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RESUMO 

 

 O vírus da dengue (DENV) consiste de quatro sorotipos antigenicamente relacionados: 
DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4. Apesar dos diversos esforços para o 
desenvolvimento de uma vacina contra dengue, ainda não há nenhuma comercialmente 
disponível. As proteínas não estruturais 1 e 3 (NS1 e NS3) são indicadas como antígenos 
promissores para o desenvolvimento de uma vacina contra DENV. Segundo alguns estudos, a 
proteína NS1 é capaz de induzir uma resposta protetora de anticorpos com atividade de 
fixação do complemento. A proteína NS3, que realiza reações enzimáticas essenciais para a 
replicação viral, parece ser imunogênica, contendo um predomínio de epítopos para linfócitos 
T CD4+ e CD8+. No presente trabalho nós avaliamos o potencial de vacinas de DNA 
baseadas nas proteínas NS1 e NS3 de DENV-2. Foram construídos cinco plasmídeos, 
pcTPANS3, pcTPANS3H, pcTPANS3P, pcTPANS3N e pcTPANS3C, contendo a seqüência 
que codifica o peptídeo sinal do ativador de plasminogênio de tecido humano (t-PA) 
fusionado ao gene NS3 inteiro ou partes destes. Todos estes plasmídeos mediaram a 
expressão das proteínas recombinantes in vitro em células eucarióticas. Camundongos foram 
inoculados com estes plasmídeos e desafiados com DENV-2 por via intracerebral (i.c.). 
Nenhuma destas construções induziu níveis satisfatórios de proteção. Além dos plasmídeos 
com NS3, foram construídas quatro vacinas de DNA baseadas no gene NS1: 1 - pcENS1, que 
codifica a região C-terminal da proteína E fusionada à NS1, 2 - pcENS1ANC, similar ao 
pcENS1 com a adição da porção N-terminal da NS2A (ANC), 3 - pcTPANS1, que codifica o 
peptídeo sinal t-PA fusionado à NS1 e 4 - pcTPANS1ANC, semelhante ao pcTPANS1 com a 
adição da seqüência ANC. A proteína NS1 recombinante foi detectada nos extratos celulares e 
sobrenadante das culturas de células BHK transfectadas com pcTPANS1, pcENS1 e 
pcENS1ANC. Tais resultados indicam que as seqüências sinais t-PA e E direcionaram a NS1 
para secreção. A proteína NS1 também foi observada associada à membrana plasmática de 
células transfectadas com pcENS1ANC, demonstrando a importância da seqüência ANC para 
o seu ancoramento. Todos os camundongos imunizados com pcTPANS1 ou pcENS1 
produziram altos níveis de anticorpos, direcionados principalmente para epítopos 
conformacionais da NS1, enquanto que somente metade dos animais inoculados com 
pcENS1ANC apresentaram níveis detectáveis de anticorpos. A resposta de anticorpos se 
mostrou duradoura (até 56 semanas após a primeira dose das vacinas), e os animais 
apresentaram uma rápida resposta secundária após um reforço de DNA. Camundongos 
imunizados com os plasmídeos pcTPANS1 e pcENS1 se mostraram protegidos contra 
desafios com DENV-2 por via i.c., sendo o pcTPANS1 levemente mais protetor. Estes dois 
plasmídeos ativaram a produção de diferentes subclasses de IgG específicas contra NS1. Não 
foi observada proteção interespecífica quando camundongos imunizados com pcTPANS1 
foram desafiados por via i.c. com DENV-1. Os animais imunizados com o pcTPANS1 foram 
desafiados com DENV-2 por via intraperitoneal e também se mostraram protegidos. Neste 
modelo de desafio, foi observada uma diminuição dos efeitos histopatológicos do vírus no 
fígado dos animais vacinados. Resultados preliminares sugerem à lise de células infectadas 
com DENV-2, dependente do complemento, na presença dos anticorpos direcionados contra 
NS1.  
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ABSTRACT 

 
 Dengue virus (DENV) consists of four antigenically related serotypes: DENV-1, 
DENV-2, DENV-3 and DENV-4. Although considerable research has been conducted 
towards the development of a DENV vaccine, no vaccine is yet commercially available. The 
non-structural proteins 1 and 3 (NS1 and NS3) have been identified as promising antigens for 
the development of vaccines against DENV. According to some reports, NS1 can elicit a 
protective antibody response with complement-fixing activities. NS3, a protein that carries out 
enzymatic reactions essential for viral replication, appears to be immunogenic, presenting a 
preponderance of the CD4+ and CD8+ T cell epitopes. In the present work we investigate the 
potential of DNA vaccines based on the DENV-2 NS1 and NS3 proteins. We constructed five 
recombinant plasmids, pcTPANS3, pcTPANS3H, pcTPANS3P, pcTPANS3N and 
pcTPANS3C, which contain the sequence that codes the signal peptide derived from the 
human tissue plasminogen activator (t-PA) fused to the full or partial length of the DENV-2 
NS3 gene. Results indicated that these plasmids promoted the expression of recombinant 
proteins in eukaryotic cells. Mice were inoculated with these plasmids and challenged by the 
intracerebral (i.c.) route with DENV-2. None of these constructs induced acceptable 
protection. Moreover, we constructed four DNA vaccines based on the DENV-2 NS1 gene: 1 
- pcENS1, coding the C-terminal of the E protein fused to NS1, 2 - pcENS1ANC, similar to 
pcENS1 with the addition of the N-terminal of NS2A (ANC), 3 - pcTPANS1, coding the t-PA 
signal sequence fused to NS1 and 4 - pcTPANS1ANC, similar to pcTPANS1 with the 
addition of the ANC sequence. The recombinant NS1 protein was detected in cell extracts and 
culture supernatants from pcTPANS1-, pcENS1- and pcENS1ANC-transfected BHK cells. 
Such results indicated that the E and t-PA sequences targeted NS1 to secretion. NS1 was also 
observed in association with plasma membrane of pcENS1ANC-transfected cells, which 
demonstrated the importance of the ANC sequence for cell anchoring. High levels of 
antibodies, mainly recognizing surface-exposed conformational epitopes of NS1, were 
induced in all mice immunized with pcTPANS1 and pcENS1, while only half of 
pcENS1ANC-inoculated animals presented detectable antibody levels. Long-term antibody 
response was observed in pcTPANS1 and pcENS1 immunized animals (56 weeks after the 
first vaccine inoculation) and there was a rapid secondary response after a DNA booster. 
Protection was elicited in pcTPANS1- and pcENS1-immunized mice challenged with DENV-
2 by the i.c. route and the pcTPANS1 seemed to generate a slightly higher protection. 
Moreover, these two plasmids induced different NS1-specific IgG subclasses. No protection 
was displayed when pcTPANS1-immunized animals were i.c. challenged with DENV-1. 
Animals inoculated with pcTPANS1 were also protected when they were challenged with 
DENV-2 by the intraperitoneal route. Liver tissue from vaccinated animals presented a 
remarkable decrease of hepatic damages in this challenge mouse model. Preliminary results 
suggested the complement-mediated lyses of DENV-2 infected cells in the presence of the 
NS1-specific antibody. 
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1 - INTRODUÇÃO 

 

 A dengue é considerada uma das mais importantes arboviroses humanas, sendo causa 

de morbidade e mortalidade na maioria das regiões tropicais e subtropicais do mundo, 

principalmente no sudeste e sul da Ásia, América do Sul, América Central e Caribe (Figura 

1.1). Há aproximadamente 2,5 bilhões de pessoas vivendo em locais de risco de infecção, 

sendo estimado que, anualmente ocorram 100 milhões de casos de dengue, e 

aproximadamente 500 mil pessoas desenvolvam a forma mais grave da doença, a febre 

hemorrágica da dengue (Dengue hemorrhagic fever, DHF) / síndrome do choque da dengue 

(Dengue shock syndrome, DSS), com uma taxa de casos fatais, que pode variar desde 10-15% 

em alguns países, a níveis menores que 1% em outros (Gubler, 2002; Kurane, 2007).   

