência pelo 

Translate Tool (https://web.expasy.org/translate/) a sequência foi analisada pelo algoritmo 

Blast-P (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) para verificar a similaridade 

da sequência construída com sequências de proteínas já depositadas.  

  Em seguida, foi realizada análises de porção transmembrana e hibrofobilicade pelos 

softwares TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) e Protscale -Expasy 

(http://web.expasy.org/Protscale/, opções Transmembrane tendency e Hphob. -Kyte & 

Doolittle). A partir dessas predições, a sequência foi truncada para remoção das porções 

transmembranas, de forma a diminuir sua hidrofobicidade e facilitar o processo de purificação. 

A proteína E truncada em 20%, com a eliminação de sua porção transmembrana, é considerada 

como sendo mais imunogênica do que a proteína total íntegra, sendo, portanto, mantida nesta 

forma no presente trabalho, a fim de ter sua imunogenicidade aumentada. Adicionalmente, a 

http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/cons
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/cons
http://atgme.org/
https://web.expasy.org/translate/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
http://web.expasy.org/protscale/
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remoção da porção transmembrana aumenta o potencial de expressão da proteína em vetor 

procarioto, aumentando sua hidrofilicidade (Men, 1991, Huabin, 2018). 

  Por fim, a sequência construída foi sintetizada comercialmente pela empresa Fastbio 

(Ribeirão Preto, SP), novamente otimizada e subclonadas em vetor de expressão pET-21a (+) 

entre os sítios de NdeI e Xhol, adicionando uma metionina inicial e uma cauda de histidina. As 

sequências antes e após a otimização e corte da porção transmembrana foram alinhadas pela 

ferramenta online Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/ clustalo/). 

 

4.2.2 Análises in silico de ZIKV-E 

 

  Após as modificações para inserção do gene da proteína de interesse no plasmídeo de 

expressão, sua estrutura foi estudada in silico. Em primeiro momento, para avaliar as 

propriedades físico-químicas utilizou-se a ferramenta Protparam (Gasteiger, 2005) e a estrutura 

secundária foi analisada pelo BepiPred (http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/). 

 O software I-TASSER (Interative Threading ASSEmbly Refinement - 

http://zhang.bioinformatics.ku.edu/I-TASSER) foi usado para a previsão da estrutura terciária 

proteica da sequência de aminoácidos. O I-Tasser é uma plataforma que gera modelos de 

estruturas tridimensionais de proteínas por meio de uma abordagem denominada threading.  

Threading refere-se a um procedimento de bioinformática para identificar proteínas a partir de 

modelos de bancos de dados de estrutura já resolvidos que tenham uma estrutura semelhante 

ou motivo estrutural similar à da sequência consultada. A função da proteína é então inferida 

pela correspondência estrutural dos modelos 3D com outras proteínas conhecidas (Roy et al., 

2010). Após as predições pelo I-Tasser foi selecionado o melhor modelo baseando-se no valor 

obtido de C-score indicado pelo programa. 

  A qualidade do modelo tridimensional gerado foi validada através das plataformas 

ProSA-web e RAMPAGE. O ProSA-web é uma ferramenta utilizada para verificar possíveis 

erros em modelos 3D de estruturas de proteínas. Seu índice de qualidade (Z-score) é fornecido 

a partir de um gráfico que mostra pontuações de todas as cadeias de proteínas determinadas 

experimentalmente (por raio-X ou RMN), disponíveis no PDB (Protein data bank), 

relacionando-as com a pontuação do modelo proposto (Wiederstein & Sippl, 2007).  

O RAMPAGE é uma ferramenta para gerar gráficos de Ramachandran, uma forma de 

visualizar a distribuição da torção dos ângulos em uma proteína. Para isso, ele descreve as 

rotações da cadeia principal em torno das ligações entre N-Cα (chamada Phi, φ) e Cα-C 

(chamada Psi, ψ). Com ele, é possível ter uma visão geral dos ângulos das regiões permitidas e 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/%20clustalo/
http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/
http://zhang.bioinformatics.ku.edu/I-TASSER
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não permitidas, sendo importante na validação da qualidade de estruturas tridimensionais 

(Lovell et al., 2002). 

 

4.3 Produção da proteína Recombinante ZIKV-E 

 

4.3.2 Preparo de células competentes 

 

  Células competentes de E. coli das linhagens XL10 e BL21(DE3) foram obtidas 

segundo procedimento de quimiocompetência, para serem utilizadas nos ensaios de 

transformação para clonagem e expressão do plasmídeo sintetico. Para tal, células sementes 

foram descongeladas no gelo e transferidas para tubos de centrífuga de 50 mL com 5 mL de 

meio LB líquido (10 g/L de triptona, 5 g/L de extrato de levedura e 10 g/L de NaCl, pH 7,0) 

acrescido de MgSO4 10mM e Glicose 0,2%, e crescidas durante 18 horas a 37 °C em agitador 

orbital a 200 rpm (Thermo Scientific, EUA). Após período de incubação, as culturas foram 

inoculadas em erlenmeyers de 1 L contendo 200 mL de meio LB suplementado e incubadas a 

37 °C em agitador orbital a 200 rpm sob agitação, até atingir a DO600 desejada (0,6). 

Posteriormente, as culturas foram transferidas para tubos, incubadas no gelo por 20 min e 

centrifugadas (Jouan, 2700 g, 4 °C, 15 min). O precipitado formado foi ressuspenso em meio 

LB para congelamento (Glicerol 36 %, MgSO4 10 mM, PEG 7500). As células competentes 

foram aliquotadas em alíquotas de 100 µL e estas foram estocadas a -80 °C. Após a preparação 

das células, a competência foi avaliada por transformação com pUC18 (controle positivo), por 

choque térmico, assim como descrito acima. 

4.3.3 Clonagem em bactérias Escherichia coli XL-10 quimiocompetentes 

 

O plasmídeo contendo o gene sintetizado comercialmente (pET21-ZIKV-E) foi 

ressuspendido em água livre de nucleasse, em uma concentração final de 100 ng/µL, de acordo 

com as recomendações do fabricante. Células competentes de E. coli da linhagem XL10 foram 

utilizadas para produção do estoque do plasmídeo. 

Para realizar o processo de clonagem, 100 µL de bactérias E. coli linhagem XL-10 foram 

transformadas com 1 µL de plasmídeo através de incubação em gelo por 30 min, sendo 

realizado em seguida o choque térmico em banho-seco a 42 °C por 40 seg e incubado 

novamente no gelo por mais 2 min.  Adicionou-se 900 µL de meio LB líquido no tubo de 

trabalho, sendo o volume total transferido para um tubo de 50 mL e incubados por 90 min a 
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37°C a 200 rpm em agitador orbital (Thermo Scientific, EUA). Paralelamente, foi realizado um 

controle celular, no qual seguiu-se os mesmos passos, em exceção à adição do plasmídeo. Por 

fim, as células transformadas foram plaqueadas (30 µL e 100 µL) em placas de Petri contendo 

meio LB sólido suplementado com ampicilina (100 µg/mL) e incubadas overnight a 37°C em 

estufa (Thermo Scientific, EUA). 

 

4.3.4 Extração de DNA plasmidial (Mini prep) 

 

Para confirmar a transformação realizada e o tamanho do inserto foi realizada uma 

extração por “miniprep” seguida por uma reação de restrição. Assim, bactérias transformadas 

contendo o plasmídeo pET21-ZIKV-E, foram crescidas em meio LB semi-sólido seletivo (100 

µg/mL ampicilina), coletadas e ressuspendidas em 5 mL de meio LB líquido seletivo (100 

µg/mL ampicilina) em tubos de 50 mL e submetidos a incubação overnight em agitador orbital 

(37 °C, 200 rpm). Após incubação, as células foram recolhidas por centrifugação (1000 g, 10 

min a 25 °C) e ressuspensas em 200 µL de solução GET (Glicose, EDTA, Tris-HCl, pH 8,0) e 

400 µL de solução de lise (SDS 20%, NaOH 10 N, pH 8,0), com homogeneização suave por 3 

minutos à temperatura ambiente. Após esse período, foi adicionada uma solução de 

neutralização (Acetato de Potássio em pH 4,8) e homogeneizou-se por inversão e incubada em 

gelo por 30 minutos, para precipitação de proteínas, RNAs de alto peso molecular e DNA 

cromossomal. Após período de incubação, a mistura foi centrifugada (10.000 g, 4 °C, 15 min) 

e o sobrenadante transferido para tubos contendo isopropanol gelado, com posterior 

homogeneização por inversão. O tubo foi novamente centrifugado (10.000 g, 4 °C, 15 min), 

sendo o sobrenadante descartado e o sedimento lavado com 500 µL de etanol 70%. Após uma 

nova centrifugação, o sobrenadante foi descartado e após secagem, o precipitado foi 

ressuspendido em 20 µL de água nuclease-free e quantificado em espectrofotômetro (NanoVue 

Plus, GE Healthcare Life Sciences), utilizando os comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm 

(UV). 

 

4.3.5 Digestão do DNA plasmidial 

 

O DNA plasmidial extraído foi digerido com as enzimas de restrição XbaI e XhoI afim 

de verificar se a síntese comercial do gene gerou inserto do tamanho esperado. O procedimento 

foi realizado com enzimas XbaI e XhoI e tampão da empresa Promega (EUA), seguindo as 

recomendações do fabricante. Para a reação foram adicionados 2 µL do tampão D (10x), 0,2 
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µL de albumina sérica bovina acetilada (BSA, 10 mg/mL), 0,5 µL de XbaI e 0,5 µL de XhoI 

(ambas a 10 U/µL), ddH2O 15,8 µL e 1 µL de DNA, sendo o volume total da reação de 20 µL. 

A mistura foi incubada por 3 horas, em banho-maria a 37 °C. O produto da digestão foi 

analisado em gel de agarose 1% com brometo de etídeo (0.5 µg/mL) e comparado aos padrões 

Quick-Load 100 bp DNA Ladder (New England Biolabs) e EZ Load 1 kb Molecular Ruler (Bio-

rad). 

 

4.3.6 Transformação de bactérias Escherichia coli BL-21 quimiocompetentes 

 

  Para expressão da proteína recombinante, foram utilizadas células competentes de E. 

coli da linhagem BL21(DE3). O protocolo de transformação seguiu os mesmos passos descritos 

em 4.3.2. 

4.3.7 Padronização das condições ideais de produção de ZIKV-E 

 

Após as células bacterianas estarem transformadas contendo o plasmídeo de interesse. 

A primeira etapa envolvida na produção de proteínas é a indução, que consiste na adição de um 

substrato específico no meio para que a transcrição de genes estruturais de um operon aumente. 

Isso se deve ao fato de a síntese proteica requerer grandes quantidades de energia e recursos, 

tornando inviável para a célula a expressão de todos os genes presentes em seu DNA. 

Inicialmente, o procedimento de indução da expressão foi realizado em pequena escala, com a 

finalidade da padronização das condições ideais de produção. 

Na primeira etapa de padronização, a indução da proteína de ZIKV-E foi iniciada com 

o crescimento de quatro clones de E. coli linhagem BL21(DE3) em 5 mL de meio LB (Luria 

Bertani) rico pH 7,5, o qual é composto por 25 mg/mL de triptona, 15 mg/mL extrato de 

levedura, 5 mg/mL NaCl e suplementado com ampicilina (100 μg/mL) sob agitação a 200 rpm, 

a 37 °C overnight. No dia seguinte, 0,5mL de cada pré-inoculo foi adicionado em 5mL de meio 

LB suplementado com ampicilina e mantido sob agitação a 200 rpm, 37°C até atingir a DO600 

= 0,6. Posteriormente, foi adicionado o indutor isopropil-b-D-galactosídeo (IPTG, 1 mM) e a 

cultura foi levada à incubação por 3 horas à 37 °C no agitador. Após 3 horas, as amostras foram 

centrifugadas em centrífuga Multifuge X3R (Thermo Scientific) a 13000 rpm, 20 °C por 1 min. 

O sedimento celular e o sobrenadante resultante da centrifugação foram avaliados por 

eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5 % para avaliar a indução da proteína de interesse. 
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A próxima etapa de padronização consistiu na avaliação do melhor tempo de indução 

(3 horas ou overnight). Assim, o clone com a indução mais significativa da proteína de interesse 

foi selecionado e utilizado para o preparo de pré-inoculos, que após crescimento overnight a 

37°C, foi adicionado a dois erlenmeyers contendo em cada um 250 mL de meio LB 

suplementado, após atingir a DO600 desejada (0,6) o meio contendo o inoculo foi induzido com 

o IPTG (1mM). Após 3 horas de indução, o primeiro inoculo induzido foi centrifugado a 8000 

rpm, 20°C por 10 min. O pellet resultante foi armazenado a -20 °C. O segundo inoculo induzido 

foi mantido em agitação a 200 rpm a 20 °C overnight, quando posteriormente foi centrifugado 

a 8000 rpm 20 °C por 10 min. Os sedimentos celulares resultantes foram ressuspendidos em 

tampão de lise (20 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 5mM DTT, 1 mM PMSF, 5 mM Benzamidina) 

e lisados em homogeneizador de alta pressão Emulsiflex C3 (Avestin, Canadá) de 15.000 a 

20.000 psi repetindo o processo por três vezes. Em seguida, os extratos celulares resultantes da 

lise no homogeneizador foram novamente centrifugados (40000g, 4°C por 30min) e os pellets 

ressuspendidos em 25mL de H2O milli-Q. As frações solúveis e insolúveis resultantes da Lise 

foram avaliadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5 % para determinação do melhor 

tempo e temperatura de indução. 

Após avaliação dos géis, determinação do melhor tempo de indução e observação da 

presença da proteína de interesse na fração insolúvel da amostra, a próxima etapa da 

padronização consistiu em determinar qual molaridade de Ureia seria necessária para 

solubilização da proteína. Para esse teste, foram utilizadas as frações insolúveis lisadas no 

homonegenizador estocadas a -20 °C. Assim, quatros amostras de 100 µL de cada uma das 

frações insolúveis foram centrifugadas (15.000 rpm, 4 °C por 5 min) e os sobrenadantes foram 

descartados. Os pellets foram ressuspendidos em tampão de purificação (30 mM de NaH2PO4, 

500 mM de NaCl e 30 mM de Imidazol), em cada tampão foi adicionada diferentes quantidades 

de Ureia sejam elas 2M, 4M, 6M e 8M. As amostras foram novamente centrifugadas nas 

mesmas condições, e as frações solúveis e insolúveis resultantes foram avaliadas por 

eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5 %. 

Conhecidas as condições ideais de produção, o procedimento de indução foi realizado 

em volumes maiores para obter as proteínas recombinantes em grandes quantidades. 
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4.3.8 Produção e Purificação da proteína ZIKV-E recombinante 

 

O clone anteriormente selecionado foi utilizado para o preparo do pré-inoculo, que após 

crescimento a 200 rpm overnight a 37 °C, foram adicionados a 2 L de meio LB suplementado 

com ampicilina. Após atingir a DO600 desejada (0,6) foi realizada a indução pela adição de 1mM 

de IPTG seguido da incubação por 3 horas à 37 °C no agitador 200 rpm. Após o período de 

indução da expressão da proteína recombinante, a cultura foi centrifugada a 8.000 rpm a 4 °C 

por 10 min em centrífuga Multifuge X3R (Thermo Scientific), sendo o sobrenadante descartado 

e o extrato celular ressuspendido em 200 mL de tampão de lise. A mistura contendo o extrato 

celular foi rompida no Homogeneizador Emulsiflex C3 de 15.000 a 20.000 psi repetindo o 

processo por três vezes, a amostra lisada foi centrifugada a 4000 rpm, 4 °C por 30 min e o pellet 

resultante ressuspendido em 25 mL de tampão de lavagem dos corpúsculos de inclusão e 

armazenado em frezzer a -20 °C. 

A mistura (pellet em tampão de lavagem de corpúsculos de inclusão) foi submetida a 3 

ciclos de lavagem e centrifugação a 4.000 g a 4 °C por 30 min. Ao final do processo de lavagem, 

o pellet resultante foi ressuspendido em tampão de purificação (30 mM NaH2PO4, 500 mM 

NaCl, 30 mM Imidazol, 4 M Ureia) e deixado na geladeira overnight sob agitação. 

Posteriormente, o lisado foi clareado por centrifugação (40.000 g, 4 °C por 15 min) e o 

sobrenadante foi purificado por cromatografia de afinidade. 

A purificação foi realizada utilizando o sistema AKTA Prime Plus (GE Healthcare, 

EUA), com a coluna de afinidade HisTrap HP System (GE Healthcare Life Sciences), pelo 

comando “Method Run”, aba “Template” e opção “Affinity step gradiente”, seguindo as 

instruções do fabricante. Inicialmente, a coluna foi lavada com água Milli-Q por 5 vezes o 

volume da coluna. A etapa seguinte, consistiu na lavagem da coluna com tampão de ligação 

(30 mM de NaH2PO4, 500 mM de NaCl e 30 mM de Imidazol, 4 M de ureia) por 5 vezes o 

volume da coluna. Em seguida, houve a injeção da amostra no aparelho. Novamente, foi 

realizada mais uma lavagem da coluna com tampão de ligação. E a eluição da proteína 

purificada foi realizada com gradiente do tampão de eluição (30mM de NaH2PO4, 500mM de 

NaCl e 500 mM de Imidazol, 4 M de ureia) – de 0 a 100 % – sendo coletadas alíquotas de 1,0 

mL e armazenadas a 4 °C. As amostras referentes ao pico de eluição foram avaliadas por 

eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5 %. 
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4.3.8.1 Verificação da eficiência da purificação 

 

As amostras resultantes dos ensaios de expressão, avaliação da solubilidade e 

purificação da proteína recombinante ZIKV-E foram submetidas à técnica de eletroforese em 

gel de poliacrilamida. Os géis de poliacrilamida de 1,5 mm de espessura corados por Comassie 

Blue® (BioRad, EUA) são compostos por dois polímeros diferentes, acrilamida e bisacrilamida 

em duas fases, superior e inferior que variam entre si na concentração dos reagentes utilizados. 

Os géis foram preparados a partir de uma solução estoque 40% acrilamida/bis, APS 10%, 

TEMED e tampão Tris-HCl 1,5 M - SDS 0,4%. 