 

 Figura 1.1: Mapa de distribuição da dengue (1995 – 2005). A dengue é endêmica na 

maioria das regiões tropicais e subtropicais. O mapa indica o número de casos de dengue no 

período de um ano. A ausência de vigilância na África durante a última década torna difícil 

acessar o nível endêmico desta região. NR – não relatado (modificado de Whitehead et al., 

2007). 
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 O agente etiológico da dengue, o vírus da dengue (DENV), pertence ao gênero 

Flavivirus, da família Flaviviridae. Este gênero, que inclui um grande número de agentes 

causadores de doenças humanas, como febres, encefalites e febres hemorrágicas, compreende 

aproximadamente 80 membros, cuja maioria é transmitida por artrópodes (Chambers et al. 

1990; Lindenbach & Rice, 2001). O DENV compreende quatro sorotipos antigenicamente 

distintos, mas proximamente relacionados (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV–4), que 

são transmitidos ao homem por mosquitos do gênero Aedes, tendo como principal vetor o 

Aedes aegypti. Embora nos testes de diagnóstico seja detectada extensa reatividade cruzada 

entre esses sorotipos, a infecção primária por um sorotipo de DENV induz uma imunidade 

protetora de longa duração somente ao sorotipo infectante. Tal infecção não é capaz de gerar 

uma proteção cruzada contra os outros sorotipos virais, podendo ocorrer infecções seqüenciais 

com os diferentes sorotipos de DENV (Lindenbach & Rice, 2001; Guzmán & Kouri, 2002; 

Whitehead et al., 2007).   

  

1.1 - Histórico da dengue 

 

 Apesar das 3 últimas décadas estarem caracterizadas pela emergência e re-emergência 

de epidemias de dengue associadas a quadros mais severos da doença, como a DHF, a febre 

do dengue (dengue fever, DF) é uma doença antiga. Não há um consenso de quando esta 

doença surgiu na população humana, entretanto, existem registros de quadros clinicamente 

compatíveis com a DF na enciclopédia médica chinesa, editada formalmente no ano de 610 e 

novamente em 992, onde foram encontradas descrições de uma doença conhecida como 

“veneno da água”. Na verdade, os primeiros relatos de epidemias na Ásia e nas Américas de 

uma doença que possivelmente seria dengue ocorreram nos anos 1779-1780. Após esse 

período aconteceram epidemias intermitentes nestes dois continentes. Nos séculos seguintes, 

com o auxílio dos transportes marítimos que facilitaram a dispersão do vetor Aedes aegypti e 

de pessoas susceptíveis, o vírus se espalhou pelas regiões tropicais e subtropicais (Monath, 

1994; Gubler, 1998; Holmes & Twiddy, 2003; Mackenzie et al., 2004).  

 Na década de 60, a América conseguiu controlar o Aedes aegypti em um programa de 

controle da febre amarela urbana, outra doença causada por um flavivírus, o vírus da febre 

amarela, que compartilha o vetor com o vírus da dengue. Esse programa, empregado 

principalmente durante as décadas de 50 e 60, foi abandonado nos anos 70 levando à 

dispersão geográfica do mosquito. Com a ampla distribuição do vetor, somado ao crescimento 

do tráfego entre diferentes países e a densa urbanização, a dengue se difundiu pelo continente 
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americano, levando a uma elevação tanto da freqüência, quanto da magnitude das epidemias 

de dengue, com conseqüente surgimento e aumento do número de casos de DHF (Istúriz et 

al., 2000; Gubler, 2002; Orozco, 2007).  

 Até 1981, a dengue hemorrágica ocorreu esporadicamente nas Américas, embora 

tenham acontecido epidemias de febre do dengue, na região do Caribe e América do Sul, nas 

décadas de 60 e 70. Contudo, em 1981, o surto de dengue hemorrágica ocorrido em Cuba, 

com 24.000 casos de DHF e 158 mortes, marcou o início da dengue hemorrágica no 

continente americano. Um evento similar aconteceu na Venezuela, nos anos de 1989/90, com 

a ocorrência de mais de 3000 casos de DHF (Guzmán et al., 1990; Monath, 1994; Istúriz et 

al., 2000; Orozco, 2007).  

 Atualmente, os 4 sorotipos de DENV estão presentes nas Américas, com ocorrência de 

hiper-endemicidade (co-circulação de múltiplos sorotipos) em muitas regiões (OMS - 

http://www.paho.org/english/ad/dpc/cd/dengue-cases-2007.htm, acessado em 30/03/2008). 

Além disso, a dengue é endêmica em mais de 100 países, com casos de DHF sendo relatados 

em mais de 60 países. Nos últimos anos, essa doença vem se expandindo, levando ao aumento 

do número de centros urbanos hiper-endêmicos e do número de casos de DHF e 

consequentemente morte. A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que o número de 

casos de dengue aumentou cerca de 30% nos últimos 50 anos, com conseqüente elevação da 

ocorrência da forma mais grave da doença, DHF e  mortes (Istúriz et al., 2000; Kurane, 2007; 

Orozco, 2007; OMS - http://www.who.int/csr/disease/dengue/en/index.html, acessado em 

29/01/2008).  

 

 1.1.2 - Dengue no Brasil 

 

 No Brasil, há relatos de surtos de dengue durante o século XIX e início do século XX. 

Entretanto, com a campanha da erradicação do mosquito Aedes aegypti iniciada por Oswaldo 

Cruz em 1904, não há descrições de surtos da doença de 1923 até 1981 (Figueiredo, 1996; 

Nogueira et al., 2007). 

 Em 1981, foi observado um surto de dengue pelos tipos 1 e 4 em Roraima (Osanai et 

al., 1983). Quatro anos mais tarde, DENV-1 ressurgiu no Rio de Janeiro e se disseminou em 

seguida por quase todo o país (Schatzmayr et al., 1986). Em 1990, uma nova epidemia 

causada por DENV-2 se iniciou no Rio de Janeiro, produzindo centenas de casos de 

DHF/DSS (Nogueira et al., 1993). Até o ano 2000, ocorreu a circulação simultânea de 

DENV-1 e DENV-2. Neste mesmo ano, iniciou-se uma epidemia de DENV-3 no Rio de 
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Janeiro, que novamente se espalhou pela cidade e posteriormente por quase todo o país 

(Teixeira et al., 2005; Nogueira et al., 2007). 

 Atualmente, os sorotipos DENV-1, 2 e 3 circulam no Brasil (Figura 1.2). Com isso o 

número de casos de DHF e consequentemente a taxa de letalidade vêm aumentando no país. 

Em 2002, com a introdução do DENV-3, foi registrado o maior pico epidêmico da doença até 

então no Brasil e a taxa de morte foi duas vezes maior que a observada anteriormente, 

revelando uma maior gravidade na ocorrência da doença. Dessa forma, o Brasil se tornou 

responsável por 60% dos casos de dengue do continente americano, sendo que nos anos de 

2002 e 2003, cerca de 80% dos casos de DHF relatados no continente americano ocorreram 

aqui (Teixeira et al., 2005; Nogueira et al., 2007; Ministério da Saúde - 

http://www.saude.to.gov.br/pagina_adm/download/ boletim_dengue _semana18.pdf, acessado 

em 29/01/2008).  

 
Figura 1.2: Distribuição dos sorotipos de DENV no Brasil, em 2007. O esquema mostra a 

circulação dos sorotipos de DENV nos estados do Brasil nos quatro primeiro meses de 2007 

(Ministério da Saúde - http://www.saude.to.gov.br/pagina_adm/download/boletim_dengue 

_semana18.pdf, acessado em 29/01/2008) 

 

 

  

DENV-3 
DENV-2 
DENV-2 e DENV-3 
DENV 1, 2 e 3 
Sem informação/ sem 
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 Em 2007, a Secretaria de Vigilância em Saúde do Ministério da Saúde (SVS/MS) 

registrou 559.954 casos suspeitos de dengue e 1.541 casos de DHF, com 158 óbitos, o que 

significa uma taxa de letalidade de 10,2% dos casos de DHF. Dos casos notificados, 79% 

ocorreram nos 5 primeiros meses do ano, que corresponde a época de maior incidência da 

doença. Em 2008, já foram registrados 120.000 casos de dengue nos três primeiros meses do 

ano (boletim de 28 de março), sendo que o estado do Rio de Janeiro registrou um aumento de 

211% no número de casos em relação ao mesmo período de 2007, com a ocorrência de 43.523 

casos, o que corresponde a 36% das notificações do país (Ministério da saúde - 

http://portal.saude.gov.br/ portal/arquivos/pdf/boletim_dengue_2803.pdf, acessado em 

13/04/2008).  

 

1.2 - O vírus da dengue 

 

 Semelhante aos outros flavivírus, DENV possui um envelope viral que consiste em 

uma bicamada lipídica derivada do retículo endoplasmático, onde estão inseridas as proteínas 

do envelope (E) e membrana (M). A partícula viral apresenta formato esférico e diâmetro de 

aproximadamente 50nm. Abaixo do envelope viral há um nucleocapsídeo de 

aproximadamente 30nm de diâmetro composto por um capsídeo viral de formato icosaédrico, 

formado pela proteína do capsídeo (C) e complexado a uma molécula de RNA fita simples 

com polaridade positiva (Figura 1.3 A e C) (Lindenbach & Rice, 2001; Kuhn et al. 2002; Qi 

et al., 2008).  

 O RNA viral, de aproximadamente 10, 7 kb, é modificado em sua extremidade 5’ pela 

adição da estrutura cap, mas é destituído de cauda poli-A na extremidade 3’ e compreende um 

único quadro de leitura aberto que codifica a poliproteína precursora das proteínas flavivirais. 

Este precursor é clivado por proteases celulares e pela protease viral gerando as três proteínas 

estruturais: capsídeo, pré-membrana (prM) que quando clivada gera a proteína de membrana, 

e envelope, além das sete proteínas não estruturais, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e 

NS5 (Figura 1.4). As proteínas estruturais traduzidas são incorporadas nas partículas virais 

durante sua maturação, enquanto as proteínas não estruturais estão envolvidas na replicação 

e/ou montagem dos virions. As regiões não codificantes 3’ e 5’ também são importantes para 

replicação viral (Lindenbach & Rice, 2001; Mukhopadhyay et al., 2005; Qi et al., 2008).  
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Figura 1.3: Partícula viral e ciclo de replicação do vírus da dengue. (A) Representação 

esquemática da partícula dos flavivírus imatura e madura e (B) do Ciclo de replicação dos 

flavivírus: a entrada do vírus ocorre via endocitose mediada por receptor. No pH ácido do 

endossoma a proteína E sofre mudanças conformacionais que levam a fusão do envelope viral 

com a membrana da vesícula. O RNA viral é traduzido e inicia-se o processo de replicação. A 

montagem das partículas virais ocorre no retículo endoplasmático (R.E.), onde são 

transportadas pelo Golgi para secreção pela célula hospedeira. (C) Imagem do vírus da 

dengue obtida por microscopia crioeletônica (modificado de Stiasny & Heinz, 2006 e Purdue 

University, http://physorg.com/news 125846262.html, acessado em 10/04/08). 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) (C) 
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 Figura 1.4 – Representação esquemática da tradução e processamento da poliproteína 

viral. (A) Genoma do vírus da Dengue mostrando a região que codifica as proteínas 

estruturais e não estruturais, assim como as extremidades 5´ e 3´ não codificantes  (do inglês 

untranslated region  - UTR). (B) Organização da poliproteína viral na membrana do retículo 

endoplasmático (RE) e seu processamento pela protease viral NS3/NS2B e por proteases 

celulares gerando (C) as proteínas estruturais C, prM e E, e as proteínas não estruturais NS1, 

NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (modificado de Umareddy et al., 2007).  

  

 

 1.2.1 – As proteínas virais 

 

 A proteína C, altamente básica, possui cerca de 11 kDa e se associa ao RNA viral 

formando o nucleocapsídeo. Sua porção central contém domínios hidrofóbicos que interagem 

com membranas celulares, tendo um papel na montagem da partícula viral (Lindenbach & 

Rice, 2001; Mukhopadhyay et al., 2005). 

5’UTR 3’ UTR
NÃO ESTRUTURAIS ESTRUTURAIS 

C     prM          E                   NS1          NS2A   NS2B         NS3                NS4A     NS4B                NS5 

ESTRUTURAIS       NÃO ESTRUTURAIS 

(A) 

(B) 

(C) 

RNA viral fita simples positiva 

 

Peptidase sinal Furina NS3/2B 
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 A glicoproteína prM, de aproximadamente 26 kDa, é gerada pela clivagem do 

peptídeo sinal na região N-terminal no retículo endoplasmático durante o processamento da 

poliproteína viral. Aparentemente essa proteína funciona impedindo que a proteína E sofra 

mudanças conformacionais durante o seu trânsito compartimentos ácidos na fase de 

maturação do vírus. A porção N-terminal dessa proteína é clivada durante seu transporte pelo 

Golgi, originando a proteína M presente na partícula madura (Lindenbach & Rice, 2001; 

Stiasny e Heinz, 2006). 

  A glicoproteína E é o principal constituinte protéico do envelope viral. Esta proteína 

de aproximadamente 50 kDa atua nos eventos de interação com o receptor da célula alvo e a 

fusão entre o envelope viral e a membrana celular (Lindenbach & Rice, 2001; Modis et al., 

2004; Stiasny & Heinz, 2006) Além disso, a proteína E é um importante alvo da resposta 

imune humoral em indivíduos infectados pelo DENV (Brinton et al., 1998; Lindenbach & 

Rice, 2001).  

 A glicoproteína NS1 é essencial para viabilidade do vírus da dengue, contudo, pouco é 

conhecido sobre o papel desta proteína. Ela possui aproximadamente 45-48 kDa  e pode ser 

encontrada tanto no interior das células infectadas pelo vírus como associada à membrana 

destas células (Chambers et al., 1990; Lindenbach & Rice, 2001) Além disso, ela também é 

secretada em grandes quantidades, sendo detectada no soro de pacientes na fase aguda da 

infecção (Young et al., 2000). Alguns estudos sugerem que a NS1 está envolvida na 

replicação viral, provavelmente nos estágios iniciais da replicação do RNA viral (Mackenzie 

et al., 1996; Lindenbach & Rice, 1997; Muylaert et al., 1997; Lindenbach & Rice, 1999). 

 Durante a infecção viral, a NS1 é translocada pela via do retículo endoplasmático 

utilizando a seqüência sinal localizada na região C-terminal da proteína E. Este peptídeo sinal 

é clivado por uma peptidase sinal da célula hospedeira gerando a porção N-terminal da 

proteína NS1 (Falgout et al., 1989; Lindenbach & Rice, 2001).  Dentro do retículo 

endoplasmático, a NS1 é N-glicosilada em dois sítios conservados e a seguir sofre 

dimerização, essa glicosilação é importante para estabilidade do dímero formado (Winkler et 

al., 1988; Winkler et al., 1989; Pryor and Wright, 1993; Pryor and Wright, 1994). Essa 

proteína é translocada pela via secretora e permanece ancorada a membrana plasmática da 

célula infectada ou é secretada para o meio extracelular na forma de hexâmeros (Winkler et 

al., 1989; Flamand et al., 1999). Alguns estudos já sugeriam que a associação da proteína 

NS1 à membrana da célula se dava provavelmente via a seqüência hidrofóbica que 

corresponde à porção C-terminal da proteína NS2A, que parece funcionar como seqüência 
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sinal para ligação via âncora GPI (Glicosil-Fosfatidil-Inositol) (Pryor and Wright, 1993; 

Jacobs et al., 2000).  

 A NS3 é uma proteína de aproximadamente 70 kDa, bastante conservada entre os 

flavivírus, que participa da replicação do vírus da dengue. Esta proteína apresenta múltiplas 

atividades enzimáticas incluindo um domínio serino protease localizado na região N-terminal, 

enquanto a sua porção C terminal apresenta atividades de helicase, Nucleosídeo 5’ trifosfatase 

(NTPase) e RNA trifosfatase 5’ terminal (RTPase) (Valle & Fagout, 1998; Lindenbach & 

Rice, 2001; Xu et al., 2005; Sampath et al., 2006; Qi et al., 2008). 