A fase superior, denominada gel de empilhamento, é utilizada para o alinhamento das 

proteínas em um mesmo nível no gel de eletroforese. Este consistiu em uma concentração final 

de 4 % de acrilamida/bis, 12,5 % Tris-HCl 0,5 M pH 6,8+ SDS, 0,5 % de APS, e 0,1 % TEMED. 

Já na fase inferior (gel de separação), as proteínas se separaram de acordo com o seu peso 

molecular. O gel de separação foi preparado para uma concentração final de 12,5 % de 

acrilamida/bis, 40 % Tris-HCl 1,5 M pH 8,8 + SDS, 0,5 % de APS e 0,05 % de TEMED. Foi 

utilizado o marcador MWSDS 70L (14 kDa - 70 kDa) (Sigma, EUA). As amostras a serem 

analisadas foram aquecidas a 95ºC por 10 minutos e aplicadas no gel juntamente com o tampão 

de amostra (240 mM Tris-HCl; pH 6,8; 0,8% SDS; 200 mM Beta-mercaptoetanol; 4 % glicerol; 

0,02 % azul de bromofenol). 

  Posteriormente, os géis foram colocados na cuba do kit em tampão de corrida (25 mM 

Tris-HCl; 192 mM Glicina; 0,1 % SDS), e o gel foi submetido a uma voltagem de 60 V até 

passagem das amostras pelo gel de empilhamento sendo então aplicada a voltagem de 120 V 

para o restante da eletroforese. Após a eletroforese, os géis foram transferidos para uma cuba 

contendo solução corante [1% de Azul de Coomassie (BioRad, EUA), 45 % de etanol e 10% 

de ácido acético] por 30 min e descorados com solução descorante [10% de etanol e 7% de 

ácido acético]. Por fim, a visualização das bandas foi realizada por comparação com o padrão 

de peso molecular para proteínas. 

 

4.3.9 Quantificação Proteica 

 

A proteína purificada foi quantificada pelos métodos de Bradford e pelo Kit Randox. O 

método de Bradford, proposto em 1976 é considerado, um dos mais sensíveis e rápidos para a 

determinação de proteínas totais. Este método é baseado na interação entre as macromoléculas 
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de proteína e o corante BG-250 (Coomassie brilliant blue). No pH da reação, a interação entre 

a proteína de alta massa molar e o corante BG-250, provoca o deslocamento do equilíbrio do 

corante para a forma aniônica, que faz com que esse corante absorva fortemente luz no 

comprimento de onda de 595nm (Zaia et al., 1998). Neste método, a concentração da proteína 

da amostra desconhecida é calculada com base em uma curva padrão de uma proteína 

conhecida. 

O procedimento foi realizado em microplacas de 96 poços, no qual em cada poço foram 

adicionados 148 μL de H2Odd (água destilada e deionizada), 40 μL do Reagente de Bradford e 

2 μL de amostra ou dos padrões. A absorbância foi medida em espectrofotômetro UV-VIS 

Multiskan Go (Thermo Fisher Scientific, EUA) à 595 nm. A quantificação foi estabelecida em 

função do padrão da proteína BSA, de concentração conhecida (1mg/mL), considerando-se os 

resultados obtidos para cada amostra. 

Em paralelo, as proteínas foram quantificadas pelo kit Randox Monza Up 1570 

(Randox, RU). O procedimento foi realizado em microplacas de 96 poços de acordo com as 

recomendações do fabricante. A absorbância foi mensurada em espectrofotômetro de 

microplacas Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific, EUA) a 600 nm. A quantificação foi 

estabelecida em função do padrão fornecido pelo kit, considerando-se os resultados obtidos 

para cada amostra. As proteínas foram quantificadas após os processos de purificação e diálise 

e sempre antes de qualquer experimento envolvendo quantidades exatas do produto, como 

Western Blot, Funcionalização dos Nanobastões, Imunização dos Camundongos e ELISA. 

 

4.3.10 Diálise e Concentração das proteínas 

 

Após o processo de purificação, a proteína estava dissolvida em um tampão contendo 

altas concentrações de sais como Ureia e Imidazol. Nesse contexto, o objetivo do processo de 

dialise consistiu em retirar o tampão no qual a proteína se encontrava, uma vez que a ureia pode 

interferir nos processos de funcionalização dos nanobastões de ouro, além do seu uso ser 

impróprio para experimentos utilizando modelos animais (Zuniga et al., 2003). Assim, em um 

tubo de centrifuga revestido por membrana de diálise, submerso em um béquer contendo 

tampão foi realizado um processo de troca subsequente de tampões, onde cada tampão 

permaneceu sob agitação constante a 4 °C por 3 h. Ao final do processo, a proteína se 

encontrava em tampão fosfato-salino (PBS 1x pH 7.4). 

O próximo passo foi concentrar a proteína produzida. Para tal, foram utilizados tubos 

de policarbonato VivaSpin® (GE Healthcare, EUA), VivaSpin® com membrana 
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semipermeável de peso molecular 10kDa. As amostras foram adicionadas ao tubo e submetidas 

a centrifugação (1000 rpm a 4 °C) para que os componentes indesejados passem pela membrana 

e sejam descartados. No final dos processos de dialise a proteína foi novamente quantificada e 

sua integridade avaliada por eletroforese em gel de poliacrilamida. 

 

4.3.11 Western blot 

 

O Western Blot é uma técnica simples e eficiente, introduzida por Burnette (1981) que 

emprega a eletroforese em gel para separar proteínas nativas pela sua estrutura tridimensional 

ou proteínas desnaturalizadas pelo comprimento da sua cadeia polipeptídica através da ligação 

de anticorpos específicos. Assim, após o processo de purificação uma amostra de ZIKV-E foi 

submetida a um ensaio de Western Blot, de forma a confirmar a imunogenicidade da proteína 

recombinante produzida. Para tal, foi utilizado um anticorpo específico para o Zika virus, e um 

anticorpo específico para a região c-terminal da proteína ZIKV-E que possuí uma cadeia de 

histidina, de forma a confirmar a expressão da proteína recombinante. 

Para a realização do Western Blot uma amostra da proteína purificada foi primeiramente 

desnaturada por aquecimento a 95 °C por 5 min e, juntamente com um marcador de massa 

molecular (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder -  Thermo Scientific) foram submetidos 

à eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) submetidos a um potencial 

elétrico. Após o fracionamento eletroforético, as amostras foram transferidas para membranas 

de PVDF (Polyvinylidene difluoride - GE Healthcare, HybondTM-P) por 75 min à 0,35 A, no 

aparelho Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad). Após o período de 

transferência, as membranas foram submetidas à solução bloqueadora [2,5 % (p/v) de leite 

desnatado em pó em PBS-T (PBS 1X + 0,1 % de Tween 20)]  overnight a 4 °C, a fim de impedir 

as interações não específicas entre a membrana e o anticorpo usado para a detecção da proteína 

alvo. Após esse período as membranas foram lavadas com tampão de lavagem PBS-T por três 

vezes, sendo trocado a cada 5 min. A reação foi feita com anticorpo comercial anti-histidina 

(anti-his 1:1.000, Sigma Aldrich) e anticorpo antiflavivirus (4 G2, 1:2.500, gentilmente cedido 

pela Profa. Dra Vivian Vasconcelos Costa, Departamento de Morfologia, ICB, UFMG, MG, 

Brasil), os quais foram colocados em contato com as membranas durante 1 h, à temperatura 

ambiente. Então, as membranas foram novamente lavadas com tampão de lavagem para 

remover os anticorpos não ligados. Após a lavagem, as membranas foram expostas ao anticorpo 

secundário (anti-mouse 1:6.000, Sigma Aldrich) responsável por se ligar nos anticorpos 

primários e emitir um sinal revelador, essa reação também ocorreu durante 1 h à temperatura 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Eletroforese_em_gel
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ambiente, seguida de um novo processo de lavagem. Após essa última lavagem, as membranas 

foram reveladas com a adição de 1 mL do reagente Luminata Classico Western HRP subtrate 

(Millipore) sobre a membrana. 

 

4.4 Nanobastões de Ouro (“GoldNanorods”) 

 

Nanobastões de ouro (GNR) certificados e purificados foram obtidos comercialmente 

da empresa Nanopartz™, US/Canada. Os GNR adquiridos comercialmente possuem alto grau 

de pureza e homogeneidade, além de ser um material homogêneo, garantindo a 

reprodutibilidade do trabalho. Como pode ser observado na tabela de especificações dos 

Nanobastões de ouro, as partículas apresentam pico plasmônico de 780 nm e tamanho de 38 nm 

de comprimento x 10 nm de diâmetro. Além disso, os GNR são caracterizados por 

espectroscopia de UV-visível e microscopia eletrônica de transmissão (MET) (tabela 2, figura 

14). 

 

Tabela 2. Especificações dos Nanobastões de Ouro comerciais (Nanopartz™)  

Característica  Valor Técnica de avaliação 

Diâmetro  10 nm MET 

Comprimento  38 nm MET 

pH  7 Mensurado 

Concentração (nps/mL)  7.3E+11 Calculada 

Concentração (mg/mL)  0,039 Calculada 

Pico transversal – SPR (nm)  511 UV/Vis 

Pico longitudinal - LSPR (nm)  785 UV/Vis 

Razão de espectro  3,8 Calculada 

CTAB (mM)  5 Mensurado 

 

Figura 14. Caracterização dos GNR comerciais (Nanopartz) a) Espectroscopia de UV-VIS-NIR b) 

Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) dos GNR. 
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4.4.2 Funcionalização dos Nanobastões de Ouro (GNR) 

 

4.4.2.1  Metodologia 

 

Antes dos nanobastões serem adicionados à solução contendo as proteínas ZIKV-E, eles 

devem ser previamente preparados para que esta ligação se dê de forma eficiente. Para tanto, 

as Nanopartículas foram tratadas em duas etapas. 

Primeiramente, adicionou-se às Nanopartículas o ácido α-lipóico (C8H14O2S2, LA, 

Sigma-Aldrich, EUA) (figura 15), seguido do tratamento com os agentes acoplante cloridrato 

de N-etil-N’-(3-dimetil-aminopropil) carbodiimida (EDC, Thermo Fisher Scientific, EUA) e 

estabilizante N-hidroxisuccinimida (NHS, Thermo Fisher Scientific, EUA), para que 

finalmente a proteína fosse adicionada de forma eficaz. 

O ácido α-lipóico ou ácido lipóico é um composto naturalmente sintetizado no fígado, 

que atua como um importante cofator para importantes enzimas do corpo. A ligação do ácido 

lipóico às nanopartículas de ouro permite a interação deste composto com as moléculas 

biológicas e sua utilização como carreador antigênico. O ácido lipóico foi utilizado, uma vez 

que possuí uma extremidade livre com um grupamento carboxila e outra extremidade composta 

por dois grupos tiol (-SH). Assim, o grupo tiol de uma das extremidades do reagente se liga ao 

ouro, formando uma ligação forte. Já o grupo carboxila (-COOH) disponível é utilizado como 

alvo para o tratamento intermediário com EDC e NHS para a ligação covalente da proteína. 

 

 

Figura 15. Estrutura química globular do ácido lipóico. Em azul estão representados os átomos de carbono, em 

vermelho de oxigênio, em amarelo de enxofre e por último, em branco, os átomos de hidrogênio (Adaptado de: 

Machado et al., 2014). 

 

Para que ocorra a ligação entre o grupo carboxila presente na extremidade do ácido 

lipóico (já associado à superfície dos nanobastões) e os radicais amínicos das proteínas ZIKV-

E, foram utilizados um agente acoplante cloridrato de N-etil-N’-(3-dimetil-

aminopropil)carbodiimida (EDC), e um agente estabilizante N-hidroxisuccinimida (NHS), este 

por sua vez evita a formação de possíveis ligações intermoleculares indesejadas entre as 
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proteínas, causadas pelo agente acoplante. Por fim, a solução contento as proteínas ZIKV-E são 

adicionadas. A ligação de cada um dos reagentes à superfície do GNR faz com que ocorra um 

deslocamento no espectro UV/Vis, conforme mencionado anteriormente.  

A metodologia aqui proposta foi realizada segundo Versiani et al, 2020 com algumas 

modificações. A figura 16 demonstra de forma esquemática a metodologia de funcionalização 

dos GNR. 

 

 

Figura 16. Esquema do processo de funcionalização das Nanopartículas a proteína ZIKV-E a) O Agente de 

crescimento presente na superfície dos nanobastões de ouro são substituídos pelo ácido lipóico b) Os reagentes 

acoplante (EDC) e estabilizante (NHS) foram inseridos para estabilizar a ligação do ácido lipóico, permitindo uma 

reação de substituição quando adicionada a proteína c) Alteração observada no espectro plasmônico quando os 

reagentes são ligados à superfície do Nanobastão, que é mensurado por seu deslocamento (espectro em vermelho). 

LA: Ácido Lipóico. EDAC: 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide. NHS: NHydroxysuccinimide 

(fonte: Versiani et al., 2020). 

 

4.4.2.2 Padronização do processo de funcionalização dos GNR 

 

Afim de verificar a quantidade ideal de ácido lipóico que deveria ser adicionada à 

solução de GNR, foi realizada uma curva com diferentes concentrações de ácido lipóico. Para 

cada solução contendo 250 µL de GNR foi adicionado volume suficiente para uma 

concentração final na solução de 6 mM, 8 mM, 10 mM, 12 mM e 14 mM de ácido lipóico. Para 

tal, 250 µL de GNR foram incubados com as diferentes concentrações de ácido lipóico por 30 

min a 55 °C sob ultrasonicação, para desestabilização do CTAB presente na superfície das 

nanopartículas. Posteriormente, as nanopartículas foram transferidas para um banho térmico de 
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30 °C por 1 h sob ultrasonicação, para promover a ligação da funcionalidade desejada. As 

amostras foram armazenadas overnight a 4 °C para estabilização da reação. 

Após período de incubação, os GNR funcionalizados com ácido lipóico foram 

submetidos à dois ciclos de centrifugação a 3.000 g por 10 min a 20 °C em centrifuga Micro 

CL17R (Thermo Electron Corporation), para que fossem retirados os agentes que não se 

ligaram às nanopartículas.  

Após a centrifugação, os GNR foram redispersos no volume inicial de trabalho, à uma 

solução tampão fosfato (10 mM) contendo 0,4 M de EDC e 0,1 M de NHS, e deixados em 

incubação por 60 min, em banho de gelo, e sob ultrassonicação. 

Por fim, após a ligação dos reagentes intermediários, a proteína de ZIKV-E foi colocada 

em contato com os GNR funcionalizados, em banho de gelo por 1 hora, e sob ultrassonicação. 

Novamente, foi realizado uma curva com diferentes quantidades da proteína ZIKV-E 

adicionada, para avaliar uma possível saturação do sistema. Assim, foi adicionada à solução de 

nanobatões, diferentes volumes contendo de 0,125 µg até 12 µg de ZIKV-E. Após período de 

incubação, os GNR funcionalizados com ZIKV-E foram submetidos à dois ciclos de 

centrifugação a 3.000 g por 10 min a 20 °C, para que fossem retirados os reagentes que não se 

ligaram às nanopartículas. Após centrifugação, a solução foi redispersa no volume inicial de 

trabalho e os espectros foram avaliados. 

 

4.4.2.3 Verificação da eficiência da funcionalização 

 

Para avaliar a eficiência da funcionalização realizada, foram realizadas medidas de 

espectroscopia UV-Vis antes e depois da adição de cada um dos reagentes, uma vez que, 

conforme relatado anteriormente neste trabalho, devido às propriedades ópticas das 

nanopartículas, a interação de moléculas em sua superfície leva a alterações especificas de 

ressonância plasmônica. Assim, espera-se observar um deslocamento (“shift”) da curva de 

ressonância após a ligação de cada reagente intermediário. Para as medidas, 100 µL de cada 

solução foram adicionados aos poços de uma placa de 96 poços com fundo chato de quartzo 

(Greiner), os espectros foram medidos em um espectrômetro de varredura UV-VIS multiskan 

Go (Thermo Fisher Scientific, EUA) em comprimentos de onde de 400-1000nm. Os dados 

foram analisados pelo software SkanIt. As absorbâncias obtidas foram convertidas em gráficos 

e analisadas pelo programa Origin 8.1 (Origin Lab®, EUA). 
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4.4.3 Caracterização da ferramenta GNR-ZIKV-E 

 

 Após a padronização das condições ideais de funcionalização, a ferramenta construída 

(GNR-ZIKV-E) foi submetida à diferentes técnicas de caracterização, afim de confirmar a 

ligação da Proteína na superfície do GNR. Sendo elas: Espectroscopia UV-VIS-NIR, 

Espectroscopia de Correlação de Fótons (PCS) e Ensaio de Fluorometria. 

 

4.4.3.1 Espectroscopia UV-Vis-NIR 

 

Devido às propriedades óticas dos GNR, a principal forma de caracterização é por meio 

da avaliação do espectro de absorção de luz visível/UV. Conforme relatado anteriormente, este 

espectro é variável de acordo com tamanho, forma, solução dispersante e constante dielétrica 

do meio circundante. Dessa forma, os espectros foram medidos conforme item 4.2.2.3. Para 

calcular o deslocamento de plasmon correto, as curvas foram plotadas com o cálculo 

correspondente da interceptação do eixo X da derivada do pico gaussiano (Versiani et al., 2020). 

 

4.4.3.2 Espectroscopia de Correlação de Fótons (PCS) 

 

Para esta caracterização, 800 µL de uma solução contendo GNR, GNR ligado ao ácido 

lipóico e da ferramenta completa GNR-ZIKV-E foram submetidos à análise de tamanho do raio 

hidrodinâmico, índice de polidispersão e potencial zeta em solução, através da técnica de 

espalhamento dinâmico da luz (Dynamic Light Scattering - DLS) em um analisador de tamanho 

de partículas Litesizer 500 tipo BM10 (Anton Paar, EUA). As amostras foram testadas em 

pentaplicada. Os gráficos e dados estatísticos foram analisados pelo programa GraphPad Prism 

8. 

 

4.4.3.3 Detecção da formação do complexo GNR-ZIKV-E por fluorimetria 

 

Este método de caracterização foi realizado conforme descrito em Andrade et al., 2020 

com algumas modificações. Para tal, 2 µL de anticorpo antiflavivírus 4G2 (1:300) foram 

adicionados em 600 µL de GNR-ZIKV-E. A solução foi incubada por 60 min em temperatura 

ambiente e em shaker orbital (Ionlab, BR). Para bloquear anticorpos primários não ligados, 

foram adicionados 10 µL de BSA 1% na amostra. A solução foi submetida à agitação em shaker 

axial por 30 min. Em seguida a amostra foi centrifugada por 5 min a 5.000 rpm em centrífuga 
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centrifuga Micro CL17R (Thermo Electron Corporation, EUA). O sobrenadante foi descartado 

e o pellet ressuspendido em 600 µL de água Mili-Q. Para a marcação fluorescente foi 

adicionado 1 µL de Fitc Anti-Mouse Clone (BD, EUA) em 300 µL de amostra que foi deixada 

em incubação em shaker axial, ao abrigo da luz, por 30 min.  Após a marcação fluorescente, as 

amostras foram colocadas em triplicata em placa ótica na seguinte disposição: 100 µL de GNR-

ZIKV-E marcado somente com o anticorpo primário por poço e 100 µL de GNR-ZIKV-E 

marcado com os anticorpos primário e secundário por poço. As amostras foram lidas no 

equipamento Varioskan Flash spectral scanning multimode reader (Thermo Scientific, EUA) 

usando os comprimentos de onda de excitação de 491 nm e emissão de 516 nm. 

 

4.5 Avaliação da imunogenicidade da vacina experimental GNR-ZIKV-E 

 

4.5.2 Estratégia de imunização 

 

O potencial imunogênico da vacina experimental produzida (GNR-ZIKV-E), foi 

avaliado através da resposta imune desenvolvida por camundongos BALB/c fêmeas. Nesse 

contexto, os animais experimentais de 6 semanas foram obtidos pelo Biotério Central da 

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), mantidos em gaiolas plásticas no Biotério do 

Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciências Biológicas (UFMG), devidamente 

manipulados e eutanaziados de acordo com as normas do Comitê de Ética em Uso Animal 

(CEUA), sob protocolo aprovado 23/2022. A imunização seguiu um protocolo homólogo de 3 

doses (dose-reforço-reforço) (figura 17), e os camundongos foram divididos em 7 grupos 

experimentais com 5 animais em cada (tabela 3). 

Cada animal recebeu por via subcutânea 50uL do composto específico de cada grupo. 

O intervalo entre as doses foi de 14 dias. No 14º dia após a terceira imunização os animais 

foram anestesiados com injeção intraperitonial de solução quetamina/xilazina, o sangue foi 

coletado pelo plexo braquial e em seguida sofreram eutanásia por deslocamento cervical para 

remoção do baço. Para avaliação da resposta imune celular foi realizada a Marcação de 

Citocinas Intracitoplasmáticas (ICS) produzidas pelos esplenócitos estimulados com a proteína 

recombinante ZIKV-E. A resposta imune humoral foi avaliada através da técnica de ELISA e 

PRNT. 
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Figura 17. Estratégia de avaliação da resposta imune de camundongos Balb/c imunizados com ZIKV-E. A 

imunização seguiu um protocolo homólogo de 3 doses com intervalo de 14 dias, os camundongos divididos em 7 

grupos experimentais com 5 animais em cada. A resposta imune celular dos animais imunizados foi realizada 

através da Marcação de Citocinas Intracitoplasmáticas (ICS) produzidas pelos esplenócitos estimulados com a 

proteína recombinante ZIKV-E. A resposta imune humoral foi avaliada com os soros dos animais imunizados 

através das técnicas de ELISA e PRNT. Onde: ZIKV-E= proteína recombinante produzida, GNR= nanobastão de 

ouro comerciais Nanopartz, mα= combinação de adjuvantes MPLA e 7DW8-5, al= alúmen. 

 

Tabela 3. Grupos experimentais utilizados para avaliação da Imunogenicidade 

Grupo 

experimental (n°) 

Nome do grupo 

experimental 

Soluções 

1 PBS Solução Salina (PBS 1X) 

2 ZIKV-E + mα 10 µg de ZIKV-E purificada acrescida de 4 µg de MPLA e 2 

µg de 7DW8-5 

3 ZIKV-E + al 10 µg de ZIKV-E purificada acrescida 30% v/v de Alúmen 

4 GNR + mα 10 µg de GNR purificados acrescidos de 4 µg de MPLA e 2 

µg de 7DW8-5 

5 GNR + al 10 µg de GNR purificados acrescidos 30% v/v de Alúmen 

6 ZIKV-E + GNR + mα 10 µg de ZIKV-E e 10 µg de GNR purificados acrescidos de 

4 µg de MPLA e 2 µg de 7DW8-5 

7 ZIKV-E + GNR + al 10 µg de ZIKV-E e 10 µg e GNR purificados acrescidos 

30% v/v de Alúmen 
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4.5.3 Avaliação da Resposta Imune Celular  

 

Quatorze dias após a última imunização, os animais foram eutanaziados e o baço de 

cada animal foi extraído e armazenado em tubos de 50mL contendo 5mL de meio RPMI 1640 

(Sigma-Aldrich, EUA) completo suplementado com 1% de aminoácidos não essenciais, 4 mM 

de L-glutamina, e um coquetel dos antibióticos penicilina potássica [100 U/mL], estreptomicina 

[100 μg/mL] e anfotericina B [2,5 g/mL] (Sigma-Aldrich, EUA). Os baços foram transferidos 

para uma placa de 6 poços em 3mL de solução PBS (pH 7,4) e macerados com o auxílio do 

embolo de uma seringa de 3mL para a obtenção de uma suspenção celular homogênea. 

Posteriormente, a solução macerada foi filtrada em filtro de cultura de células Cell Strainer 

(Merk, Alemanha) com poro de 30 μM e as células sedimentadas em centrífuga Nuve NF 800R 

a 1350 rpm, 20°C por 5 min. Foi adicionado 5mL de tampão de lise de eritrócitos, ACK (NH4Cl, 

EDTA, NaHCO3) ao sedimento celular resultante da centrifugação e mantido em contato com 

as células por 5 min, a reação de lise foi parada com 20 mL de PBS. Novamente, as células 

foram sedimentadas a 1350 rpm, 20°C por 5 min e o sobrenadante descartado. 

As células sedimentadas foram ressuspendidas em meio RPMI completo 20 % SFB para 

a concentração final de 107 células/mL e posteriormente transferidas para placas de cultura de 

96 poços com fundo em “U” na concentração final de 106 células/poço. As células foram 

estimuladas com 10 µg/mL de ZIKV-E e incubadas em estufa a 37 °C, 5 % de CO2 por 1 h e 

30min. Em paralelo foram incluídos no ensaio o controle positivo do experimento (células 

estimuladas com 5 µg/mL de ConA) e os controles negativos (células não estimuladas e células 

não estimuladas utilizadas para compensação do aparelho). 

Após período de estimulação, foi adicionada às células 20 µL/poço de RPMI contendo 

Brefeldina na concentração final de 5 µg/poço. Ainda, na placa referente ao painel de ativação, 

as células foram marcadas com Fitc Anti-Mouse CD107a Clone 1D4B (RUO) (BD, EUA) 

diluído 1/50. As placas foram incubadas por mais 5h a 37ºC, 5% de CO2, e posteriormente 

armazenadas a 4 °C overnight. 

No dia seguinte, as células foram centrifugadas em centrífuga NUVE NF 800R a 1500 

rpm, 20 °C por 5 min, e o sobrenadante descartado. Para lavagem, foi adicionado 200 µL/poço 

de PBS e as células submetidas a uma nova centrifugação a 2000 rpm, 20 °C por 5 min. O 

sobrenadante foi descartado. Posteriormente foi adicionada as placas 50 µL/poço da solução de 

Bloqueio (PBS 1 % BSA, 2 % soro de camundongo naive). As placas foram incubadas por 5 

min e submetidas a um novo ciclo de centrifugação a 1.500 rpm, 20 °C por 5 min. 
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As células foram marcadas com os anticorpos seguindo os painéis avaliados. As células 

na placa referente ao painel de ativação foram marcadas com Alexa Fluor 405 Anti-Mouse CD3 

Clone 17A2 (RUO) (BD, EUA) diluído 1/100, PercP Anti-Mouse CD4 Clone RM4.5 (RUO) 

(BD, EUA) diluído 1/100, Alexa Fluor 700 Anti-Mouse CD8 Clone  

YTS156.7.7 (RUO) (Biolegend, EUA) diluído 1/100, PE Anti-Mouse CD69 Clone H1.2F3 

(Invitrogen, EUA) diluído 1/30. A mistura de anticorpos foi reunida e diluída em PBS 1 % 

BSA, adicionadas 50 µL/poço e as placas incubadas por 30 min a 4 °C. As células na placa 

referente ao painel de memória foram marcadas com Alexa Fluor 405 Anti-Mouse CD3 Clone 

17A2 (RUO) (BD, EUA) diluído 1/100, Fitc Anti-Mouse CD4 Clone GK1.5 (RUO) (BD, EUA) 

diluído 1/50, PE-Cy5 Anti-Mouse CD44 Clone IM7 (RUO) (BD, EUA) diluído 1/100, APC 

Anti-Mouse CD127 Clone (SB/199) (Biolegend, EUA) diluído 1/100.  

As placas foram lavadas com 200 µL/poço de solução (PBS 1% de BSA) e centrifugadas 

a 2.000 rpm por 2 min. Posteriormente, foi adicionado 50 µL/poço de solução de Fixação (PBS, 

1 % de Paraformaldeído) e as placas incubadas a 4 °C por 20 min. Foi adicionado 200 µL/poço 

de solução (PBS 1 % de BSA) e as placas foram novamente centrifugadas a 2000 rpm, 20 °C 

por 5 min. O sobrenadante foi descartado e adicionada 200 µL/poço de solução de 

permeabilização (PBS, 1 % BSA, 0,1 % Saponina). As placas foram novamente incubadas a 4 

°C por 20 min, e posteriormente centrifugadas nas condições anteriormente citadas. 

Novamente, foi adicionada às placas 50 µL/poço da solução de bloqueio (PBS 1% BSA, 2% 

soro de camundongo naive), seguida por nova incubação a 4°C por 5 min e submetidas a um 

novo ciclo de centrifugação a 1500 rpm, 20°C por 5 min. 

As células foram marcadas com anticorpos intracelulares, sendo adicionado à placa 

referente ao painel de memória PE-Cy7 Anti-Mouse TNF Clone MP6-XT22 (RUO) (BD, EUA) 

na diluição de 1/280 e na placa referente ao painel de ativação APC Anti-Mouse IFN-γ Clone 

XMG1.2 (RUO) (BD, EUA) na diluição de 1/100. Os anticorpos foram diluídos em PBS 1% 

BSA, 50 µL da solução contendo os anticorpos foram adicionadas nos poços e as placas 

incubadas por 30 min a 4°C. As placas foram lavadas com 200 µL/poço de solução (PBS 1% 

BSA) e centrifugadas a 2.000 rpm por 2 min por duas vezes. As células foram ressuspendidas 

em 200 µL de PBS 1% BSA para a aquisição em citômetro de fluxo (LSRFortessa, BD, EUA). 

As análises foram realizadas utilizando o programa FlowJo (Tree Star Inc., EUA). Os gráficos 

e dados estatísticos foram analisados pelo programa GraphPad Prism 8. 
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4.5.2.1 Estratégias de Avaliação da Resposta Imune Celular por Citometria de Fluxo 

 

As análises de resposta imune celular dos camundongos imunizados foram realizadas 

utilizando o programa FlowJo (Tree Star Inc., EUA), e as estratégias utilizadas estão ilustradas 

nas figuras 17-22. Primeiramente foram selecionados linfócitos T CD4+ e CD8+ que expressam 

o marcador precoce de ativação de linfócitos CD69 (figura 18). 

As células do baço dos animais imunizados também foram avaliadas para a produção 

de IFN-γ. Para tal, foram avaliados linfócitos T CD3+ CD4+ / CD3+ CD8+ / CD3+ CD8+ 

CD107+, na produção de IFN-γ após estimulação (figura 19). 

 

 

 

 

 

Figura 18. Estratégia de gate painel de ativação para avaliar ativação de linfócitos T CD4+ e CD8+ com 

expressão de CD69 de camundongos BALB/c imunizados após estimulação com ZIKV-E. As células T 

(linfócitos) foram selecionadas por FSC versus SSC. Em seguida, as células T foram selecionadas por CD3 versus 

SSC, seguido por CD8 versus CD4. Por fim, células T CD4 + e CD8 + foram avaliadas para expressão de CD69. 
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Figura 19. Estratégia de avaliação da capacidade dos linfócitos T produzirem de IFN-γ após estimulação 

com ZIKV-E. As células T (linfócitos) foram selecionadas por FSC versus SSC. Em seguida, as células T foram 

selecionadas por CD3 versus SSC, seguido por CD8 versus CD4. Células T CD4 +, CD8 + e células TCD8+ 

CD107 + foram avaliadas para expressão de IFN-γ. 

 

Em seguida, avaliamos as porcentagens de subconjuntos de células T que expressam 

marcadores de memória (CD44 e CD62L). Os subconjuntos de células T CD44- CD62L-/+, 

CD44+ CD62L+ e CD44+ CD62L- foram definidos como células de memória “naive”, células 

de memória central e células de memória efetora, respectivamente e são demostrados na figura 

20. 

 

 

 

Figura 20. Estrategia de avalição do fenótipo de memória de células T de camundongos BALB/c imunizados 

após estimulação com ZIKV-E. As células T (linfócitos) foram selecionadas por FSC versus SSC. Em seguida, 

as células T foram selecionadas por CD3 versus SSC, seguido por CD4 versus CD3. Células T CD4 + versus CD3 

+ foram avaliadas para expressão de CD62L versus CD44. Os subconjuntos CD44 − CD62L - / +, CD44 + CD62L 

+ e CD44 + CD62L− foram definidos como células T CD4 + e CD8 + naives, de memoria central e memoria 

efetora, respectivamente. 
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Na sequência, as subpopulações de células de memória central e memória efetora foram 

avaliadas pela capacidade de produção da citocina TNF-α (figura 21). 

 

 

 

Figura 21. Estrategia de avaliação da capacidade de secreção de TNF-α por células T de camundongos 

BALB/c imunizados após estimulação com ZIKV-E. As células T (linfócitos) foram selecionadas por FSC 

versus SSC. Em seguida, as células T foram selecionadas por CD3 versus SSC, seguido por CD4 versus CD3. 

Células T CD4 + versus CD3 + foram avaliadas para expressão de CD62L versus CD44. Os subconjuntos CD44 

− CD62L - / +, CD44 + CD62L + e CD44 + CD62L− foram definidos como células T CD4 + e CD8 + naives, de 

memoria central e memoria efetora, respectivamente. Por fim, as subpopulações definidas como células de 

memória central e memória efetora foram avaliadas para secreção de TNF-α. 

 

Por fim, as subpopulações de células de memória central e memória efetora foram 

avaliadas pela expressão do marcador de memória CD127 (figura 22). 
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Figura 22. Estrategia de avaliação da expressão de CD127 em células T de camundongos BALB/c 

imunizados após estimulação com ZIKV-E. As células T (linfócitos) foram selecionadas por FSC versus SSC. 

Em seguida, as células T foram selecionadas por CD3 versus SSC, seguido por CD4 versus CD3. Células T CD4 

+ versus CD3 + foram avaliadas para expressão de CD62L versus CD44. Os subconjuntos CD44 − CD62L - / +, 

CD44 + CD62L + e CD44 + CD62L− foram definidos como células T CD4 + e CD8 + naives, de memória central 

e memoria efetora, respectivamente. Por fim, as subpopulações definidas como células de memória central e 

memória efetora foram avaliadas para expressão de CD127. 

 

4.5.4 Avaliação da Resposta Imune Humoral por Ensaio Imunoenzimático Indireto 

(ELISA) 

 

Os níveis de anticorpos específicos contra a proteína ZIKV-E produzidos pelos 

camundongos imunizados foram avaliados através do ensaio imunoenzimático indireto 

(ELISA), o qual apresenta grande especificidade e sensibilidade. O ensaio foi realizado 

conforme descrito por Bagno et al., (2020) com algumas modificações. 

Placas de ELISA 96 poços (Costar, EUA) foram sensibilizadas com a proteína ZIKV-E 

diluída em tampão carbonato (Na2CO3 0,16 %, NaHCO3 0,24% e pH 9,6). Após ensaios de 

padronização, optou-se por adicionar 400 ng/poço de ZIKV-E as quais permaneceram 

incubadas a 4°C overnight, para fixação das proteínas na superfície do poço. Após a 

sensibilização as placas foram lavadas com 300 µL/poço de PBS-T (PBS 1X + 0,05 % de Tween 

20) por 4 vezes. Em seguida, foi realizada a adição da solução de bloqueio (leite em pó 5 %, 

dissolvido em PBS) para impedir ligações não-específicas dos anticorpos. As placas contendo 

solução de bloqueio foram mantidas por 2 horas, à temperatura ambiente. Em seguida, as placas 
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foram novamente lavadas por 4 vezes com PBS-T. Posteriormente, foram adicionados os soros 

dos animais na diluição de 1:100 em solução de PBS-T + 0,5 % leite em pó, seguido por uma 

nova incubação por mais 1 h a 37 °C.  Em seguida as placas foram novamente lavadas 4 vezes 

com 300 µL/poço de PBS-T solução de lavagem para adição do anticorpo secundário antimouse 

IgG (Sigma Aldrich) conjugado à enzima peroxidase na diluição de 1:5.000. As placas foram 

novamente incubadas por 1 h a 37 °C com posterior lavagem. 