 Baseado em comparações de seqüências com outras proteases, nos 180 aminoácidos 

da porção N-terminal da NS3 foi identificado o domínio serino-protease, sendo os primeiros 

167 aminoácidos mapeados como seqüência mínima para esta atividade (Li et al., 1999). Esta 

enzima associa-se com a proteína NS2B, que funciona como um co-fator para atividade de 

protease. A NS3-NS2B é responsável pela clivagem da poliproteína viral em sítios específicos 

(Figura 1.4B) (Valle & Fagout, 1998; Niyomrattanakit et al., 2004; Qi et al., 2008).  

 A porção C-terminal da proteína NS3 compreende três outras atividades importantes 

na replicação viral. A função helicase não está completamente esclarecida, mas pode atuar 

dissociando a estrutura dupla-fita durante a replicação do RNA viral ou desdobrar estruturas 

secundárias envolvidas no início da síntese de RNA. Esta atividade é dependente de energia, 

que é fornecida pela atividade NTPase que hidrolisa ATP (Cui et al., 1998; Xu et al., 2005; 

Sampath et al., 2006). A função RTPase é provavelmente necessária para remoção do grupo 

fosfato 5’-terminal e a formação da estrutura de cap do RNA viral (Murthy et al. 1999; 

Lindenbach & Rice, 2001; Sampath et al., 2006; Qi et al., 2008). Foi também observado em 

células infectadas por DENV-2 que a proteína NS3 sofre uma clivagem interna dentro da 

seqüência da helicase, contudo não se sabe a importância deste processamento para o ciclo 

viral (Arias et al., 1993; Teo & Wright, 1997). 

 A proteína NS5 apresenta três atividades enzimáticas essenciais para replicação viral. 

Aproximadamente 320 resíduos da porção N-terminal compreendem uma metiltransferase 

dependente de S-adenosilmetionina, que apresenta atividade de metiltranferase e 

guanililtransferase. Esse domínio da NS5 é responsável pelo cap e pela metilação da 

extremidade 5’ do RNA viral. A região C terminal da NS5 é uma RNA polimerase 

dependente de RNA, que atua na síntese do RNA intermediário que serve de molde para 

transcrição da fita positiva de RNA (Lindenbach & Rice, 2001; Zhou et al., 2007; Qi et al., 

2008).  
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 Pouco é descrito sobre a atividade das pequenas proteínas hidrofóbicas NS2A, NS4A e 

NS4B. Alguns trabalhos demonstram que estas proteínas fazem parte do complexo de 

replicação. A proteína NS4A aparentemente funciona como âncora da replicase viral à 

membrana celular. A proteína NS4B parece auxiliar na modulação da replicação viral em 

associação à NS3. Além disso, essas proteínas poderiam também atuar na inibição da resposta 

de interferon-α/β do indivíduo infectado (Lindenbach & Rice, 2001; Miller et al., 2006; 

Umareddy et al., 2006). 

   

 1.2.2 - Ciclo de vida  

 

 A infecção viral inicia-se após o repasto do mosquito e liberação do vírus. A partícula 

viral interage com receptores presentes na superfície de células permissivas sendo 

internalizado via endocitose. Contudo, alguns trabalhos indicam que também pode haver 

fusão direta do envelope viral com a membrana plasmática das células hospedeiras 

(Lindenbach & Rice, 2001; Mukhopadhyay et al., 2005). 

 Vários estudos in vitro têm sugerido que o vírus da dengue é capaz de infectar uma 

diversidade de células. In vivo, porém, alguns trabalhos indicam que este vírus tem como 

alvos primários células dendríticas, monócitos e macrófagos (Wu et al., 2000; Clyde et al., 

2006; Kou et al., 2008). Outros estudos sugerem que DENV também se replica em 

hepatócitos, linfócitos B e T, células endoteliais e células neuronais (Chen et al., 1996; Clyde 

et al., 2006; Suksanpaisan et al., 2007). A associação inicial do vírus com a célula alvo ocorre 

pela interação da proteína E com um ou mais receptores celulares. Inicialmente, parece haver 

uma interação da proteína E com um receptor menos específico, o heparam sulfato, que é um 

glicosaminoglicano amplamente distribuído nas superfícies celulares, concentrando o vírus na 

superfície celular. A seguir, a proteína do envelope liga-se a um receptor mais específico, 

necessário para iniciar a endocitose (Putnak et al., 1997; Clyde et al., 2006; Kou et al., 2008). 

Há várias moléculas sendo propostas como possíveis receptores para o vírus da dengue, em 

diferentes linhagens celulares, incluindo as proteínas de choque térmico 70 (Hsp 70) e 90 

(Hsp 90) (Reyes-del Valle et al., 2005), GRP78/BiP (glucose-regulation protein 78) (Cabrera-

Hernandez et al., 2007) e a lectina manose-específica DC-SIGN (dendritic cell-specific 

ICAM-grabbing non-integrin) no caso das células dendríticas (Lozach et al., 2005). Além da 

interação viral via receptor específico, em uma infecção secundária, a entrada do vírus pode 

ser também mediada pela ligação de anticorpos direcionados contra DENV com FcRs 

(receptores para porção Fc de imunoglobulinas) presentes na célula alvo. Este mecanismo 
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parece aumentar os níveis de infecção e replicação viral, e é denominado ADE (antibody-

dependent enhancement), podendo ter fortes implicações na patogêsese da dengue e sendo 

indicado como possível fator para dengue hemorrágica (Halstead, 1979; Wu et al., 2000; 

Huang et al., 2006; Kou et al., 2008). 

 Após a endocitose mediada por receptor e acidificação do endossoma, ocorre a 

trimerização irreversível da proteína E. A modificação conformacional desta proteína expõe o 

peptídeo de fusão que interage com a membrana vesicular. A fusão do envelope viral com a 

membrana vesicular culmina na liberação do nucleocapsídeo no citoplasma da célula, levando 

a uma dissociação da proteína do capsídeo e do RNA (Figura 1.3B) (Chen et al., 1996; Modis 

et al., 2004; Qi et al., 2008).  

 Com a exposição do RNA, inicia-se a tradução da poliproteína viral. Este 

poliprecursor é então clivado por proteases celulares e pela protease viral NS3 associada a 

NS2B, gerando as proteínas estruturais C, prM e E, e as não-estruturais NS1, NS2A, NS2B, 

NS3, NS4A, NS4B e NS5 (Figura 1.4C). A seguir, fitas de RNA de polaridade negativa são 

transcritas servindo de molde para polimerização de novas fitas de RNA de polaridade 

positiva, utilizadas na tradução das proteínas virais e na montagem das novas partículas virais 

(Markoff et al., 1994; Clyde et al., 2006; Qi et al., 2008). Seqüências hidrofóbicas sinais e de 

ancoramento direcionam a translocação do poliprecursor através da membrana assim como o 

ancoramento de algumas proteínas virais (Figura 1.4B) (Lindenbach & Rice, 2001; 

Mukhopadhyay et al., 2005; Qi et al., 2008). 

 Análises de ultra-estrutura indicam que a morfogênese viral ocorre em associação às 

membranas celulares internas, possivelmente dentro do lúmen do retículo endoplasmático. As 

proteínas do capsídeo interagem com o RNA viral no citoplasma formando o nucleocapsídeo, 

que adquire o envelope viral por brotamento para o lúmen do retículo endoplasmático. O 

virion é montado em partículas imaturas que contêm as proteínas prM e E associadas não 

covalentemente em um complexo heterodimérico. As partículas são transportadas pela via 

secretora para membrana plasmática em vesículas e liberadas por exocitose (Figura 1.3B) 

(Lindenbach & Rice, 2001; Mukhopadhyay et al., 2005; Qi et al., 2008). Apesar da presença 

das proteínas E e prM, as partículas imaturas ainda não são capazes fusionar com membranas 

da célula hospedeira, necessitando do processamento da prM para se tornarem infecciosas. A 

clivagem da região N-terminal da glicoproteína prM, que ocorre durante o transporte viral 

pelo Golgi, resulta na proteína M e no rearranjo da proteína E, levando a formação de 

partículas maduras que são liberadas pela célula (Lindenbach & Rice, 2001; Zhang et al., 

2003; Mukhopadhyay et al., 2005; Qi et al., 2008). 
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1.3 - A dengue 

 

 A infecção pelos quatro sorotipos virais, DENV-1, 2, 3 e 4, pode causar sintomas que 

variam desde quadros inaparentes, até o surgimento de hemorragia e choque, podendo evoluir 

para o óbito. Contudo, a maioria das infecções é assintomática. O quadro mais comum da 

doença é a febre do dengue, que apresenta um conjunto de sintomas variáveis como febre alta, 

cefaléia, mialgia, prostração, dor retro-orbital, náuseas, vômitos, exantema e prurido intenso. 