Nas etapas finais de revelação, aplicou-se 100 µL/poço do reagente de visualização 

tetrametilbenzidina (TMB – Sigma Aldrich, USA), e as placas foram incubadas ao abrigo de 

luz por 10 min. Onde a mudança de cor, indica a presença de anticorpos capazes de se ligar à 

proteína ZIKV-E, no qual a intensidade se relaciona diretamente com a quantidade de antígeno 

conjugado. Por fim, a reação foi parada com solução de H2SO4 0,5 M (50 µL/poço) e a 

absorbância medida em espectrofotômetro de microplacas em comprimento de onda 450 nm no 

aparelho Multiskan Go (Thermo Fisher Scientific). Os gráficos e dados estatísticos foram 

analisados pelo programa GraphPad Prism 8. 

 

4.5.5 Avaliação da Resposta Imune Humoral por Teste de redução de placas por 

neutralização (PRNT) 

 

4.5.5.1 Células e vírus 

 

4.5.5.1.1 Células C6/36 (Aedes albopictus) e Vero (Cercopithecus aethiops) 

 

As células derivadas de Aedes albopictus (C6/36), e as células de mamífero Vero CCL-

81 derivadas de rim de macaco verde africano (Cercopithecus aethiops), foram obtidas 

originalmente da American Type Culture Collection (ATCC, EUA).  

Para a multiplicação de ZIKV e obtenção de estoques virais foram utilizadas células 

C6/36, cultivadas e mantidas em frascos de 25 cm² utilizando meio Leibowitz, L-15 (Cultilab, 

Brasil), contendo 5% de SFB (Cultilab, Brasil) e um coquetel dos antibióticos estreptomicina 

(Sigma-Aldrich, EUA [100 g/mL]), penicilina potássica (Sigma-Aldrich, EUA [100 U/mL]) 

e anfotericina B (Bristol-Myers Squibb, Brasil, [2,5 g/mL]). Essas células foram mantidas a 

28°C, sendo repicadas semanalmente. Para os repiques, a monocamada celular era desprendida 

do frasco por pipetagem vigorosa. Em seguida, a suspensão celular era transferida para outro 

frasco estéril e adicionada quantidade necessária de meio de cultura. Para a obtenção de estoque 
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de células, garrafas confluentes foram submetidas à pipetagem como no repique, adicionados 

de 10% de DMSO, 20% de SFB e 70% de meio L-15. Em seguida, as células eram distribuídas 

em criotubos contendo 107 células e os estoques congelados em nitrogênio líquido. 

Para os ensaios de titulação do estoque viral, foram utilizadas as células Vero (ATCC 

CCL-81), cultivadas e mantidas em frascos de 25 cm² utilizando meio Mínimo Essencial de 

Eagle modificado por Dulbecco-DMEM (Sigma-Aldrich, EUA), contendo 5% de SFB e os 

antibióticos citados acima. As culturas foram incubadas em estufa de atmosfera umidificada, a 

5% de CO2 e 37ºC, sendo repicadas a cada 3 dias. Para os repiques, a monocamada celular era 

previamente lavada com tampão salina fosfato (PBS 1×: 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, 

140 mM NaCl, 3 mM KCl, pH 7,2) e, posteriormente, desprendida do frasco com tripsina-

EDTA 0,05% (gibco, USA) e homogeneizada. Em seguida, a suspensão celular era transferida 

para outro frasco estéril e adicionada quantidade necessária de meio de cultura. Para a obtenção 

de estoque de células, garrafas confluentes foram submetidas às mesmas etapas para o repique 

celular, adicionados de 10% de DMSO, 20% de SFB e 70% de DMEM. Em seguida os estoques 

eram congelados em nitrogênio líquido, com pelo menos 107 células/criotubo. 

 

4.5.5.1.2 Origem dos vírus e produção de estoque trabalho 

 

A amostra de ZIKV isolada no Brasil (PE-243/2015, número de acesso no Genbank 

KX197192) foi gentilmente cedida pelo Professor Dr Claudio Bonjardim (Universidade Federal 

de Minas Gerais/UFMG). Para produção do estoque de trabalho, o vírus foi multiplicado em 

garrafas (75 cm2) de células C6/36 semiconfluentes a uma multiplicidade de infecção (moi) de 

0,01, sendo as culturas infectadas incubadas em estufa a 28ºC, por 1 hora para adsorção do 

vírus, com agitação a cada 10 minutos. Em seguida, o inóculo de vírus foi removido, 

adicionados 7 mL de meio L-15 contendo 2% SFB e as culturas novamente incubadas. Após 7 

dias de incubação, o sobrenadante das culturas foi centrifugado em centrífuga Nuve NF 800R 

(4°C) a 3000 rpm por 5 min. Posteriormente, o sobrenadante, clarificado, foi aliquotado e 

mantido em freezer -80°C para posterior titulação. Como controle, o mesmo procedimento foi 

feito, porém, com a adição apenas de meio de cultura, sem infecção viral (Adaptado de Moraes 

et al., 2021). 

4.5.5.1.2 Titulação do estoque viral 
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O procedimento de titulação do vírus amplificado foi realizado pelo método de 

contagem de placas de Dulbecco com algumas modificações (Dulbecco, 1952). Para tal, células 

Vero foram implantadas em placa de seis poços (3×105 células/poço) e incubadas em estufa a 

37°C overnight. Após atingirem 90% de confluência, foram adicionados 400 L de diluições 

seriadas dos vírus em 5 poços, mantendo-se um como controle negativo da infecção. Após 1 

hora de adsorção, com agitação a cada 10 minutos, o inoculo de vírus foi removido, e 

adicionados a cada poço 2,0 mL de meio DMEM (Sigma-Aldrich) semissólido, acrescido de 

1,25% de carboximetilcelulose-CMC (Synth, Brasil) e 1,25% de SFB, seguido de nova 

incubação nas condições acima. Após 6 dias, o meio foi desprezado e as células foram fixadas 

em solução formol 10% por 1 hora. Por fim, a monocamada foi corada com solução de cristal 

violeta 1% por 30 minutos. O título do vírus foi expresso pelo número de unidades formadoras 

de placas (UFP), obtido nos poços cuja diluição apresentou entre 30 e 300 placas de lise viral, 

multiplicado pelo inverso da diluição, e convertido para UFP/mL, como demonstrado na 

equação (1). 

Título viral (UFP/mL) = N x FC x 10*        (1) 

Onde, N é o número de placas de lise contadas, FC é o fator de correção para mL e * é o inverso 

da diluição no qual foram contadas as placas de lise. 

 

4.5.4.2 Teste de redução de placas por neutralização (PRNT) 

 

O teste de redução de placas por neutralização (PRNT), ou ensaio de soroneutralização, 

tem o objetivo de analisar os níveis de anticorpos neutralizantes contra o ZIKV produzidos 

pelos animais imunizados. 

O ensaio foi realizado conforme descrito por Almeida et al., 2020, com algumas 

modificações. Para tal foram utilizadas células Vero (7,5×104 células/poço), previamente 

distribuídas em placas de 24 poços e incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO2 por 18 horas, 

para que as células pudessem alcançar confluência de 80%. Posteriormente, as amostras de soro 

dos camundongos foram diluídas nas concentrações de 1: 10, 1:20, 1:40 e 1:80 e colocadas em 

contato com 70 pfu de ZIKV, a mistura (vírus e soro) foi incubada por uma hora à 37ºC para 

que a reação de neutralização ocorresse. Após esse tempo, 200μL dessa mistura foi adicionada 

à cultura celular e deixada por 1 hora, para que a reação de adsorção da mistura com os 

receptores celulares fosse realizada. Em paralelo, a mesma quantidade de vírus foi adicionada 
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em meio sem SFB e sem adição de soro, mantida como controle negativo. Ainda, foi realizado 

controle de célula. Após esse período, a mistura foi retirada das placas e adicionado meio 

DMEM acrescido de 1,25% de SFB e 1,25% de carboximetilcelulose (CMC). As placas foram 

novamente incubadas a 37ºC com 5% de CO2 por 2 dias. Após 5 dias, o meio foi desprezado e 

as células fixadas em solução formol 10% por 60 minutos. Por fim, a monocamada fixada foi 

corada com solução de cristal violeta 1% por 30 minutos.  

O índice PRNT70 foi determinado como a maior diluição do soro capaz de neutralizar 

70% dos vírus, detectada pela inibição da formação das placas nas culturas celulares. Os 

gráficos e dados estatísticos foram analisados pelo programa GraphPad Prism 8. 
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5. Resultados 

 

5.1 Análises de Bioinformática e Construção da sequência sintética de ZIKV-E 

 

Para o desenho do gene da proteína do envelope de ZIKV, foram selecionadas 

sequencias de vírus Zika de circulação mundial descritos no banco de dados do NCBI 

(GenBank). A tabela 4 relaciona a identificação da amostra e seu respectivo número de depósito 

na plataforma de banco de dados. 

 

Tabela 4. Sequência otimizada do gene codificador de ZIKV-E 

Gene para clonagem Sequência otimizada do gene codificador de ZIKV-E 

  

 

Isolado Zika virus 

BR/BAHIA/Salvador/ 

07/2016, genoma 

parcial KU940228.1 

 

 

MIRCIGVSNRDFVEGMSGGTWVDVVLEHGGCVTVMAQDKPTVDIEL

VTTTVSNMAEVRSYCYEASISDMASDSRCPTQGEAYLDKQSDTQYVC

KRTLVDRGWGNGCGLFGKGSLVTCAKFACSKKMTGKSIQPENLEYRI

MLSVHGSQHSGMIVNDTGHETDENRAKVEITPNSPRAEATLGGFGSL

GLDCEPRTGLDFSDLYYLTMNNKHWLVHKEWFHDIPLPWHAGADTG

TPHWNNKEALVEFKDAHAKRQTVVVLGSQEGAVHTALAGALEAEM

DGAKGRLSSGHLKCRLKMDKLRLKGVSYSLCTAAFTFTKIPAETLHG

TVTVEVQYAGTDGPCKVPAQMAVDMQTLTPVGRLITANPVITESTEN

SKMMLELDPPFGDSYIVIGVGEKKITHHWHRSGSTIGKAFEATVRGAK

RMAVLGDTAWDFGSVGGALNSLGKGIHQILEHHHHHH 

 

 

5.1.1 Análises de porção transmembrana, hidrofobicidade e desordem estrutural 

 

Após a definição da sequência de proteína a ser produzida, esta foi adaptada para uma 

melhor expressão em vetor procarioto. Para isso, a sequência foi códon otimizada e teve sua 

porção transmembrana removida. A predição da porção transmembrana realizada pela 

ferramenta TMHMM 2.0 indicou a presença de regiões transmembranas a partir do resíduo de 

aa 456 (com 60 % de probabilidade deste resíduo pertencer a porção transmembrana). Análises 

de tendência a porção transmembrana e hidrofobicidade pelo Protscale (Expasy, scale Hphob. 

/ Kyte & Doolittle), apresentaram diferentes pontos de corte prováveis. Enquanto o primeiro 

mostrou uma tendência a TM a partir do aa 459, a análise de hidrofobicidade mostrou picos 

estreitos acima de score=1 ao longo de quase toda a extensão da proteína, apresentando um pico 

mais amplo após o aa 449 (tabela 5, figura 23). 
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As predições de tendência a desordem estrutural pelo IUPRED mostraram que a 

proteína possuí desordem intermediária ao longo de sua estrutura (figura 23). Nesse tipo de 

análise, valores próximos a 1 indicam ausência de estrutura terciária ou uma maior linearidade. 

 

Tabela 5. Análises de porção transmembrana e hidrofobicidade de 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 23. Análise in silico de hidrofobicidade (Protscale), tendência a porção transmembrana (TMHMM 

Server) e tendência a desordem estrutural (IUPRED) para ZIKV-E (Fonte: Bagno, 2018). 

 

Após a remoção das porções transmembrana, os genes foram códon-otimizados para 

uma melhor expressão em sistema procarioto. Como pode ser visto na figura 24, a comparação 

entre as sequências antes e após a otimização revela que este processo não alterou a sequência 

de aminoácidos. 
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Figura 24. Alinhamento, pelo Clustal Omega, comparando a sequência de ZIKV-E antes e após a otimização 

e remoção das porções transmembrana (Fonte: Bagno, 2018). 

 

5.1.2 Análises físico-químicas e estruturais de ZIKV-E 

 

Para avaliar as propriedades físico-químicas de ZIKV-E, utilizou-se a ferramenta 

Protparam (Expasy) capaz de estimar o peso molecular da proteína com base em sua sequência 

de aminoácidos (tabela 6). 

 

Tabela 6.  Propriedades físico-químicas de ZIKV-E 

Número de aminoácidos 457 

Peso Molecular (kDa) 50 

Ponto isoelétrico (pI) 6,36 

 

 

  Para predição da estrutura tridimensional utilizou-se a plataforma I-Tasser sendo 

selecionado, o modelo de maior C-score, parâmetro que indica a qualidade do modelo predito. 

Valores de C-score giram em torno de -5 a 2, sendo que valores mais elevados indicam maior 
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confiabilidade. O valor encontrado para C-score foi de 1,73 e a estrutura tridimensional é 

apresentada na figura 25. 

  Em seguida, o modelo gerado pelo I-Tasser foi validado utilizando os programas 

ProSA-web e RAMPAGE. No primeiro caso, o Z-score indica a qualidade geral da estrutura 

tridimensional. Seu valor é exibido em um gráfico que contém os Z-scores de todas as cadeias 

de proteínas determinadas experimentalmente (por raio-X ou RMN) no PDB. As análises pelo 

ProSA-web, indicaram que o modelo está dentro da gama de pontuação tipicamente encontrada 

para proteínas nativas de tamanhos similares (figura 24B), com Z-score de -7,52. 

O gráfico de Ramachandran obtido pelo RAMPAGE apresentou 80,9 % de resíduos na 

região favorável, 14,3 % na região permitida e 4.8 % na região não permitida (figura 25C). 

 

 

Figura 25. 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 (Fonte: Bagno, 2018). 

 

 

A sequência nucleotídica codificadora da proteína construída para a realização deste 

trabalho foi sintetizada comercialmente pela empresa Fastbio (Ribeirão Preto, SP), otimizada e 

subclonada em vetor de expressão pET-21a (+), entre os sítios de NdeI e Xhol, adicionando uma 

metionina inicial e uma cauda de histidina (figura 26). 
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Figura 26. Mapa do plasmídeo sintético desenvolvido contendo a sequência do gene de interesse.  Figura 

gerada a partir do programa SnapGene (GSL Biotech) (Fonte: Bagno, 2018). 
 

 

5.3 Expressão e purificação da proteína recombinante ZIKV-E 

 

Para a obtenção da proteína ZIKV-E foi utilizado sistema de expressão procarioto, onde 

o gene de interesse foi clonado em vetor de expressão pET21a e produzido em E. coli. Para 

confirmação do inserto sintético, bactérias E. coli da linhagem BL-21 foram transformadas com 

o plasmídeo pet-21a_ZIKV-E. Após a transformação foi feita extração de DNA plasmidial dos 

clones que cresceram em meio seletivo. Em sequência, foi realizada uma digestão dupla com 

as enzimas XbaI e XhoI. Os produtos da digestão foram analisados por gel de agarose (figura 

27), onde foi observado um fragmento linear de 1389 pb, conforme esperado. 
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Figura 27. Restrição enzimática do DNA plasmidial para a confirmação da presença do gene de interesse 

no vetor pET-21a. O DNA plasmidial foi extraído por minipreparação plasmidial de suspensão bacteriana lisada 

e a restrição enzimática deu-se pela utilização das enzimas XhoI/NdeI. Onde: M1= Marcador de peso molecular 

100 pb, ND= plasmídeo não digerido, D= plasmídeo digerido, M2= Marcador de peso molecular 1 Kb. 

 

 

Para avaliar a expressão de ZIKV-E, primeiramente, bactérias E. coli da linhagem BL-

21 foram transformadas com o plasmídeo peT21-a_ZIKV-E. Após crescimento em meio 

seletivo, 4 colônias foram selecionadas para realização do teste de indução. No teste inicial 

(37°C, 3h, 1mM IPTG) os quatro clones coletados de ZIKV-E apresentaram banda diferencial 

entre as frações induzidas (I) quando comparadas às frações não induzidas (NI) (figura 28a). A 

proteína ZIKV-E apresentou peso molecular esperado conforme o predito pelo ProtParam 

(Expasy) de 50 kDa (ZIKV-E). 

 A próxima etapa da padronização consistiu na avaliação do melhor período de indução, 

para isso foram realizados dois protocolos de expressão de ZIKV-E. Assim, foi realizada a 

indução por 3h a 37°C e overnight a 20°C, ambos com 1 mM de IPTG (figura 28b). Ainda, foi 

possível observar a presença da proteína de interesse na fração insolúvel, sendo necessário a 

realização de um protocolo adicional para avaliar a solubilidade em ureia. 
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Figura 28. SDS-Page das etapas envolvidas na padronização da expressão proteica de ZIKV-E (50 kDa). a) 

Primeira etapa da padronização= triagem inicial de 4 clones (1-4) b) Segunda etapa da padronização= variação do 

tempo e temperatura de indução do clone selecionado na etapa anterior (20°C e 37°C), e avaliação da solubilidade 

de ZIKV-E após lise celular. Onde, M= Marcador de peso molecular, NI= Fração não induzida coletada no tempo 

inicial (após DO ideal), I = fração coletada no tempo final após indução com 1mM de IPTG, Ins = fração coletada 

no tempo final após indução com 1mM de IPTG. 

 

Em sequência, foi realizado o teste de solubilidade em diferentes concentrações de ureia, 

variando-se as molaridades de 2, 4, 6 e 8 M. Como pode ser visto na figura 29, a partir de 4 M 

de ureia já foi possível obter uma quantidade significativa da proteína ZIKV-E em fração 

solúvel. Entretanto, em 8 M de ureia, uma quantidade ainda maior de proteína é obtida na fração 

solúvel. 

 

 

Figura 29.  SDS-Page da avaliação da solubilidade da proteína ZIKV-E em ureia (2M, 4M, 6M e 8M).  Onde, 

M= Marcador de peso molecular, NI= Fração não induzida coletada no tempo inicial (após DO ideal), I = fração 

coletada no tempo final após indução com 1mM de IPTG. 
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 Para a realização deste trabalho, em primeiro momento foi escolhida a concentração de 

4 M de ureia para prosseguir com os experimentos e produzir a proteína ZIKV-E em larga 

escala. Entretanto, o rendimento obtido não foi o suficiente para todos os ensaios, sendo 

necessária uma nova produção. Para esta segunda produção, foi escolhida a concentração de 

8M de ureia, afim de obter um rendimento maior de ZIKV-E. As imagens que se seguem são 

referentes a produção do segundo lote de ZIKV-E. 

Após a produção em larga escala, as culturas foram centrifugadas e o sedimento celular 

ressuspendido em tampão com ureia (4M e 8M). Estas amostras foram submetidas a purificação 

por cromatografia de afinidade em coluna HisTrap no aparelho ÄKTA Prime Plus (GE 

Healthcare Life Sciences). Na figura 30 observa-se o gráfico de purificação da proteína, onde a 

curva azul representa a leitura da absorção de luz UV da proteína ZIKV-E. Apenas as alíquotas 

de saída do pico das proteínas foram coletadas. Para examinar a qualidade da purificação, as 

frações purificadas foram submetidas a fracionamento em SDS-PAGE (figura 31). 

 

 

Figura 30. Processo de purificação da proteína recombinante ZIKV-E. O gráfico foi gerado pelo software 

Prime View 5.0. A curvas em azul representa a eluição da proteína recombinante ZIKV-E da coluna de purificação. 

As alíquotas de 15-21 representam as aliquotas nas quais a proteína foi eluída da coluna. 
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Figura 31. SDS-Page da Purificação de ZIKV-E. Onde, M= Marcador de peso molecular, Ext= Extrato após a 

lise celular, FT= Fração não adsorvida, 15-21= Frações coletadas correspondentes ao pico de eluição. 

 

Após o processo de purificação, a concentração proteíca de cada lote de ZIKV-E foi 

dosada pelo método de Bradford e pelo kit Randox. Os resultados obtidos foram 78 ng/µL para 

o primeiro lote, e 1400 ng/µL (figura 32) para o segundo lote de ZIKV-E produzido. O 

rendimento total de cada lote de proteína recombinante produzida foi de 3 mg (4M Ureia) e 

21,5 mg (8M ureia). 

 

Figura 32. SDS-Page de ZIKV-E após quantificação. Onde, M= Marcador de peso molecular. 

 

Por fim, após os métodos de purificação, foi necessária a troca do tampão de purificação, 

para realização da ligação com as nanopartículas. Assim, para continuação do trabalho, a 

proteína ZIKV-E foi dialisada e novamente quantificada. A proteína foi novamente 

quantificada, e a qualidade da proteína de trabalho foi novamente verificada por SDS-PAGE 

(figura 33). 
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Figura 33. SDS-Page de ZIKV-E após o processo de dialise. Onde, M= Marcador de peso molecular, ZIKV-E= 

Fração de ZIKV-E coletada após a passagem da proteína ZIKV-E pelos tampões 8M, 4M, 2M e 0M de ureia. 

 

5.3.1 Verificação da antigenicidade de ZIKV-E 

 

Para verificação da antigenicidade de ZIKV-E, uma alíquota de cada lote produzido foi 

submetida a um ensaio de Western Blot, de forma a confirmar a antigenicidade da proteína 

recombinante produzida. Para tal, foram utilizados dois anticorpos: um anticorpo comercial 

específico para a região C-terminal que possui uma cadeia de histidina e um anticorpo 

monoclonal específico para o Flavivírus (4G2). ZIKV-E mostrou-se capaz de ser reconhecida 

pelo anticorpo comercial anti-histidina e pelo anticorpo monoclonal 4G2 (figura 34). 

 

Figura 34. Western-blot mostrando a reação entre a proteína ZIKV-E e os anticorpos comerciais Anti-His 

e Panflavi 4G2. Onde M= Marcador Precision Plus Protein Dual Color Standards (Biorad) corado com Luminata 

(Millipore), CP = Proteína de CHIKV-E utilizada como controle positivo do experimento. 
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5.4 Nanobastões de ouro (GNR) 

  

5.4.1 Funcionalização dos Nanobastões de ouro (GNR) 

 

O primeiro passo no processo de funcionalização consiste na substituição do agente 

estabilizante (CTAB) pelo ácido lipóico (LA) à superfície dos nanobastões, para que dessa 

forma, seja adicionado um grupo carboxila ao qual a proteína irá se ligar. Para fins de 

padronização, foi realizada uma curva de saturação de LA, onde a concentração do mesmo 

variou de 6 a 14mM, para 250uL de GNR. A ligação do LA à superfície dos GNR ocorreu de 

forma eficiente e pode ser comprovada pela espectroscopia UV-Vis, devido a ressonância de 

plasmon de superfície localizada (LSPR). Na figura 35a é possível observar o deslocamento a 

direita (“red shift”) no pico longitudinal em todas as concentraçãos de LA. 

Para o cálculo do deslocamento de plasmon correto, as curvas correspondentes foram 

derivadas e plotadas com o cálculo correspondente da derivada do pico gaussiano, onde a 

interceptação do eixo X corresponde ao pico longitudinal (figura 35b). Considerando o espectro 

do GNR puro como referência, na figura 35c temos os deslocamentos relativos das curvas no 

pico longitudinal do espectro calculados após a reação com cada concentração de LA. 

Conforme observado (figura 35c), quanto maior a concentração de LA, maior o deslocamento 

observado. Foi possível acrescentar até 14 mM de LA para preencher a superfície dos GNR, 

esse valor resultou em um deslocamento do pico longitudinal de 20 nm. Comparativamente 

maior que as concentrações de 10 e 12 mM de LA, que resultaram em um deslocamento de 15 

e 16 nm respectivamente. Dessa forma, para os próximos passos da padronização, a 

concentração de trabalho de LA foi fixada em 14mM. 

O próximo passo, envolve a ligação do agente acoplante 1-etil-3-(3-

dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) e do agente estabilizante sulfo-N-

hidroxissuccinimida (sulfo-NHS) a fim de favorecer a interação covalente requerida entre os 

grupos carboxilas presentes no LA e os radicais aminicos da proteína ZIKV-E. Após a ligação 

dos agentes intermediários EDC e NHS foi possível observar um deslocamento do pico 

longitudinal à esquerda (“blue shift”) do pico observado para o LA (figura 36b). Com um 

deslocamento de 10nm em relação ao pico do GNR puro (figura 36c). 
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Figura 35. Espectro de absorbância na região de UV-Vis das amostras de GNR funcionalizadas com LA. a) 

absorbância relativa normalizada b) Cálculo derivativo do sinal UV-Vis medido a partir das amostras, onde a 

região de zero (eixo derivativo) representa o pico do modo longitudinal c) deslocamentos relativos das curvas no 

pico longitudinal do espectro calculados após a reação com cada concentração de LA. Onde: GNR= nanobastão 

de ouro comerciais Nanopartz, LA= ácido lipóico.  

 

 

 
Figura 36. Espectro de absorbância na região de UV-Vis das amostras de GNR funcionalizadas EDC-NHS.  

a) absorbância relativa normalizada b) Cálculo derivativo do sinal UV-Vis medido a partir das amostras, onde a 

região de zero (eixo derivativo) representa o pico longitudinal c) deslocamentos relativos das curvas no pico 

longitudinal do espectro calculados após a reação com LA e EDC. Onde: GNR= nanobastão de ouro comerciais 

Nanopartz, LA= ácido lipóico. EDC= N-etil-N’-(3-dimetil-aminopropil)carbodiimida e N-hidroxisuccinimida. 

 

 Por fim, a proteína ZIKV-E foi adicionada a solução de GNR-LA-EDC-NHS em 

concentrações de 0,125 µg a 12 µg (figura 37). Em todas as concentrações de ZIKV-E 
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adicionadas, houve um deslocamento significativo à direita do espectro. Como esperado, esse 

deslocamento se torna maior à medida que aumenta a concentração de ZIKV-E. Na figura 38 é 

possível observar a absorbância relativa, o cálculo derivativo e deslocamento para as 

concentrações de ZIKV-E de 8 µg, 10 µg e 12 µg. Para os quais obtivemos um deslocamento 

de 24, 27 e 32 nm respectivamente. 

 

 

Figura 37. Espectro de absorbância na região de UV-Vis das amostras de GNR funcionalizadas 

covalentemente com ZIKV-E. Absorbância relativa normalizada. Onde: GNR= nanobastão de ouro comerciais 

Nanopartz, Z= proteína recombinante produzida. 

 

Figura 38. Espectro de absorbância na região de UV-Vis das amostras de GNR funcionalizadas 

covalentemente com ZIKV-E. a) absorbância relativa normalizada b) Cálculo derivativo do sinal UV-Vis medido 

a partir das amostras, onde a região de zero (eixo derivativo) representa o pico do modo longitudinal c) 

Deslocamentos relativos das curvas no pico longitudinal do espectro calculados após a reação com cada 
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concentração da proteína ZIKV-E. Onde: GNR= nanobastão de ouro comerciais Nanopartz, Z= proteína 

recombinante produzida. 
 

Como estratégia de imunização optamos por trabalhar com concentrações de 14mM de 

ácido lipoico e 10 µg de ZIKV-E para 250 µL de GNR. Na figura 39 é possível observar os 

espectros de absorbância, o cálculo derivativo e o deslocamento após a ligação com LA (linha 

vermelha), os intermediários EDC e NHS (linha azul), e ZIKV-E (linha verde). 

 

 

Figura 39.  Espectro de absorbância na região de UV-Vis das amostras de GNR funcionalizadas 

covalentemente com LA, EDC-NHS e ZIKV-E  a) Absorbância relativa normalizada b) Cálculo derivativo do 

sinal UV-Vis medido a partir das amostras, onde a região de zero (eixo derivativo) representa o pico do modo 

longitudinal c) Deslocamentos relativos das curvas no pico longitudinal do espectro calculados após a reação com 

LA, EDC e ZIKV-E. Onde: GNR= nanobastão de ouro comerciais Nanopartz, EDC= N-etil-N’-(3-dimetil-

aminopropil)carbodiimida e N-hidroxisuccinimida, Z= proteína recombinante produzida. 

 

5.4.2 Caracterização da ferramenta GNR-ZIKV-E 

 

A ferramenta construída ainda foi analisada para verificação da ligação por análise de 

potencial Zeta, análise do raio hidrodinâmico e por fluorometria. 

 

5.4.2.1 Potencial Zeta  

 

Em uma solução iônica, GNPs com carga líquida terão uma camada de íons (de carga 

oposta) fortemente ligada à sua superfície. Uma segunda camada externa difusa é composta por 

íons fracamente associados. Essas duas camadas são chamadas coletivamente de camada dupla 
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elétrica. Conforme a partícula se move (devido à difusão browniana ou força aplicada), uma 

distinção é criada entre os íons na camada difusa que se movem com a GNP e os íons que 

permanecem com o dispersante em massa. O potencial eletrostático neste limite do “plano” é 

chamado de potencial zeta e está relacionado à carga superficial da GNP e estabilidade da 

suspensão (Clogston & Patri, 2010). 

Nas medições de potencial zeta, um campo elétrico é aplicado em toda a amostra e o 

movimento das GNP (mobilidade eletroforética) é medido. GNPs com potencial de zeta entre -

10 e +10 mV são consideradas neutras, GNP com potencial de zeta superior a +30 mV são 

consideradas fortemente catiônicas ou menos de -30 mV fortemente aniônicas (Clogston & 

Patri, 2010). 

Assim, foi realizada a medida do potencial zeta dos GNR sozinhos em suspensão, dos 

GNR funcionalizados com LA, e posteriormente da ferramenta final, ou seja, GNR 

funcionalizados com LA e com a proteína ZIKV-E. A carga total da proteína ZIKV-E é 

negativa, portanto, com a adesão de ZIKV-E na superfície dos GNR, a carga total reduz 

significativamente, modificando a carga de ~50 mV (GNR-LA) para ~20 mV (GNR-ZIKV-) 

(figura 40), sendo essa diferença estatisticamente signficativa. Essa mudança da carga total após 

a interação é um indicativo da interação de ZIKV-E na superfície dos GNR. 

 

 

Figura 40. Medida do Potencial Zeta. Medida do Potencial Zeta da suspensão de GNR puro, GNR ligados ao 

ácido lipoico (GNR - LA) e por último da ferramenta completa (GNR-LA-ZIKV-E). Os resultados foram lidos em 

um analisador de tamanho de partículas Litesizer 500 tipo BM10 e a análise estatística realizada no software 

GraphPad Prism 8, utilizando o teste One-way ANOVA e pós-teste de Tukey, com uma diferença estatisticamente 

significativa entre as amostras para a variavel avaliada com *** p < 0.001 e **** p < 0.0001. 
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5.4.2.2 Raio hidrodinâmico 

 

Devido ao movimento browniano, é possível estimar o tamanho de um nanocomplexo 

por meio de medidas hidrodinâmicas do raio, estimado pela medida do espalhamento dinâmico 

de luz (DLS). A figura 41 mostra que o raio hidrodinâmico da amostra contendo GNR puro é 9 

nm, o GNR ligado ao LA 61 nm, já raio hidrodinâmico do nanocomplexo contendo GNR, LA 

e ZIKV-E aumenta consideravelmente para 1467 nm, indicando a presença de moléculas 

adsorvidas na superfície dos nanobastões, e portanto, confirmando a ligação desejada. 

 

 

Figura 41. Medida do raio hidrodinâmico. Medida do Raio hidrodinâmico da ferramenta GNR-LA-ZIKV-E 

indicando a formação da ferramenta GNR-ZIKV-E. Os resultados foram lidos em um analisador de tamanho de 

partículas Litesizer 500 tipo BM10 e a análise estatística realizada no software GraphPad Prism 8, utilizando o 

teste One-way ANOVA e pós-teste de Tukey, onde as letras iguais indicam diferença estatisticamente significativa 

entre as amostras para a variavel avaliada com p < 0.0001. 

 

5.4.2.3 Marcação fluorométrica 

 

Por fim, foi realizada a caracterização da ferramenta GNR-ZIKV-E por marcação 

fluorométrica, que também fornece uma ferramenta útil para caracterizar a funcionalização de 

GNPs (Andrade et al., 2020). Para tal, a solução contendo GNR-ZIKV-E foi ligada ao anticorpo 

monoclonal específico de Flavivirus (4G2). Após a ligação, a solução foi bloqueada com 

albumina de soro bovino (BSA). Em seguida, as moléculas não ligadas e livres disponíveis no 

meio foram removidas por centrifugação. Por fim, a ferramenta GNR-ZIKV-E foi marcada com 

anticorpo anti-mouse conjugado a Fitc, um anticorpo secundário fluorescente e medida por 

espectroscopia fluorométrica, indicando a formação eficiente da ferramenta GNR-ZIKV-E, 
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evidenciado pelo forte sinal emitido em contraste com a ferramenta não marcada com anticorpo 

secundário. Como os anticorpos primários não ligados foram bloqueados com BSA 1%, apenas 

GNR-ZIKV-E foi marcado com Fitc. Juntos, esses resultados mostram a funcionalização da 

proteína do envelope à superfície do GNR (figura 42). 

 

 

Figura 42. Medida da fluorescência da ferramenta GNR-ZIKV-E após marcação com FITC. Marcação 

fluorometrica da ferramenta GNR-LA-ZIKV-E ligada ao anticorpo 4g2, não marcada e marcada com o anticorpo 

secundário Fitc, indicando a formação da ferramenta GNR-ZIKV-E. Os resultados foram lidos em Varioskan Flash 

spectral scanning multimode reader e a análise estatística realizada no software GraphPad Prism 8, utilizando o 

teste T, com diferença estatisticamente significativa entre as amostras para a variavel avaliada e p < 0.05. 

 

5.5 Análise da resposta imune frente à imunização com a vacina experimental GNR-

ZIKV-E 

 

Os animais foram vacinados em regime dose/reforço/reforço, onde juntamente com as 

vacinas experimentais compostas pela proteína recombinante produzida (ZIKV-E) e pelos 

nanobastões funcionalizados com ZIKV-E (GNR-ZIKV-E) foram testadas duas combinações 

de adjuvantes: monofosforil A lipídio (análogo de LPS) acrescido de 7DW8-5 (análogo α-

GalCer) e alúmen (30% v/v). A caracterização da resposta imune celular frente à imunização 

de camundongos BALB/c com a proteína recombinante ZIKV-E, com os GNR comerciais e a 

vacina experimental ZIKV-E-GNR completa foi avaliada ex vivo pela estimulação de 

esplenócitos destes animais com a proteína recombinante ZIKV-E e a resposta celular e 

produção de citocinas pelas células imunes desses animais foi medida por Citometria de fluxo. 

A resposta imune humoral frente à imunização foi avaliada por ELISA e PRNT. 
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5.5.1 Análise da resposta imune celular 

 

As células provenientes do baço dos animais imunizados foram tratadas com tampão 

amônio-cloro-potassio e cultivadas em microplacas de 96 poços com estímulo de 10 µg/mL de 

ZIKV-E. Após estímulo de 18 horas, as células foram marcadas para receptores de superfície e 

citocinas intracitoplasmáticas e analisadas em citômetro de fluxo. Para avaliação da resposta 

celular, primeiramente foram selecionados linfócitos T CD4+ e CD8+ que expressam o 

marcador precoce de ativação de linfócitos CD69. 

Os esplenócitos dos animais imunizados com as vacinas experimentais compostas por: 

ZIKV-E + mα (grupo 2) e ZIKV-E + GNR + mα (grupo 6), apresentaram expressão positiva de 

CD69 pelas células T CD4+ e CD8+. Como pode ser observado pela razão geométrica 

apresentada na figura 43, onde as razões entre os esplenócitos de animais que foram estimulados 

com ZIKV-E e de esplenócitos de animais pertencentes ao grupo controle (PBS) estimulados 

com ZIKV-E possuí valor superior à 1, indicando estado de ativação destas células após o 

estímulo realizado. 

Nessa abordagem de avaliação, foi observado que o estado de ativação de células T 

CD8+ das células de animais imunizados com as vacinas experimentais associadas a 

combinação de adjuvantes MPLA e 7DW8-5 (grupos 2, 4 e 6) é superior quando comparadas 

às células de animais imunizados com as respectivas vacinas experimentais associadas ao 

adjuvante alúmen (grupos 3, 5 e 7). E esse aumento é estatisticamente significativo.  