Alguns indivíduos também apresentam petéquias e algumas manifestações hemorrágicas. 

Esses sintomas são geralmente acompanhados por leucopenia e graus variáveis de 

trombocitopenia (Ministério da Saúde, 2002; Green & Rothman, 2006; Kurane, 2007).  

 Nos quadros mais graves da doença, a dengue hemorrágica e a síndrome do choque, os 

sintomas iniciais são semelhantes aos da DF, porém estes evoluem, geralmente na fase de 

defervescência, para manifestações hemorrágicas com ou sem extravasamento de plasma, 

instabilidade hemodinâmica e choque. Uma característica importante da doença é a 

trombocitopenia com hemoconcentração concomitante, sendo que a efusão do plasma é o 

principal fenômeno fisiopatológico associada à severidade da DHF e se manifesta através de 

valores crescentes de hematócrito e hemoconcentração (Green & Rothman, 2006; Halstead, 

2007; Kurane, 2007; Whitehead et al., 2007). A OMS categoriza a DHF em quatro graus, do 

menos ao mais severo (grau 1 a 4). Nos graus 3 e 4, em que a efusão de plasma é tão profunda 

que ocorre o choque, denominamos síndrome do choque da dengue (Ministério da Saúde, 

2002; Malavige et al., 2004) 

 O vírus da dengue pode causar uma diversidade de efeitos clínicos e patológicos, 

principalmente no sistema hematológico. Há evidências clínicas e experimentais que indicam 

o envolvimento do fígado nas infecções virais. Os danos no fígado de pacientes com dengue 

podem ser detectados por alterações nas enzimas séricas aspartato amino transferase (AST) e 

alanina amino transferase (ALT) e hepatomegalia, esta última sendo mais comum em 

indivíduos com quadros mais graves da doença, como DHF (Basílio-de-Oliveira et al., 2005;  

Seneviratne et al., 2006; Ling et al., 2007; de Souza et al., 2007). 

 Apesar de apenas cerca de 3% dos indivíduos infectados evoluírem para os quadros 

mais graves da doença, o número de pessoas com DHF é relevante, correspondendo a 

aproximadamente 500.000 casos anuais, onde a taxa de óbito geralmente varia de 1 a 15%, 

dependendo do diagnóstico e tratamento médico disponível (Rothman, 2004; Green & 

Rothman, 2006).  
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 1.3.1 – Fatores de risco para o desenvolvimento de DHF/DSS 

 

 A patogênese da dengue hemorrágica é complexa e ainda não está completamente 

compreendida. Diversos estudos indicam que o maior fator de risco para o desenvolvimento 

de DHF é a ocorrência de infecção secundária com um sorotipo heterólogo (Halstead, 1970; 

Guzmán et al., 1990; Green & Rothman, 2006,). Além disso, crianças no primeiro ano de vida 

também apresentam sérios riscos de desenvolvimento de DHF, principalmente as que 

receberam anticorpos contra DENV passivamente da mãe (Halstead, 1970; Guzmán & Kourí, 

2002; Whitehead et al., 2007)  

 Uma das possíveis explicações para o aumento de casos de FDH/DSS em infecções 

secundárias é o fenômeno de ADE, onde anticorpos não neutralizantes contra dengue 

facilitariam a entrada do vírus em células permissivas (geralmente da linhagem de fagócitos 

mononucleares) via FcRs presentes na superfície destas células. Essa interação resultaria em 

um aumento dos níveis de replicação viral e de células infectadas. Embora esse mecanismo 

esteja bem estabelecido in vitro, ainda são poucas as evidências em humanos e nos modelos 

animais estudados de que isso resulta no agravamento da doença (Halstead & O´Rourke, 

1977; Halstead, 1979; Stephenson, 2005; Huang et al., 2006; Halstead, 2007). 

 O início do extravasamento plasmático na DHF ocorre dias depois da viremia ter 

reduzido, sugerindo a participação do sistema imune no desenvolvimento desses quadros mais 

graves. Dessa forma, um mecanismo que vem sendo proposto como envolvido na severidade 

da doença é a magnitude da resposta dos linfócitos T, incluindo células sorotipo-específicas e 

células T de memória que apresentam reação cruzada em uma infecção secundária, fenômeno 

denominado “pecado original” (Mongkolsapaya et al., 2003). Durante a infecção, essas 

células T quando ativadas, proliferariam e produziriam maior quantidade de citocinas pró-

inflamatórias como o interferon-γ (INF-γ) e o fator de necrose tumoral-α (TNF-α), entre 

outras. Essas citocinas podem atuar diretamente nas células endoteliais resultando no 

extravasamento de plasma e agravamento da doença. Este modelo prediz que pacientes com 

FDH teriam níveis mais elevados de citocinas no soro, além de maior ativação de células T, 

sendo que essa ativação seria preferencialmente de células T que apresentassem reação 

cruzada com o primeiro sorotipo de vírus da dengue (Mongkolsapaya et al., 2003; Welsh & 

Rothman, 2003; Mangada & Rothman, 2005; Stephenson, 2005; Green & Rothman, 2006). 

Além disso, estudos sugerem que o alto nível de ativação de células T, somado à elevada 

freqüência de apoptose e a uma resposta imune celular com grande número de células com 

baixa afinidade ao vírus infectante, resultaria em uma supressão ou atraso na eliminação do 
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vírus. Consequentemente, a carga viral seria alta e levaria a um agravamento da doença 

(Welsh & Rothman, 2003; Stephenson, 2005).  

 Um outro fator que parece relacionar-se com o grau de severidade da doença é a 

variação genética e antigênica de diferentes cepas virais, favorecendo uma maior virulência. 

Algumas cepas virais são consideradas mais virulentas que outras. Análises filogenéticas de 

DENV-2 indicam que enquanto cepas do genótipo americano estão associadas a quadros de 

febre do dengue, vírus pertencentes ao genótipo do sudeste asiático são mais virulentos e 

correlacionam-se com os casos mais graves da doença (Holmes & Tiddy, 2003; Cologna, et 

al., 2005; Stephenson, 2005; Kurane, 2007). Isto pode ser observado durante a introdução do 

genótipo asiático nas Américas que coincidiu com o aparecimento de dengue hemorrágica 

nestes países (Rico-Hesse et al., 1997).  

 Além disso, acredita-se que haja diferenças na predisposição do hospedeiro a 

desenvolver, ou não dengue hemorrágica. Características como idade, etnia, presença de 

doença crônica parecem atuar na gravidade da doença (Guzmán et al., 1990; Rothman, 2004; 

Guzmán, 2005). Uma possível predisposição genética pode ser mediada, entre outros genes, 

por diferenças nos haplótipos de HLA (human leucocyte antigen), entretanto, ainda há 

relativamente poucos estudos nesta área.  Provavelmente a DHF é resultado de um 

mecanismo complexo, em que estão envolvidos tanto características da cepa viral, quanto do 

hospedeiro e sua resposta imunológica (Holmes & Twiddy, 2003; Stephenson, 2005). 

 Atualmente, não há nenhuma droga específica contra esse vírus. A reposição 

apropriada de líquido, de forma a evitar a hipovolemia tem sido a forma de reduzir a 

mortalidade por DHF, mas em muitos países a assistência médica é precária. As principais 

formas de prevenção e controle da dengue são o desenvolvimento de uma vacina e o controle 

do principal mosquito transmissor. Devido à ausência de uma vacina contra dengue 

comercialmente disponível, atualmente o único método de evitar a dengue é o controle do seu 

principal vetor, o Aedes aegypti. Infelizmente, nos últimos 30 anos o controle do mosquito foi 

ineficiente na maioria dos países endêmicos (Monath, 2007; Whitehead et al., 2007; Qi et al., 

2008).  