As células do baço dos animais imunizados também foram avaliadas para a produção 

de IFN-γ. As células T CD4+ estimuladas apresentaram expressão de IFN-γ baixa ou ausente 

(figura 44), com um aumento discreto na média dos grupos 2, 4, 5 e 6. Aumento esse 

relacionado a produção de IFN-γ por um ou dois animais pertencentes a cada grupo vacinal. As 

células T CD8+ por sua vez apresentaram um aumento moderado na porcentagem de IFN-γ 

pelos animais dos grupos 2, 6 e 7. Esses grupos correspondem a animais imunizados com as 

vacinas experimentais: ZIKV-E + mα (grupo 2), ZIKV-E + GNR + mα (grupo 6), e por último 

ZIKV-E + GNR + al (grupo 7). Nos grupos citados, embora tenha sido observada uma tendência 

ao aumento da produção dessa citocina, esse aumento não foi estatisticamente significativo. 
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Figura 43. Ativação de linfócitos TCD4+ CD69+ e TCD8+ CD69+ de camundongos BALB/c imunizados 

após estimulação com ZIKV-E. a) razão entre culturas estimuladas com ZIKV-E e média das culturas de animais 

PBS estimuladas de linfócitos TCD3+ CD4+ com expressão de CD69+ e b) razão entre culturas estimuladas com 

ZIKV-E e média das culturas de animais PBS estimuladas, de linfócitos TCD3+ CD8+ com fenótipo CD69+. 

Camundongos BALB/c foram imunizados em regime de dose-reforço-reforço e 14 dias após o último reforço a 

expressão de CD69 foi avaliada in vitro por cultura de esplenócitos estimulados com 10 µg/mL de ZIKV-E e 

dosada por Citometria de fluxo. Os resultados foram lidos em Citometro de fluxo e a análise estatística realizada 

no software GraphPad Prism 8, utilizando o teste One-way ANOVA e pós-teste de Dunnett, para o qual (*) indica 

diferença estatisticamente significativa entre as amostras para a variavel avaliada com p < 0.05. Onde: ZIKV-E= 

proteína recombinante produzida, GNR= nanobastão de ouro comerciais Nanopartz, mα= combinação de 

adjuvantes MPLA e 7DW8-5, al= alúmen. 

 

As células do baço dos animais imunizados também foram avaliadas para a produção 

de IFN-γ. As células T CD4+ estimuladas apresentaram expressão de IFN-γ baixa ou ausente 

(figura 44), com um aumento discreto na média dos grupos 2, 4, 5 e 6. Aumento esse 

relacionado a produção de IFN- γ por um ou dois animais pertencentes a cada grupo vacinal. 

As células T CD8+ por sua vez apresentaram um aumento moderado na porcentagem de IFN-

γ pelos animais dos grupos 2, 6 e 7. Esses grupos correspondem a animais imunizados com as 

vacinas experimentais: ZIKV-E + mα (grupo 2), ZIKV-E + GNR + mα (grupo 6), e por último 

ZIKV-E + GNR + al (grupo 7). Nos grupos citados, embora tenha sido observada uma tendência 

ao aumento da produção dessa citocina, esse aumento não foi estatisticamente significativo. 
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Figura 44. Dosagem de IFN-γ secretados por linfócitos TCD4+ e TCD8+ de camundongos BALB/c 

imunizados após estimulação com ZIKV-E. a) % de linfócitos TCD3+ CD4+ com expressão de citocinas IFN-

γ e b) % de linfócitos TCD8+ com expressão de citocinas IFN-γ. Camundongos BALB/c foram imunizados em 

regime de dose-reforço-reforço e 14 dias após o último reforço a produção de IFN-γ foi avaliada in vitro por cultura 

de esplenócitos estimulados com 10 µg/mL de ZIKV-E e dosada por Citometria de fluxo. Os resultados foram 

lidos em Citometro de fluxo e a análise estatística realizada no software GraphPad Prism 8, utilizando o teste One-

way ANOVA e pós-teste de Dunnett, não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos para a 

citocina avaliada. Onde: ZIKV-E= proteína recombinante produzida, GNR= nanobastão de ouro comerciais 

Nanopartz, mα= combinação de adjuvantes MPLA e 7DW8-5, al= alúmen 

 

Posteriormente, foi dosada a produção de IFN-γ por linfócitos TCD8+ com marcador 

de superfície CD107a dos camundongos imunizados. Os animais imunizados com as vacinas 

15 experimentais composta por ZIKV-E combinada com os adjuvantes mα (MPLA e 7DW8-5) 

(grupos 2 e 6) apresentaram a maior produção dessa citocina. Entretanto, apenas o grupo 

imunizado com a vacina experimental composta por ZIKV-E + GNR + mα (grupo 6) apresentou 

um aumento estatisticamente significativo da produção de IFN-γ dentre todos as vacinas 

experimentais avaliadas (figura 45). 
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Figura 45. Dosagem de IFN-γ secretados por linfócitos TCD8+ com marcador de superfície CD107a de 

camundongos BALB/c imunizados após estimulação com ZIKV-E. Porcentagem de linfócitos TCD3+ CD8+ 

com marcador de superfície CD107a com expressão de citocinas IFN-γ. Camundongos BALB/c foram imunizados 

em regime de dose-reforço-reforço e 14 dias após o último reforço a produção de IFN-γ foi avaliada in vitro por 

cultura de esplenócitos estimulados com 10 µg / mL de ZIKV-E e dosada por Citometria de fluxo. Os resultados 

foram lidos em Citometro de fluxo e a análise estatística realizada no software GraphPad Prism 8, utilizando o 

teste One-way ANOVA e pós-teste de Dunnett, para o qual (*) indica diferença estatisticamente significativa entre 

as amostras para a variavel avaliada com p < 0.05. Onde: ZIKV-E= proteína recombinante produzida, GNR= 

nanobastão de ouro comerciais Nanopartz, mα= combinação de adjuvantes MPLA e 7DW8-5, al= alúmen. 

 

5.5.2 Avaliação da resposta de memória de células T 

 

Em seguida, avaliamos as porcentagens de subconjuntos de células T que expressam 

marcadores de memória (CD44 e CD62L). Os subconjuntos de células T CD44- CD62L-/+, 

CD44+ CD62L+ e CD44+ CD62L- definidos como células de memória “naive”, células de 

memória central e células de memória efetora, respectivamente e são demostrados na figura 46. 
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Figura 46. Fenótipo de memória representativos de células T de camundongos BALB/c imunizados após 

estimulação com ZIKV-E. a) fenótipo de memória de células T CD4+, b) fenótipo de memória de células T CD4-

. As células T (linfócitos) foram selecionadas por FSC versus SSC. Em seguida, as células T foram selecionadas 

por CD3 versus SSC, seguido por CD4 versus CD3. Células T CD4 + versus CD3 + foram avaliadas para expressão 

de CD62L versus CD44. Os subconjuntos CD44 − CD62L - / +, CD44 + CD62L + e CD44 + CD62L− foram 

definidos como células T CD4 + e CD8 + naives, de memória central e memoria efetora, respectivamente. Onde: 

ZIKV-E= proteína recombinante produzida, GNR= nanobastão de ouro comerciais Nanopartz, mα= combinação 

de adjuvantes MPLA e 7DW8-5, al= alúmen. 
 

As porcentagens de cada um desses subconjuntos que expressam marcadores de 

memória (CD44 e CD62L) foram avaliadas por Citometria de fluxo e estão representadas na 

figura 47. A partir dos dados apresentados, é possivel observar, em ambas populações uma 

predominância da população de células de memória central (CD62L+, CD44+), seguida da 

população de memória efetora (CD44+). 

Em relação as subpopulações celulares, foi possível observar que nos camundongos 

imunizados com a combinação de adjuvantes MPLA e 7DW8-5 (grupos 2, 4 e 6), as 

porcentagens de células T CD3+/CD4- “naives” diminui de maneira acentuada, com diferença 

estatisticamente significativa desses grupos, em relação ao grupo controle (grupo 1). Por sua 

vez, as subpopulações de memória central CD3+/CD4- aumenta, com diferença 

estatisticamente significativa em relação ao grupo controle. 

Nos grupos 3 e 7 por sua vez, referentes aos animais imunizados com as vacinas 

experimentais compostas respectivamente por ZIKV-E + alúmen e ZIKV-E + GNR + alúmen,  

as porcentagens de células T, tanto CD3+/CD4+ quanto CD3+/CD4- de “memória efetora” tem 

uma redução com diferença estatisticamente significativa desses grupos, em relação ao grupo 

controle (grupo 1). Por sua vez, as células CD3+/CD4+ quanto CD3+/CD4- de “memória 

central” tem um aumento, também estatisticamente significativo, em relação ao grupo controle. 
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Figura 47. Fenótipos de memória de células T CD4+ e CD4- de camundongos BALB/c imunizados após 

estimulação com ZIKV-E. a) fenótipo de memória de células T CD4+ e b) células T CD4- definidas como células 

naive, células de memória central e células de memória efetora. Camundongos BALB/c foram imunizados em 

regime de dose-reforço-reforço e 14 dias após o último reforço a produção de IFN-γ foi avaliada in vitro por cultura 

de esplenócitos estimulados com 10 µg / mL de ZIKV-E e dosada por Citometria de fluxo. Os subconjuntos CD44 

− CD62L - / +, CD44 + CD62L + e CD44 + CD62L− foram definidos como células T CD4 + e CD4 - naives, de 

memória central e memoria efetora, respectivamente. Os resultados foram lidos em Citometro de fluxo e a análise 

estatística realizada no software GraphPad Prism 8, utilizando o teste One-way ANOVA e pós-teste de Dunnett, 

para o qual (*) indica diferença estatisticamente significativa entre as amostras para a variavel avaliada com p < 

0.05. Onde: ZIKV-E= proteína recombinante produzida, GNR= nanobastão de ouro comerciais Nanopartz, mα= 

combinação de adjuvantes MPLA e 7DW8-5, al= alúmen. 

 

Na sequência, as subpopulações de células de memória central e memória efetora foram 

avaliadas pela capacidade de produção da citocina TNF-α. Na figura 48a é possível observar 

que todos as vacinas experimentais testadas com fenótipo T CD3+ CD4+ de memória central e 

efetora induziram a secreção de TNF-α após estimulação, em níveis variados nos grupos 

vacinais testados, indicando secreção não específica dessa citocina. Na figura 48b é possível 

observar que a secreção dessa citocina foi baixa ou ausente nas populações de células com 

fenótipo de memória central, em todos os grupos vacinais analisados. Entretanto, a secreção de 

TNF-α nas células com fenótipo de memória efetora, mostrou diferença estatisticamente 

significativa, entre o grupo imunizado com a vacina experimental composta por ZIKV-E + mα 

(grupo 6) e o grupo controle (grupo 1). A secreção dessa citocina também foi observada no 

grupo imunizado com a vacina experimental composta por ZIKV-E + GNR + alúmen (grupo 

7), embora sem diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo controle. 
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Figura 48. Análise de TNF-α secretados por células T CD3+ CD4+ e CD3+ CD4- com fenótipo de memória 

central e efetora de camundongos BALB/c imunizados após estimulação com ZIKV-E. a) porcentagem de 

células T CD4+ e b) células T CD4- definidas como células de memória central e células de memória efetora com 

marcador CD127. Camundongos BALB/c foram imunizados em regime de dose-reforço-reforço e 14 dias após o 

último reforço a produção de IFN-γ foi avaliada in vitro por cultura de esplenócitos estimulados com 10 µg/mL 

de ZIKV-E e dosada por Citometria de fluxo. Os subconjuntos CD44 + CD62L + e CD44 + CD62L− foram 

definidos como células T CD4 + e CD4 - de memória central e memoria efetora, respectivamente. Os resultados 

foram lidos em Citometro de fluxo e a análise estatística realizada no software GraphPad Prism 8, utilizando o 

teste One-way ANOVA e pós-teste de Dunnett, para o qual (*) indica diferença estatisticamente significativa entre 

as amostras para a variavel avaliada com p < 0.05. Onde: ZIKV-E= proteína recombinante produzida, GNR= 

nanobastão de ouro comerciais Nanopartz, mα= combinação de adjuvantes MPLA e 7DW8-5, al= alúmen. 

 

Por fim, as subpopulações de células de memória central e memória efetora foram 

avaliadas pela expressão do marcador de memória CD127 (figura 49). Para o marcador de 

memória CD127, é possível observar um aumento da expressão desse marcador nos grupos 

experimentais imunizados com as vacinas compostas por ZIKV-E + al, ZIKV-E + GNR + mα 

e ZIKV-E + GNR + al, embora em níveis variados (figura 48). Entretanto, um aumento 

estatistiscamente significativo é observado apenas no grupo imunizado com a vacina 

experimental composta por ZIKV-E + al na população CD3+ CD4- com fenótipo de memória 

efetora, e no grupo imunizado com a vacina experimental composta por ZIKV-E + GNR + al, 

nas populações CD3+ CD4+ com fenótipo de memória efetora e CD3+ CD4- com fenótipo de 

memória central. 
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Figura 49. Avaliação de células T CD3+ CD4+ e CD3+ CD4- de camundongos BALB/c com fenótipo de 

memória central e efetora com marcador de memória CD127. a) porcentagem de células T CD4+ e b) células 

T CD4- definidas como células de memória central e células de memória efetora com marcador CD127. 

Camundongos BALB/c foram imunizados em regime de dose-reforço-reforço e 14 dias após o último reforço a 

produção de IFN-γ foi avaliada in vitro por cultura de esplenócitos estimulados com 10 µg / mL de ZIKV-E e 

dosada por Citometria de fluxo. Os subconjuntos CD44 + CD62L + e CD44 + CD62L− foram definidos como 

células T CD4 + e CD4 - de memória central e memoria efetora, respectivamente. Os resultados foram lidos em 

Citometro de fluxo e a análise estatística realizada no software GraphPad Prism. 7, utilizando o teste One-way 

ANOVA e pós-teste de Dunnett, para o qual (*) e (***) indicam diferença estatisticamente significativa entre as 

amostras para a variavel avaliada com p < 0.05 e p < 0.0001, respectivamente. Onde: ZIKV-E= proteína 

recombinante produzida, GNR= nanobastão de ouro comerciais Nanopartz, mα= combinação de adjuvantes MPLA 

e 7DW8-5, al= alúmen. 
 

5.5.3 Análise da Resposta Imune Humoral por Ensaio Imunoenzimático Indireto 

(ELISA) 

 

A técnica de ELISA foi utilizada para mensurar a produção de anticorpos contra a 

proteína ZIKV-E. Para tal, um protocolo de ELISA indireto foi previamente padronizado em 

nosso laboratório afim de determinar uma melhor concentração de ZIKV-E na etapa de 

sensibilização, bem como a diluição dos soros dos camundongos e a titulação do anticorpo 

secundário anti-IgG. 
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Na figura 50 é possível observar que, conforme esperado, os animais inoculados apenas 

com solução salina (PBS) e com as nanopartículas combinadas com os adjuvantes (GNR + mα 

e GNR + al), não apresentaram títulos de anticorpos detectáveis. Por sua vez, os grupos 

imunizados com as vacinas experimentais, compostas por ZIKV-E associada aos adjuvantes 

vacinais testados ZIKV-E-mα e ZIKV-E-al (grupos 2 e 3), produziram as maiores doses de 

anticorpos IgG anti-ZIKV. Os animais pertencentes aos grupos imunizados com as vacinas 

experimentais compostas pelos nanobastões funcionalizados com a ZIKV-E e associadas aos 

adjuvantes testados ZIKV-E-GNR-mα e ZIKV-E-GNR-al (grupos 6 e 7), também produziram 

anticorpos contra o ZIKV, embora os títulos de anticorpos detectados nesses testes tenham sido 

menores, quando comparados aos grupos 2 e 3. 

 

 

Figura 50. Resultados do ELISA anti-IgG ZIKV-E com soros dos animais imunizados. Camundongos 

BALB/c foram imunizados em regime de dose-reforço-reforço e 14 dias após o último reforço o sangue dos 

animais foi testado por ELISA. Os soros dos animais imunizados com ZIKV-E apresentaram títulos de anticorpos 

detectáveis, e são significativos em relação aos animais dos grupos PBS e GNR + mα e GNR + al. Análise 

estatística feita no software GraphPad Prism 8, utilizando o teste One-way ANOVA e pós-teste de Dunnett’s, com 

diferença estatisticamente significativa na variável avaliada, onde (**) = p< 0,001 e (****) p<0.0001. Onde: 

ZIKV-E= proteína recombinante produzida, GNR= nanobastão de ouro comerciais Nanopartz, mα= combinação 

de adjuvantes MPLA e 7DW8-5, al= alúmen. 

 

5.5.4 Análise da Resposta Imune Humoral por Teste de redução de placas por 

neutralização (PRNT) 

 

Por fim, foi realizado um segundo teste sorológico, através do método de redução de 

placas por neutralização (do inglês, “plaque reduction neutralization test”, PRNT). O princípio 
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da reação de neutralização é que, quando uma partícula viral entra em contato com o anticorpo 

específico, ela fica neutralizada, deixando de ser infecciosa. Nessa técnica, soro suspeito e vírus 

são colocados em contato, incubados em condições apropriadas para que haja ligação/reação, e 

a mistura é inoculada em culturas celulares. Se os anticorpos forem específicos para o vírus, a 

reação de neutralização ocorre e não se observam placas de lise viral na monocamada de células, 

caso contrário o vírus continuará infectivo e o efeito citopático é observado nas células. 

Portanto, o ensaio avalia se os anticorpos são capazes de neutralizar o vírus in vitro, inibindo a 

sua infecção em cultura de células e assim reduzindo o número de placas de lise formadas 

(Kroon et al., 2016). 

Na figura 51 é possível observar que, conforme esperado, os soros dos animais 

inoculados apenas com solução salina (PBS) e com as nanopartículas combinadas com os 

adjuvantes (GNR + mα e GNR + al), não foram capazes de neutralizar o vírus em nenhuma das 

diluições testadas. Por outro lado, os soros dos animais imunizados com ZIKV-E foram capazes 

de neutralizar o vírus em diluições séricas de até 1/80. Dentre os grupos vacinais, os soros dos 

animais imunizados com ZIKV-E-al e ZIKV-E-GNR-al foram os grupos com menor 

desempenho no teste, uma vez que os soros não foram capazes de neutralizar 70% do vírus 

inoculados, mesmo na menor diluição do soro testada (1/10) (figura 51). Em contrapartida, é 

notável a maior produção de anticorpos nos soros dos animais imunizados com a proteína 

recombinante combinada com os adjuvantes mα (ZIKV-E-mα e ZIKV-E-GNR-mα). Em 

relação à este último imunizante, ainda é possível observar que mesmo na maior diluição do 

soro, este é capaz de neutralizar 70% das unidades de ZIKV presentes (figuras 51d). 
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Figura 51. Resultados do Teste de Redução de Placas por Neutralização (PRNT) com soros dos animais 

imunizados. Camundongos BALB/c foram imunizados em regime de dose-reforço-reforço e 14 dias após o último 

reforço, o sangue dos animais foi testado por PRNT. Os soros dos animais imunizados com ZIKV-E apresentaram 

anticorpos capazes de neutralizar o ZIKV e são significativos em relação aos animais dos grupos PBS e GNR + 

mα e GNR + al. A análise estatística foi feita no software GraphPad Prism 8, utilizando o teste One-way ANOVA 

e pós-teste de Dunnett’s, com diferença estatisticamente significativa na variável avaliada, onde (**) = p< 0,01 

(***), p<0.001 e (****) p<0.0001. Onde: ZIKV-E= proteína recombinante produzida, GNR= nanobastão de ouro 

comerciais Nanopartz, mα= combinação de adjuvantes MPLA e 7DW8-5, al= alúmen. 

 

 A tabela 7 apresenta o resumo da avaliação da resposta imune das vacinas experimentais 

contra o ZIKV avaliadas no presente trabalho, onde as respostas imunes celulares e humorais 

obtidas com diferença estatisticamente significativa são detalhadas. O símbolo + representa a 

diferença estatística encontrada, sendo (+) = p< 0,05 (++) = p< 0,01, (+++) p<0.001 e (++++) 

p<0.0001. 
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Tabela 7. Resumo da avaliação da resposta imune de camundongos Balb/c imunizados com ZIKV-E 

 

Onde: ZIKV-E= proteína recombinante produzida, GNR= nanobastão de ouro comerciais Nanopartz, mα= 

combinação de adjuvantes MPLA e 7DW8-5, al= alúmen. O símbolo + representa a diferença estatística no ensaio 

realizado, onde (+) = p< 0,05, (++) = p< 0,01, (+++) p<0.001 e (++++) p<0.0001. 
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6. Discussão 

 

Os vírus transmitidos por artrópodes (arbovirus) contribuem significativamente para a 

mortalidade global e a morbidade em humanos e animais e por isso tornaram-se uma ameaça 

séria e significativa à saúde humana e animal devido à aglomeração urbana, mobilidade 

internacional e falta de programas eficientes de controle de vetores (Round et al., 2017). 

Possuindo grande carga sanitária e socioeconômica para países localizados principalmente em 

regiões tropicais e subtropicais. Dentre os arbovírus que contribuem significativamente para 

surtos de doenças e epidemias em populações humanas e animais estão os flavivírus, como o 

vírus da dengue (DENV), o vírus zika (ZIKV) e o vírus da febre amarela (YFV) (Araujo et al., 

2020, Gomez et al., 2022). 

Atualmente, o DENV infecta cerca de 390 milhões de pessoas anualmente. O surto de 

ZIKV na última década alarmou o mundo devido à síndrome congênita do Zika. Apesar da 

existência de uma vacina potente, o YFV reemergiu como uma ameaça à saúde pública nos 

últimos anos. Fatores como mudanças climáticas, aumento da migração humana e disseminação 

de vetores de mosquitos levantaram preocupações sobre a introdução desses vírus em novos 

ambientes (Araujo et al., 2020, Gomez et al., 2022). 

Além disso, os recentes surtos de diversas doenças infecciosas enfatizaram a 

necessidade social para o rápido desenvolvimento das vacinas. Nesse contexto, a Organização 

Mundial da Saúde selecionou nove doenças prioritárias que são projetadas para causar o maior 

risco à saúde pública e anunciou que a pesquisa e o desenvolvimento devem ser acompanhados 

intensamente para estarem preparados para futuros surtos, dentre as quais está a febre causada 

pelo ZIKV (Kim et al., 2021). Portanto, é urgente o desenvolvimento de novas vacinas e/ou 

novas técnicas de fabricação para produzir rapidamente grandes quantidades de antígenos desse 

vírus. 

Alguns dos aspectos importantes de qualquer vacina ideal incluem segurança, 

estabilidade e a capacidade de obter resposta imune durável e adequada com um número 

mínimo de doses (Pati et al., 2018). Os recentes avanços na vacinação levaram ao 

desenvolvimento de vacinas de subunidades, em substituição às vacinas tradicionais atenuadas 

ou inativadas, afim de facilitar e acelerar a fabricação e maximizar a segurança (Laliberté-

Gagné et al., 2019). 

Entretanto, como citado anteriormente, uma desvantagem dessa estratégia é que 

normalmente as vacinas de subunidades apresentam uma menor imunogenicidade, necessitando 

de múltiplas doses necessárias para atingir uma resposta imune protetora (Laliberté-Gagné et 



128 
 

 
 

al., 2019). Com a finalidade de minimizar esse problema, a combinação de adjuvantes e novos 

sistemas de entrega que impulsionam a imunogenicidade são cada vez mais necessários à 

medida que avançamos para a era das vacinas modernas, de forma a aumentar tanto a 

imunogenicidade do antígeno quanto a sua estabilidade (Zhao et al., 2014). 

Nesse contexto, o potencial uso de nanopartículas (NPs) como carreadores vacinais tem 

aumentado exponencialmente nas últimas décadas. As NPs, devido à sua semelhança de 

tamanho com os componentes celulares, podem entrar em células vivas usando o mecanismo de 

endocitose celular (Zhao et al., 2014). A inclusão de NPs nas formulações vacinais tem sido 

relatada para aumentar a estabilidade do antígeno, promover sua entrega direcionada, e ajudar 

na liberação lenta do antígeno, buscando eliminar a necessidade de doses adicionais (Versiani 

et al., 2016, Khalaj‐Hedayati et al., 2019). Para melhorar a eficácia da vacina, essas NPs devem 

proteger os antígenos da degradação proteolítica prematura, facilitar a absorção e o 

processamento de antígenos por células, além de serem seguros para o uso humano (Pati et al., 

2018). 

O uso de NPs como base terapêutica é aplicada principalmente para o tratamento do 

câncer, e é cada vez mais explorada para tratar outras doenças como Alzheimer, hipertensão e 

doenças hepáticas. Por outro lado, de forma profilática, as NPs têm sido aplicadas em vacinas 

para a prevenção de diferentes doenças como câncer e a covid-19, onde uma série de 

nanoplataformas vem aprovadas para uso humano e/ou estão em ensaios clínicos ou pré-clínicos 

(Mitchell et al., 2020). 

Nosso grupo de pesquisa vem acumulando resultados importantes envolvendo NPs 

funcionalizadas com proteínas recombinantes, em candidatos vacinais e novas plataformas 

diagnósticas para DENV, ZIKV e SARS-CoV-2. No presente manuscrito, nossa proposta de 

associação da proteína do envelope de ZIKV a nanobastões de ouro comerciais, se apresentou 

como uma estratégia importante na geração dos dados aqui apresentados. 

O presente trabalho se iniciou com a construção in silico da proteína recombinante, etapa 

esta realizada em colaboração com Flávia Fonseca Bagno, em sua dissertação de mestrado. 

Entretanto, por se tratar de uma etapa consideravelmente importante para o desenvolvimento 

subsequente deste trabalho, os resultados obtidos na construção in silico de ZIKV-E foram 

brevemente apresentados. Assim, foram apresentadas a construção e modelagem do gene 

correspondente a ZIKV-E. Além disso, foram realizadas análises de hidrofobicidade, remoção 

da porção transmembrana da proteína, otimização de códon e ensaios adicionais de predição de 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/endocytosis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/endocytosis
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epítopos e verificação do potencial antigênico, os quais indicaram a possibilidade da utilização 

da proteína recombinante construída como vacina experimental para ZIKV. 

As etapas descritas envolvidas na padronização da produção de ZIKV-E foram 

realizadas no Centro de Tecnologias de Vacinas da UFMG, localizado no Parque Tecnologico 

de Belo Horizonte (BH-Tec). Para obtenção da proteína ZIKV-E foi utilizado sistema de 

expressão procarioto, onde o gene sintético foi clonado em vetor de expressão pET-21a e 

expresso em E. coli BL21. Nas últimas décadas, a E. coli provou ser um hospedeiro atraente 

para expressão e purificação de um vasto conjunto de proteínas recombinantes, por uma série 

de razões. Em primeiro lugar, décadas de trabalho levaram a obtenção de células bem 

caracterizadas e de rápido crescimento, as quais foram otimizadas para a expressão proteica, 

incluindo cepas específicas para produzir proteínas de membrana. Além disso, E. coli pode ser 

facilmente cultivada em uma gama de escalas permitindo que a fermentação produza grandes 

quantidades de proteína, embora deva ser observado que nem sempre há uma relação linear 

entre o volume da cultura e o rendimento do produto. Entretanto, a falta de modificações pós-

traducionais, é um limitante desse sistema de expressão (Wisemam et al., 2020). 

Para induzir a expressão de ZIKV-E pelo clone bacteriano foi utilizado um ativador 

de transcrição do operon lac, o Isopropil β-D-1-tiogalactopiranosídeo (IPTG), um tio-

galactosideo que inibe a ação do repressor de lactose, um dos indutores mais usados em biologia 

molecular e biotecnologia. Primeiramente, foi realizado um processo de indução, adicionando-

se 1 mM de IPTG e as bactérias foram incubadas a 37°C por 3 horas, de forma a apresentar alta 

taxa metabólica e expressão dos genes lac. A análise por SDS-PAGE (figura 27a) mostrou um 

aumento pronunciado da expressão da proteína recombinante ao se comparar o perfil de clones 

antes e após a indução com IPTG, indicando a eficiência do promotor utilizado. 

Na sequência, foram avaliados o melhor tempo e temperatura de indução. Para tal, foram 

realizados dois processos de indução, sendo o primeiro realizado a 37°C por 3 horas e o segundo 

a 20°C overnight (figura 27b). Como a proteína de interesse se encontrava insolúvel em corpos 

de inclusão, foi ainda avaliada a menor concentração de ureia na qual ZIKV-E estaria presente 

na fração solúvel (figura 28). Assim, após os ensaios de padronização das condições ideais, 

optou-se por realizar um cultivo em maior escala com indução a 37°C por 3 horas e utilizando-

se 4M de ureia para solubilizar os corpos de inclusão. 

Após o cultivo em maior escala, os corpos de inclusão foram solubilizados em tampão 

contendo ureia e a proteína recombinante foi purificada por afinidade em coluna HisTrap. Estas 

colunas são pré-empacotadas com resina de sefarose carregada com níquel, que se liga de forma 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/copurification
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/protein-expression
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eficiente aos resíduos de histidina em condições adequadas providas pelo tampão. Para 

realização do presente trabalho foram necessários a produção de dois lotes de ZIKV-E, dentre 

os quais, a única alteração no protocolo incluiu a solubilização dos corpos de inclusão em 

tampão contendo 4 mol/L de ureia e 8 mol/L de ureia. Para cada lote de proteína purificada o 

rendimento final foi de 1,5 mg de ZIKV-E /litro de cultivo e 7,5 mg de ZIKV-E /litro de cultivo, 

respectivamente. Observando conforme esperado pelo teste de solubilidade (figura 28), um 

maior rendimento, quanto maior a concentração de ureia utilizada.  

A proteína foi purificada com sucesso com tamanho de 50 kDa, correspondente ao 

tamanho previsto, onde o pico de purificação (figura 29) foi confirmado por SDS-Page (figura 

30). Após o processo de purificação, a proteína recombinante foi submetida ao ensaio de 

western blot apresentando reatividade contra o anticorpo comercial anti-His e anti-flavivirus 

(figura 33), inferindo que os passos anteriores foram bem-sucedidos. 

Os próximos passos no desenvolvimento deste trabalho envolveram a padronização do 

processo de funcionalização de Nanobastões de ouro com a proteína produzida, e a 

caracterização da funcionalidade desejada. Para tal, Nanobastões de ouro comerciais foram 

adquiridos da empresa Nanopartz™ (USA). A estratégia de funcionalização dos Nanobastões 

com a proteína recombinante realizada nesse trabalho se baseia na indução de uma interação 

covalente entre as moléculas envolvidas, para que dessa forma ao penetrar as células no 

organismo a ligação não se dissociasse. 

Para tal, um protocolo previamente estabelecido em nosso laboratório foi seguido, 

onde primeiramente, foi realizada a troca do surfactante (CTAB) presente na superfície dos 

nanobastões pelo ácido lipoico, através do aumento seguido da queda de temperatura do banho 

utrassônico. Na sequência foi realizada a adição dos agentes acoplante (EDC) e estabilizante 

(NHS), seguida da adição da proteína recombinante (ZIKV-E). Após a adição de cada reagente 

foi realizada a leitura do espectro UV-Vis, onde foi possível inferir se houve ou não a ligação 

na superfície dos nanobastões através do deslocamento (“shift”) no espectro UV-Vis da amostra 

(Rodriguez-Quijada et al., 2018). Como é possível observar na figura 37 mesmo as menores 

concentrações de proteína apresentaram um deslocamento do espectro UV-Vis. Após o 

processo de padronização da ligação o sistema foi avaliado por UV-Vis, que quantificou o 

deslocamento (“shift”) no espectro, obtendo ao final do processo um deslocamento de 27 nm 

(figura 38). 

Para realização dos ensaios em modelo animal foi utilizada a dose de 10 µg de GNR 

purificados funcionalizados com 10 µg de proteína recombinante por animal (totalizando um 
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volume máximo de 50 µL). Este valor foi determinado seguindo experimentos anteriores 

realizados por nosso grupo de pesquisa, onde uma vacina experimental para DENV-3 utilizando 

nanobastões de ouro funcionalizados com a proteína do Envelope viral de DENV3 

recombinante mostrou resultados promissores. Além da análise do espectro UV-Vis das 

amostras, foram realizados ensaios de avaliação do potencial zeta (figura 39), análise do raio 

hidrodinâmico (figura 40) e por fim um ensaio de fluorometria (figura 41), que confirmaram a 

ligação da proteína à superfície dos nanobastões. 

Após a construção e caracterização da ligação desejada entre os GNR e a proteína 

recombinante ZIKV-E (GNR-ZIKV-E), a imunogenicidade da vacina experimental foi avaliada 

em modelo animal, utilizando camundongos da linhagem BALB/c. Nosso protocolo de 

imunização dose – reforço – reforço com um intervalo de 14 dias entre os reforços, foi 

estabelecido através de estudos previamente realizados em nosso laboratório, no qual o regime 

de imunização foi suficiente para gerar resposta celulares e humorais. 

Os animais foram separados em grupo controle PBS (grupo 1: solução salina, PBS), 

ZIKV-E-mα (grupo 2: proteína recombinante produzida associada a combinação de adjuvantes 

MPLA e 7DW8-5), ZIKV-E-al (grupo 3: proteína recombinante produzida associada ao 

adjuvante alúmen), GNR-mα (grupo 4: Nanobastões de ouro comerciais Nanopartz associados 

a combinação de adjuvantes MPLA e 7DW8-5), GNR-al (grupo 5: Nanobastões de ouro 

comerciais Nanopartz associados ao adjuvante alúmen), ZIKV-E-GNR-mα (grupo 6: 

Nanobastões de ouro comerciais Nanopartz funcionalizados com a proteína recombinante 

produzida, associados a combinação de adjuvantes MPLA e 7DW8-5), ZIKV-E-GNR-al (grupo 

7: Nanobastões de ouro comerciais Nanopartz funcionalizados com a proteína recombinante 

produzida, associados ao adjuvante alúmen). 

A análise de resposta celular foi realizada por Citometria de fluxo. Este teste foi 

realizado com esplenócitos estimulados com a proteína ZIKV-E, por 18 horas. Este trabalho 

utilizou como controle positivo o mitógeno concanavalina A (ConA), uma lectina com poderosa 

atividade mitogênica para células T, que tem sido usada em diferentes modelos experimentais 

de pesquisa devido à sua capacidade de modular a resposta imune contra diversas infecções 

(Zanluqui et al., 2020). 

No contexto das infecções virais as respostas das células T representam um aspecto 

crucial da resposta imune. As células T auxiliares CD4+ são de grande importância para o 

sistema imunológico. Após o contato com células apresentadoras de antígeno (APC) e 

vinculação a moléculas do complexo histocompatibilidade celular, as células T CD4+ se 
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transformam de um estado de repouso para expansão clonal e são diferenciadas em diferentes 

subtipos celulares após estimulação (Trinchieri, 2003, Trinchieri et al., 2003). As células T CD8 

(chamadas também de células T citotóxicas) eliminam vírus através de dois mecanismos 

primários: citotoxicidade direta de células infectadas e através da produção de múltiplas 

citocinas para induzir respostas antivirais locais ou sistêmicas, o que as torna cruciais para o 

controle de infecções virais (Hashimoto et al., 2019). Além disso, ambas populações de células 

T são capazes de gerar populações de células de memória de longa duração, a fim de responder 

rapidamente à reininfecção e proporcionar maior proteção (Pardy & Richer, 2019). 

Um dos importantes reguladores de respostas imunológicas é o CD69. O CD69 é um 

marcador clássico precoce de ativação de linfócitos devido a seu rápido surgimento na 

superfície da membrana plasmática após a estimulação, possuindo valor intrínseco como 

marcador de ativação celular. O CD69 é expresso por vários subconjuntos de células imunes 

residentes em tecidos. Especificamente, o CD69 regula a diferenciação das células T (Treg) 

regulatórias, bem como a secreção de IFN-γ, IL-17 e IL-22 (Cibrián & Sánchez-Madrid, 2017). 