 Dessa forma, o desenvolvimento de uma vacina contra dengue, que seja capaz de 

proteger contra infecções dos quatro sorotipos de vírus da dengue é considerada uma das 

prioridades da OMS (Kinney & Huang 2001; Rothman, 2004; Stephenson, 2005; Monath, 

2007). 
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1.4 - Vacinas contra dengue 

 

 A princípio, o desenvolvimento de uma vacina contra dengue deveria ser mais fácil 

quando comparado a outras doenças virais como a AIDS (do inglês Acquired 

Immunodeficiency Syndrome) e hepatite C, uma vez que a dengue não é uma doença 

infecciosa crônica. Ao contrário, a replicação viral é controlada em poucos dias e o indivíduo 

torna-se protegido contra posteriores infecções com vírus do mesmo sorotipo. Entretanto, 

diversos obstáculos dificultam a construção de uma vacina segura e eficaz contra esse vírus 

(Green & Rothman, 2006).  

 O primeiro destes obstáculos é a necessidade do desenvolvimento de uma vacina 

efetiva capaz de induzir uma resposta imune protetora de longa duração contra os quatro 

sorotipos virais. Diferentes de outras infecções hemorrágicas, os quadros mais severos de 

dengue ocorrem geralmente em infecções secundárias (Halstead, 1970; Guzmán et al., 1990; 

Green & Rothman, 2006). Sendo assim, uma vacina contra dengue que não proteja contra os 4 

sorotipos pode aumentar a possibilidade de DHF. Além disso, a vacina ideal contra dengue 

deve ser disponível para o uso em crianças (Edelman, 2005; Edelman, 2007; Guy & Almond, 

2008).   

 Outra dificuldade para o desenvolvimento de uma vacina contra dengue diz respeito à 

ausência de um modelo animal que mimetize a infecção viral em humanos. Uma variedade de 

animais já foi inoculada com DENV, contudo nenhum conseguiu reproduzir os quadros mais 

graves da doença, mesmo após a inoculação de altas doses de vírus e uso de diferentes vias 

(Bente & Rico-Hesse, 2006). Camundongos e primatas não humanos são os modelos animais 

mais utilizados nos testes pré-clínicos dos candidatos à vacina contra dengue. Primatas não 

humanos podem ser infectados com DENV, mas não desenvolvem sinais clínicos da doença, 

sendo a avaliação de proteção realizada pela detecção de viremia (Bente & Rico-Hesse, 2006; 

Freire et al., 2007). O modelo mais utilizado em camundongos para testes pré-clinicos é a 

inoculação por via intracerebral de vírus neuroadaptado. Além disso, uma variedade de 

linhagens de camundongos, com diferentes características imunológicas e modificações 

genética tem sido descrita por diversos grupos, contudo nenhum dos modelos demonstra 

quadros semelhantes aos da dengue hemorrágica (Bente & Rico-Hesse, 2006; Freire et al., 

2007; Kurane, 2007).  

 Várias estratégias vêm sendo empregadas para o desenvolvimento de uma vacina 

segura, não reatogênica e imunogênica contra os quatro sorotipos da dengue: vacinas 

inativadas, vacina atenuadas, vacinas quiméricas, de subunidade protéica, vacinas de DNA, 
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ou ainda a combinação de várias tecnologias. As vacinas em desenvolvimento, as que 

apresentam resultados mais adiantados e promissores são as atenuadas e as quiméricas, que já 

estão em fase de testes clínicos (Chang et al., 2004; Hombach et al., 2005; Edelman et al, 

2007; Guy & Almond, 2008).  

 Seguindo o sucesso de técnicas clássicas para o desenvolvimento de vacinas atenuadas 

contra outros flavivírus, como por exemplo, a vacina contra a febre amarela, esforços 

consideráveis vêm sendo realizados para a obtenção de uma vacina tetravalente atenuada 

contra dengue. Esta vacina deve ser constituída de cepas vacinais que repliquem in vivo o 

suficiente para induzir uma resposta imune equilibrada contra os quatro sorotipos, sem gerar 

sintomas associados à dengue e sem possibilidade de serem transmitidas pelo vetor Aedes. 

Vários grupos vêm avaliando a produção de vacinas tetravalentes. Uma destas vacinas, 

desenvolvida pelos grupos da Mahidol University/ Aventis Pasteur apresentou alta taxa de 

soroconversão após 2 ou 3 doses. Contudo, esta vacina se mostrou reatogênica em adultos e 

crianças, tendo cessado o seu desenvolvimento pela Aventis Pasteur (Stephenson, 2005; 

Edelman, 2007). Outra vacina, desenvolvida pela Walter Reed Army Institute of Research 

(WRAIR) nos Estados Unidos em associação com a GlaxoSmithKline, apresentou níveis 

aceitáveis de imunogenicidade sem efeitos adversos consideráveis em voluntários saudáveis. 

Embora esses resultados sejam encorajadores, as bases das atenuações não são bem 

entendidas e, portanto podem levar a interferências na replicação entre os sorotipos e 

conseqüentemente ao desequilíbrio da resposta imune, gerando riscos para a ocorrência de 

ADE e o agravamento da doença (Stephenson, 2005; Edelman, 2007). 

 Outra abordagem empregada para o desenvolvimento de uma vacina atenuada contra o 

vírus da dengue é a construção de vacinas quiméricas, que utilizam o esqueleto de um vírus e 

substituem somente alguns genes deste por regiões equivalentes do vírus da dengue. Uma das 

estratégias empregadas neste caso é a utilização do vírus vacinal da febre amarela YF 17D 

como esqueleto no qual os genes que codificam as proteínas do envelope prM e E são 

substituídos pelos genes equivalentes do vírus da dengue. Dessa forma, a partícula viral 

produzida possui a proteína C, assim como as proteínas não estruturais do vírus da febre 

amarela, enquanto as proteínas mais externas, prM e E, provêm do vírus da dengue (Caufour 

et al, 2001; Mateu et al., 2007). Estas vacinas foram avaliadas em camundongos e primatas 

não humanos com resultados promissores de proteção (Caufour et al, 2001; Galler et al., 

2005). Uma destas vacinas quiméricas, desenvolvida pela Acambis e licenciada pela Sanofi 

Pasteur (ChimeriVax), já está na fase de testes clínicos. As avaliações indicam que a vacina 
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foi bem tolerada e gerou soroconversão em 67% dos voluntários para pelo menos 3 sorotipos 

após a primeira dose da vacina (Edelman, 2007; Monath, 2007). 

  Outra vacina quimérica em fase avançada de estudo utiliza como esqueleto o próprio 

DENV-4, sendo que a atenuação neste caso foi direcionada, obtida por deleção de 30 

nucleotídeos na região 3’ não traduzida. Tais quimeras contêm os genes das proteínas prM e 

do envelope de DENV-1, -2 e -3. Os testes da formulação monovalente indicaram que a 

vacina é segura, geneticamente estável e imunogênica após uma inoculação em indivíduos 

saudáveis (Edelman, 2007). 

 De um modo geral, as vacinas atenuadas apresentam riscos de infecções por vírus que 

possam surgir de reversões gênicas ou recombinações, podendo gerar a doença. Isso dificulta 

ainda mais a formulação de uma vacina viva atenuada multivalente (Lai et al. 1998; Chang et 

al. 2001). Além disso, há a possibilidade de interferência homologa ou heteróloga durante a 

replicação viral. Esta interferência é particularmente importante em termos da dengue, uma 

vez que o desequilíbrio da resposta imune pode causar o agravamento da doença, caso o 

indivíduo vacinado adquira a infecção com um dos quatro vírus da dengue que tenha induzido 

imunidade insuficiente. Além disso, há o risco deste tipo de vacina não ser segura quando 

administrada em indivíduos imunosuprimidos (Barrett et al. 2001; Chang et al. 2001; Kinney 

& Huang 2001; Stephenson, 2005; Edelman, 2007).  