  Neste trabalho, foi observado que o estado de ativação de células T CD8+ das células 

de animais imunizados com as vacinas experimentais associadas aos adjuvantes mα 

(combinação de adjuvantes MPLA e 7DW8-5) é superior quando comparadas às células de 

animais imunizados com as respectivas vacinas experimentais associadas ao adjuvante alúmen, 

indicando um maior estado de ativação das células dos animais dos grupos 2 (ZIKV-E-mα), 4 

(GNR-mα) e 6 (ZIKV-E-GNR-mα) após o estímulo realizado. 

Uma das principais citocinas proinflamatórias que inicia sinais e ativa a diferenciação 

das células T é o interferon gama (IFN-γ). Os interferons (IFN) desempenham um papel crucial 

na promoção da ativação das células T CD4 e T CD8 e são particularmente importantes para 

aumentar o acúmulo de células T CD8 e sensibilidade ao antígeno, se mostrando de grande 

importância para um contexto de infecção viral (Pardy & Richer, 2019). 

A importância dos IFN na resposta imune não se deve apenas à sua atividade antiviral, 

mas também à sua capacidade de regular as funções das células da imunidade inata e adaptativa. 

Em particular, o IFN-γ é um potente ativador das funções antimicrobianas dos fagocitos, e tem 

um papel essencial na resistência a muitas bactérias patogênicas, fungos e parasitas 

intracelulares. Embora o IFN-γ tenha sido considerado originalmente um produto de células T 

específicas de antígenos, durante as respostas inatas, é produzido principalmente por células 

natural killer NK e pela ativação de subconjuntos específicos de células T, incluindo células 

NKT, células T CD8 e células expressando receptores de células T (TCR). Macrófagos, células 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/LocRpt.cgi?l=3458
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dendríticas (DC) e células B também podem produzir grandes quantidades de IFN-γ (Trinchieri, 

2003).  

No presente trabalho, as vacinas experimentais compostas por ZIKV-E- mα (grupo 2) e 

ZIKV-E-GNR-mα (grupo 6) foram capazes de gerar a ativação de células T CD4+ e T CD8+ 

de camundongos BALB/c, com capacidade produzir IFN-γ (figura 43). Além disso, as mesmas 

vacinas experimentais citadas se mostraram capazes de ativar células T CD8+ CD107+. 

Entretanto, apenas as esplenócitos dos animais imunizados com a vacina expeirmental 

composta por ZIKV-E-GNR-mα (grupo 6) teve um aumento dessa citocina de forma 

estatisticamente significativa (figura 44). 

A expressão de CD107 na superfície celular é um importante marcador de ativação de 

células imunes. Este foi descrito como um marcador de degranulação de células T citotóxicas 

(CD8+) e mostrou-se fortemente regulada na superfície celular após a estimulação. O marcador 

CD107 se correlaciona fortemente com a secreção de citocinas, significativamente associada à 

IFN-γ, e a lise mediada por células NK das células-alvo, demonstrando que este marcador é 

uma ferramenta útil para avaliar o nível de atividade celular (Alter et al., 2004). 

Em seguida, avaliamos o fenótipo de mémoria apresentado pelas células T através das 

porcentagens de subconjuntos de células que expressam marcadores de memória (CD44 e 

CD62L). Os subconjuntos de células T foram chamados de células de memória “naives” 

(CD44- CD62L-/+), células de memória central (CD44+ CD62L+) e células de memória efetora 

(CD44+ CD62L-). Foi observado uma grande variação de fenótipo nas células T CD4- dos 

animais imunizados com as vacinas experimentais associadas a combinação de adjuvantes mα 

(MPLA e 7DW8-5) (figura 46). Os resultados demonstram que o MPLA combinado com 

7DW8-5 potencializa a resposta de memória central, aumentando os níveis de respostas 

específicas de células T CD4 -, confirmando o potencial efeito dessa combinação de adjuvantes. 

A mesma modulação de resposta de memória foi observada por Coelho-dos-Reis e 

colaboradores (2016), em uma vacina experimental contra malária e câncer baseada em 

peptídeos associados a MPLA e 7DW8-5. 

Na sequência avaliamos a secreção de fator de necrose tumoral (TNF-α) pelas 

subpopulações de células de memória após o estímulo realizado. TNF-α é uma citocina 

inflamatória produzida por macrófagos/monócitos durante a inflamação aguda e é responsável 

por uma variedade diversificada de eventos de sinalização dentro das células, levando à necrose 

ou apoptose (Idriss et al, 2000). A proteína também é importante para a resistência a infecções, 

https://www.nature.com/articles/nri1001#auth-Giorgio-Trinchieri
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regulando o desenvolvimento do tecido linfoide e coordenando a diferenciação celular para se 

defender contra patógenos intracelulares (Smyth & Johnstone, 2000). 

A secreção de TNF-α foi observada nas populações celulares com fenótipo de memória 

efetoras e centrais (nas células CD3+ CD4+) e na população com fenótipo de memória efetora 

(CD3+ CD4-) das vacinas experimentais testadas. Essa citocina foi secretada com diferença 

estatisticamente significativa apenas nas populações celulares dos animais imunizados com a 

vacina experimental composta por ZIKV-E + mα (grupo 2) (figura 47). 

Ainda, avaliamos a expressão de CD127 nas populações celulares de memória efetora e 

memória central. CD127 é receptor de IL-7, uma citocina-chave para manter a memória de 

células T CD8 a longo prazo de forma independente de antígenos. Embora o CD127 seja 

altamente expresso em células T CD8 “naives”, sua expressão é uniformemente desregulada 

após a ativação durante a fase inicial de infecções bacterianas virais e intracelulares. No entanto, 

células T CD8 efetoras, recuperam a expressão CD127 no auge das respostas e se diferencia 

em células de memória de longa duração, se tornando um marcador útil para identificar células 

T de memória e efetoras (Hashimoto et al., 2019). 

Os resultados associados à expressão de CD127 demonstraram um aumento 

estatistiscamente significativo nos grupos imunizados com a vacina experimental composta por 

ZIKV-E + al (grupo 3) na população CD3+ CD4- com fenótipo de memória efetora, e no grupo 

imunizado com a vacina experimental composta por ZIKV-E + GNR + al (grupo 7), nas 

populações CD3+ CD4+ com fenótipo de memória efetora e CD3+ CD4- com fenótipo de 

memória central. A expressão aumentada de CD127 mostrou-se modulada principalmente pela 

presença do adjuvante alúmen nas vacinas experimentais citadas, além disso, a presença de 

GNR na vacina experimental aumenta ainda mais essa expressão (figura 48). 

Por fim, foram realizadas as análises de resposta humoral divididas em duas técnicas: 

Ensaio Imunoenzimático Indireto (ELISA) e Teste de Redução de Placas por Neutralização 

(PRNT). O Elisa é um ensaio relacionado à análise de títulos de anticorpos IgG anti ZIKV-E 

presentes nos soros dos animais imunizados. Em relação aos resultados obtidos nesse ensaio, 

os animais imunizados com ZIKV-E apresentaram altos títulos de anticorpos com diferença 

estatística significativa. Os maiores títulos de anticorpos IgG anti ZIKV-E foram apresentados 

pelos animais imunizados com ZIKV-E associada apenas aos adjuvantes (grupos 2 e 3). 

Na análise de anticorpos neutralizantes, o PRNT é o padrão-ouro para medição da 

neutralização de flavivírus, a recomendação da OMS para a análise de PRNT sugere que em 

áreas endêmicas de diferentes flavivírus, um PRNT70 ou PRNT90 é preferível ao PRNT50, assim, 

https://analyticalsciencejournals.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Smyth%2C+Mark+J
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vários estudos recentes têm usado uma redução de 70 à 90% no título de vírus como critério 

para análise de anticorpos neutralizantes para o ZIKV (Hepburn et al., 2006, Johnson et al., 

2009, Richner et al., 2017, Lee et al., 2018, Koishi et al., 2018, Sornjai et al., 2018, Tebas et 

al., 2021). 

Observamos que os anticorpos presentes nos soros dos animais imunizados com ZIKV-

E são capazes de neutralizar o ZIKV em todas as diluições dos soros testadas (figura 50). A 

neutralização observada é inversamente proporcional a diluição do soro, ou seja, quanto maior 

a diluição do soro, menor a neutralização das partículas virais. Os soros dos animais imunizados 

com as vacinas experimentais compostas por ZIKV-E-mα (grupo 3) e ZIKV-E-GNR-mα (grupo 

6) foram os soros com a maior resposta de anticorpos neutralizantes, conferindo uma 

neutralização de até 70% das partículas de ZIKV na maior diluição sérica testada (1:80). Em 

conjunto, os ensaios com os soros dos animais imunizados com ZIKV-E-GNR-mα (grupo 6) 

mostram que embora os títulos de anticorpos detectados no Elisa tenham sido menores, estes 

anticorpos são potencialmente neutralizantes. 

No estudo conduzido por Versiani e colaboradores (2014), a vacina experimental 

composta por nanobastões de ouro funcionalizados com a proteína do envelope de DENV-3 

(DENV-3E) apresentou títulos de anticorpos IgG anti-DENV e anticorpos neutralizantes 

significativamente superiores aos resultados do grupo contendo a proteína sem o carreador, fato 

não observado no presente estudo. A mesma proteína recombinante DENV-3E foi utilizada em 

uma vacina experimental utilizando nanotubos de carbono como carreador vacinal. Foi visto, 

que a imunização de camundongos induziu respostas de IgG anti-DENV3E igualmente altas 

para os animais imunizados com a proteína de DENV-3E e para os animais imunizados com a 

vacina experimental composta por nanotubos de carbono funcionalizados com DENV-3E, sem 

diferença estatisticamente significativa entre os grupos imunizados. Entretanto, a mesma vacina 

experimental composta por nanotubos de carbono e DENV-3E induziu um maior título de 

anticorpos neutralizantes quando avaliados por PRNT quando comparadas a vacina 

experimental sem o nanocarreador vacinal (Versiani et al., 2017). 

Vale ressaltar que, a vacina experimental para DENV-3 utilizando nanobastões de ouro 

como carreador vacinal foi testada em camundongos C57BL/6, e em nosso trabalho, avaliamos 

a resposta imune em camundongos BALB/c, o uso do modelo murino é um importante viés nas 

características apresentadas no desenvolvimento da resposta imune. Além disso, embora se trate 

de proteínas do envelope de flavivírus relacionados, as proteínas virais podem apresentar 

potenciais imunogênicos diferentes. Não obstante, é importante notar que quando anticorpos 
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totais foram aferidos, as vacinas nanocarreadas em GNRs mostraram indução de títulos muito 

inferiores às proteínas isoladas (não-carreadas). No entanto, a adição de GNRs fez com que os 

títulos de anticorpos neutralizantes aumentassem e se equiparassem aos respectivos pares não 

carreados. Este resultado salienta o potencial dos nanocarreadores em aumentar a eficácia de 

produtos vacinais. 

No estudo de Han e colaboradores (2017) a imunização de camundongos BALB/c com 

50 μg de proteína do envelope de ZIKV recombinante produzida em E. coli associada a alúmen 

foi capaz de induzir resposta humoral específica contra ZIKV, além disso a vacina experimental 

conferiu proteção total contra o desafio letal em um modelo de camundongos neonatais. 

Indicando o potencial promissor da proteína E de ZIKV como vacina de subunidades. Vale 

destacar que em nossos experimentos foi utilizada 10 μg de proteína recombinante do envelope 

de ZIKV, e que a mesma gerou uma resposta imune mensurável. A utilização de uma menor 

quantidade de antígenos em formulações vacinais é uma variável de grande importância em um 

contexto epidêmico, onde a vacinação em massa da população é necessária. 

Nos estudos realizados até o momento com plataformas vacinais de subunindade contra 

ZIKV, foi comprovado que vacinas de subunidade recombinante são uma opção segura e eficaz 

para a prevenção da infecção por ZIKV. No entanto, sua natureza menos imunogênica é a maior 

desvantagem, exigindo mais doses e adjuvantes apropriados (Zhou et al., 2021). 

De maneira particular, neste trabalho, destaca-se a relevância do conjunto de adjuvantes 

testados, e sua capacidade de modular a resposta imune. Os resultados das vacinas 

experimentais aqui avaliadas aliadas aos adjuvantes vacinais foram consistentes com os 

resultados descritos em outros trabalhos. Os adjuvantes MPLA e 7DW8-5 quando 

coadministrados exibem um potente efeito adjuvante, capaz de promover os níveis de respostas 

de células T CD8+ específicas e imunidade humoral (Coelho-dos-Reis et al., 2016). Por outro 

lado, sabe-se que os adjuvantes a base de alumínio são potentes indutores de resposta humoral 

mediadas principalmente por anticorpos específicos para o antígeno (He et al., 2015, Danielsson 

& Eriksson, 2021). 

Em conjunto, resultados importantes foram obtidos, os quais indicam que as vacinas 

experimentais compostas pela proteína recombinante ZIKV-E associadas aos adjuvantes ZIKV-

E-mα e ZIKV-E-al se mostraram capazes de induzir uma resposta humoral robusta e 

significativa. Nesse estudo, a vacina experimental para ZIKV composta por ZIKV-GNR- mα 

se mostrou a vacina experimental com maior potencial de aplicação, demonstrando a 
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capacidade de abordagens vacinais alternativas que sejam capazes de gerar respostas imunes 

celulares e humorais significativas.  

No que se refere às diferentes respostas obtidas com as vacinas experimentais aqui 

testadas, também pode se sugerir a utilização de um regime de imunização dose-reforço 

heterólogo que vem sendo utilizado por diferentes grupos de pesquisa e tem contribuído 

fortemente para a obtenção de respostas imunes mais robustas e eficazes contra diferentes 

patógenos (Reyes Sandoval et al., 2010). 

Embora tenha sido isolado pela primeira vez em 1947, pesquisas significativas sobre o 

ZIKV só começaram recentemente, devido a uma série de surtos nas duas últimas décadas que 

demonstraram a capacidade epidêmica de ZIKV (Pardy & Richer, 2019). Entretanto, ainda há 

muito o que ser feito. Em particular, como se pode ver com a atual pandemia do COVID-19, a 

maior crise sanitária vivenciada pela humanidade nos 100 últimos anos, e mais recentemente, 

com a emergência e ameaça potencial da Nova Varíola, prevenir a disseminação repentina de 

doenças infecciosas e a intervenção através do desenvolvimento de vacinas adequadas é 

essencial para a saúde humana avançar (Kim et al., 2021, Bunge et al., 2022).  

A despeito da pandemia de COVID-19, as arboviroses continuam fazendo vítimas. 

Destaca-se aqui, a importância epidemiológica de tais infecções, devido a sua gravidade clínica 

e elevado potencial de disseminação em áreas urbanas. Entretanto, grande parte dos recursos 

de pesquisa se encontram mobilizados para COVID-19, dificultando a viabilização de projetos 

relacionados a outras doenças infecto-contagiosas. A busca pelo desenvolvimento de estratégias 

não clássicas de vacinação contra o SARS-CoV-2 mostra a necessidade do desenvolvimento de 

diferentes estrategias vacinais contra outras viroses, empregando por exemplo a estratégia 

abordada no presente trabalho. Dessa forma, destaca-se a importância desse estudo e de outros 

voltados a novas abordagens vacinais, visando aumentar a eficácia das estratégias vacinais já 

existentes, bem como a segurança e a produção em larga escala das mesmas. 
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7. Conclusões 

 

A proteína do envelope de ZIKV, objeto de estudo deste trabalho foi expressa em 

sistema procarioto, eficientemente purificada e caracterizada por western blot. Além disso, foi 

possível a funcionalização de nanobastões de ouro com a proteína recombinante produzida, e a 

caracterização da vacina experimental construída em ensaios comparativos aos realizados para 

os nanobastões puros. 

As vacinas experimentais se mostraram capazes de induzir a ativação de células do 

sistema imune dos animais imunizados com atividade polifuncional de secreção de importantes 

citocinas em um contexto de infecção viral e ativação de células de memória, além de 

desenvolverem uma resposta humoral com altos níveis de anticorpos neutralizantes anti-ZIKV. 

Embora seja necessário testar o comportamento da resposta imune dessas vacinas contra 

um desafio viral, foi demonstrado que os estudos mostraram bons resultados de 

imunogenicidade e novos experimetos podem ser levados adiante no intuito de obter uma nova 

vacina para ZIKV. 
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8. Perspectivas 

 

• Avaliar a resposta imune celular e humoral em modelo murino C57BL/6; 

• Avaliar a resposta imune protetora dessa vacina experimental frente à um desafio de 

camundongas grávidas previamente imunizadas, afim de identificar possíveis alterações 

do neurodesenvolvimento pré-natal de fetos advindos de mães infectadas com ZIKV. 

 

O potencial imunogênico da vacina experimental produzida (GNR-ZIKV-E) e a 

proteção frente à um desafio com o ZIKV será avaliado em camundongos C57BL/6 fêmeas. Os 

procedimentos experimentais serão realizados em colaboração com a Professora Dra. Danielle 

da Glória de Souza. Para tal, os animais experimentais serão devidamente manipulados e 

eutanaziados de acordo com as normas do Comitê de Ética em Uso Animal (CEUA), sob 

protocolo aprovado 168/2022. 
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(c) Artigo de revisão publicado em 2021 (co-autora) 

 

 

(d) Artigo original publicado em 2021 (co-autora) 
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(e) Artigo original publicado em 2020 (co-autora) 

 

(f) Artigo original publicado em 2020 (co-autora) 
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(g) Short communication  publicado em 2019 (co-autora) 

 

 

 

Trabalhos apresentados em congressos durante o doutorado (2019-2022) 

(a) XXXII Congresso Brasileiro de Virologia (2021) 
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(b) VIII Simpósio de Microbiologia da UFMG (2021) 
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(c) XXXI Congresso Brasileiro de Virologia (2021) 
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(d) IV FAMERP-UTMB (2019) 
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(e) VIII Simpósio de Microbiologia da UFMG (2019) 
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Comissão Organizadora do Simpósio de Microbiologia da UFMG durante o doutorado (2019-

2022) 

 

 

 