 Como alternativa, vários grupos vêm avaliando vacinas inativadas ou de subunidade 

que podem induzir uma resposta imune mais equilibrada contra os 4 sorotipos, sem riscos de 

reversões. Como desvantagem, essas vacinas necessitam de várias doses para induzir uma 

imunidade, que geralmente é pouco duradoura e falham em induzir uma forte resposta celular. 

Testes iniciais com o vírus inativado mostraram que o processo de inativação resulta em perda 

de imunogenicidade (Kinney & Huang 2001; Hombach et al., 2005; Edelman, 2007). 

 A vacina de DNA é uma tecnologia promissora que consiste na inoculação de um 

plasmídeo de expressão contendo o gene de interesse, possibilitando a produção in vivo do 

antígeno desejado e gerando uma resposta imune de amplo espectro e de longa duração. Esta 

estratégia se mostra apropriada em superar a interferência que pode ocorrer no caso das 

vacinas atenuadas tetravalentes contra dengue. Alguns grupos têm demonstrado em modelos 

animais resultados promissores de indução de uma resposta imune protetora contra diversos 

flavivírus, inclusive o vírus da dengue (Phillpotts et al. 1996, Kochel et al. 1997, Colombage 

et al. 1998, Porter et al. 1998; Putnak et al., 2003; Chang et al; 2004; Raviprakashi et al; 

2006). 
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 1.4.1 - Antígenos escolhidos para construção de uma vacina 

 

 Os principais antígenos utilizados em uma vacina contra dengue são as proteínas E e 

NS1, alvos da resposta imune humoral, e a proteína NS3, que parece ser imunogênica, com 

preponderância de epítopos de células T (Figura 1.5) (Mathew et al., 1996; Brinton et al., 

1998; Kurane et al., 1998; Huang et al., 1999; Rothman, 2004).  

 

 
Figura 1.5: Principais alvos da resposta imune contra DENV. Organização do genoma de 

flavivírus mostrando as proteínas virais e os principais alvos da resposta imune humoral e 

celular contra DENV. O genoma do DENV contém um quadro de leitura aberto (do inglês 

open reading frame - ORF) que codifica as proteínas virais C, prM, E, NS1, NS2A, NS2B, 

NS3, NS4A, NS4B e NS5. O símbolo + indica a intensidade da resposta imune (modificado 

de Rothman, 2004).   

 A glicoproteína E, principal constituinte protéico do envelope viral, é um alvo 

imunodominante da resposta humoral contra o vírus da dengue. Estudos tanto in vitro quanto 

in vivo, mostram que anticorpos direcionados contra essa proteína são capazes de neutralizar a 

infecção viral e protegem animais contra o desafio com o vírus. Além disso, anticorpos contra 

essa proteína mostram graus variáveis de reatividade cruzada entre os sorotipos de vírus da 

dengue (Kaufman et al., 1987; Roehrig et al., 1998; Rothman, 2004; Chen et al., 2007b). 

Entretanto, uma vacina baseada na proteína E, que não proteja completamente contra os 4 

sorotipos virais ou cujos anticorpos declinem rapidamente, pode induzir quadros graves da 

doença se considerarmos que a presença de anticorpos contra epítopos não-neutralizantes ou 

em concentrações sub-neutralizantes poderiam levar ao fenômeno de ADE (Halstead & 

O´Rourke, 1977; Halstead, 1979; Stephenson, 2005).  
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 Por outro lado, a utilização de proteínas não estruturais, ausentes da partícula viral, 

contorna o risco da ocorrência de ADE sendo uma opção vantajosa para o desenho de uma 

vacina contra dengue. 

 A proteína NS1 do vírus da dengue foi descrita inicialmente como um antígeno 

solúvel com atividade de fixação de complemento (Schlesinger et al., 1987; Falgout et al., 

1990; Lin et al., 1998). Como informado anteriormente (item 1.2 da introdução), pouco é 

conhecido sobre a função da proteína NS1, que parece estar envolvida nos estágios iniciais da 

replicação viral (Mackenzie et al., 1996; Lindenbach & Rice; 1997; Muylaert et al., 1997; 

Lindenbach & Rice; 1999).    

 Alguns autores sugerem que a NS1 pode estar envolvida na patogênese viral, 

contribuindo para um processo autoimune que resultaria na DHF/DSS. Segundo estes 

trabalhos, anticorpos direcionados contra NS1 poderiam apresentar reação cruzada com 

plaquetas humanas e antígenos de superfície de células endoteliais (Falconar, 1997; Falconar, 

2007). A ligação dos anticorpos a células endoteliais induziria estas a sofrerem apoptose 

mediada por óxido nítrico. Essa destruição vascular poderia interferir na patogênese da 

doença  (Lin et al., 2002). No entanto, a hipótese de autoimunidade gerada contra NS1 é 

contestada e perde sua força quando se compara o tempo em que anticorpos contra NS1 

circulam no organismo e a natureza transitória dos danos homeostáticos e da permeabilidade 

vascular (Stephenson, 2005; Halstead, 2007). Outros estudos ainda sugerem que a própria 

NS1 poderia atuar ativando complemento e formando complexos imunes circulantes 

envolvidos na patogênese da DHF (Avirutnan et al., 2006). 

 Por outro lado, diversos trabalhos indicam que a proteína NS1 é um antígeno 

promissor para o desenvolvimento de uma vacina contra a dengue. Esta proteína é capaz de 

induzir forte resposta humoral durante a infecção viral (Huang et al., 1999; Libraty et al., 

2002). Avaliações iniciais de imunização passiva em camundongos demonstraram a indução 

de proteção via anticorpo (Gould et al., 1986; Schlesinger et al., 1987; Henchal et al., 1988; 

Schlesinger et al., 1993). Estudos com a NS1 de diversos flavivírus, expressa em diferentes 

sistemas recombinantes como Escherichia coli, células de inseto, assim como em vacina de 

DNA, observaram que esta proteína é capaz de induzir uma resposta humoral protetora em 

modelos animais (Schlesinger et al., 1987; Qu et al., 1993, Schlesinger et al., 1993; Lin et al., 

1998; Wu et al., 2003; Hombach et al., 2005; Volpina et al., 2005). Acredita-se que esta 

proteção é mediada por anticorpos não-neutralizantes com atividade de fixação do 

complemento, que levariam à lise das células hospedeiras infectadas (Schlesinger et al., 1987; 

Henchal et al., 1988; Lin et al., 1998).  



 21

 Já a proteína NS3 parece ser particularmente imunogênica, com uma predominância 

de epítopos dominantes para linfócitos CD4+ e CD8+, estimulando a resposta de células T 

vírus-específica e sendo alvo para a ação de células T citotóxicas (Mathew et al., 1996; 

Kurane et al., 1998; Mathew et al., 1998; Rothman, 2004). Células T específicas para DENV 

variam em sua habilidade de reconhecer diferentes sorotipos, dependendo do grau de 

homologia do epítopo. Contudo a reatividade cruzada com múltiplos sorotipos é comum para 

epítopos de proteínas não estruturais altamente conservadas, como no caso da proteína NS3 

(Zivny et al., 1995; Mathew et al., 1996; Kurane et al., 1998; Appanna et al., 2007). Células 

T CD4+ e CD8+ específicas para dengue produzem predominantemente altos níveis de IFN-γ, 

TNF-α e TNF-β, assim como a MIP-1β (proteína inibidora de macrófago 1 β) e se mostraram 

eficientes em lisar células infectadas pelo vírus da dengue in vitro (Zivny et al., 1995; Gagnon 

et al., 1999).  Contudo alguns estudos sugerem que NS3 pode induzir apoptose, podendo estar 

envolvida em mecanismos responsáveis pela patogênese viral (Duarte dos Santos et al., 2000; 

Shafee & AbuBakar, 2003). 

 

1.5 - Vacina de DNA 

 

 A tecnologia da vacinas de ácidos nucléicos teve seu início nos anos 90, quando Wolff 

e colaboradores (1990) inocularam em camundongos, por via intramuscular, plasmídeos de 

expressão em células eucarióticas contendo genes marcadores que codificavam as proteínas 

cloramfenicol acetil transferase, luciferase e β-galactosidade. Este estudo demonstrou que este 

DNA era capturado pelas células musculares que passavam a sintetizar as proteínas 

recombinantes codificadas por esses plasmídeos. A seguir, outro grupo evidenciou que um 

plasmídeo recombinante contendo o gene do hormônio de crescimento humano (hGH) 

inoculado em camundongos era capaz de induzir uma resposta imune específica contra a 

proteína codificada por esse gene (Tang et al, 1992). No ano seguinte, Ulmer e colaboradores 

inocularam em camundongos um plasmídeo que codificava a nucleoproteína do vírus 

influenza e observaram que essa vacina era capaz de induzir células T CD8+ e anticorpos 

específicos, sendo essa resposta imunológica forte o bastante para proteger o camundongo do 

desafio com um subtipo diferente de influenza. A partir destes dados, vários pesquisadores 

começaram a utilizar essa nova tecnologia e demonstraram a eficácia e/ou imunogenicidade 

das vacinas de DNA, não somente contra doenças infecciosas geradas por diferentes 

patógenos, mas também em doenças autoimunes, câncer e alergias (Liu, 2003; Guranathan et 

al., 2000).  



 22

Seguindo a injeção do DNA por via intramuscular, células localizadas no sítio de 

inoculação, como miócitos e queratinócitos, são transfectadas e iniciam a transcrição e 

tradução do antígeno codificado pelo plasmídeo recombinante. A proteína é processada e 

apresentada por moléculas do complexo principal de histocompatbilidade I (MHC-I), mas 

essas células não contêm moléculas co-estimuladoras, necessárias para ativação do linfócito T 

(Figura 1.6). O antígeno também pode se transferido para células apresentadoras de antígeno 

profissionais (APC), em um processo denominado de cross priming. Além disso, as APCs 

podem ser também transfectadas diretamente pelo DNA inoculado (Fu et al., 1997; 

Gurunathan et al., 2000; Srivastava & Liu, 2003). 

 

 
 

Figura 1.6: Célula transfectada pela vacina de DNA. A célula transfectada pelo plasmídeo 

recombinante transcreve o RNA mensageiro que é traduzido na proteína recombinante. Esta 

proteína pode ser processada pela célula hospedeira e ser apresentada pela molécula de  

MHC-I. Além disso, proteínas contendo seqüências sinalizadoras podem ser translocadas pela 

via do retículo endoplasmático e se associar à membrana da célula ou ser secretada 

(modificada de Weiner & Kenned, 1999). 
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Uma das principais características das vacinas de DNA que estimulou muitos grupos a 

utilizarem essa nova tecnologia foi a habilidade de levar à expressão endógena do antígeno, 

semelhante ao que ocorre durante uma infecção viral natural, sendo capaz de ativar uma 

resposta imune de amplo espectro, humoral e celular, incluindo a ativação de células T 

citotóxicas. Essa resposta pode ser bastante vantajosa, principalmente no desenvolvimento de 

vacinas contra patógeno de replicação intracelular como os vírus, em que células citotóxicas 

reconhecem e lisam células do hospedeiro infectadas, participando do processo de eliminação 

da infecção. Somado a isso, a produção endógena do antígeno possibilita que a proteína 

recombinante apresente conformação semelhante à apresentada durante a infecção natural 

(Ulmer et al. 1996, Davis & McCluskie 1999; Srivastava & Liu, 2003).  

A indução de uma resposta imune de amplo espectro fornece vantagens em 

comparação às vacinas clássicas de subunidade ou inativadas que induzem principalmente 

uma resposta de anticorpos. Por outro lado, as vacinas de DNA não apresentam problemas 

relacionados às vacinas de organismos atenuados, como a possibilidade de reversão para 

forma patogênica do agente infeccioso, a inativação térmica e a restrição de uso em 

indivíduos imuno comprometidos (Davis & Whalen 1995, Dertzbaugh 1998). Somado a isso, 

as vacinas de DNA são seguras ao serem manipuladas, estáveis a variações de temperatura, de 

produção barata quando comparada a outras vacinas e permitem uma rápida seleção de 

seqüências a serem avaliadas (Chang et al. 2001). 

 

1.5.1 - Fatores que influenciam a resposta imune  

 

1.5.1.1 – Características do vetor  

 

Os plasmídeos utilizados nas vacinas de DNA contêm basicamente os elementos 

necessários para sua produção em bactéria, como uma origem de replicação bacteriana e um 

gene marcador seletivo, que freqüentemente confere resistência a algum antibiótico, e os 

elementos necessários para expressão do antígeno recombinante na célula hospedeira, como 

um promotor forte, uma seqüência enhancer e seqüências terminais de poliadenilação, além 

do gene que codifica a proteína de interesse (Lemieux 2002; Srivastava & Liu 2003; Liu & 

Ulmer, 2005).   

Inicialmente, acreditava-se que o plasmídeo funcionaria apenas como um veículo para 

produção do antígeno recombinante. Contudo, vários estudos demonstram que o DNA 

plasmidial pode conter seqüências denominadas CpGs que estimulam a imunidade inata, 
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contribuindo para um aumento na resposta imune específica ao antígeno (Krieg, 2002; 

Verthelyi & Klinman, 2003; Beláková et al., 2007). Estas seqüências foram inicialmente 

observadas no gene que confere resistência a ampicilina (Sato et al., 1996). As sequências 

CpGs não metiladas são reconhecidas principalmente pelos receptores Toll-Like-9 (TLR-9) e 

funcionam como adjuvantes nas vacinas de DNA, além de serem potentes estimuladores de 

proliferação de células B em estudos in vitro (Hemmi et al., 2000; Modlin, 2000; Krieg, 2002; 

Verthelyi & Klinman, 2003; Beláková et al., 2007). 

O desenho básico de uma vacina de DNA é relativamente simples e se baseia em um 

gene alvo clonado em um vetor de expressão em célula de mamífero. Entretanto, é possível 

alterar o desenho deste gene retirando regiões prejudiciais à expressão da proteína ou 

incorporando seqüências que sinalizam para diferentes compartimentos celulares como a 

membrana plasmática, retículo endoplasmático, núcleo ou secreção para o meio extracelular 

(Figura 1.6) (Rodriguez & Whitton, 2000). Como conseqüência, essas diferenças afetam a 

forma de apresentação do antígeno ao sistema imunológico influenciando na resposta imune 

gerada (Alves et al, 1999; Liu, 2003; Donelly et al., 2005). A inclusão de seqüências sinais 

secretoras, assim como a adição da seqüência LAMP (lysosomal-associated membrane 

protein) que direciona o antígeno para compartimentos especializados contendo MHC-II, leva 

a um aumento significativo dos níveis de anticorpos específicos (Leitner et al., 1997; Alves et 

al, 1999; Wang et al., 2004a; Anwar et al., 2005). Por outro lado, o direcionamento da 

proteína para a via de degradação ubiquitina (Ub)/proteosoma através da construção de 

proteínas fusionadas a ubiquitina, aumenta a resposta T citotóxica contra o antígeno 

(Rodriguez et al., 1997; Donelly et al., 2005; Dobanõ et al., 2007). Outra metodologia 

empregada por alguns grupos é a substituição de nucleotídeos, de forma a modificar os 

códons originais, trocando-os por outros mais utilizados pelo organismo hospedeiro. Essas 

substituições geralmente levam a um aumento na expressão da proteína recombinante (zur 

Megede et al., 2000; Lemieux, 2002). 

 

1.5.1.2 – Administração das vacinas de DNA 

 

Outro fator que pode alterar o padrão da resposta imune gerada é a variação na via de 

administração do plasmídeo recombinante, assim como sua forma de apresentação (DNA 

descoberto ou incorporado a veículos abióticos ou vivos). 

A forma mais utilizada de administração do DNA plasmidial é a via parenteral, que 

inclui as inoculações intramuscular (i.m.), intradérmica (i.d.) e por biobalística. Esta última 
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consiste na utilização de partículas de ouro cobertas com o DNA plasmidial, que são 

empurradas por pressão de Hélio ou CO2, para dentro da pele através de uma pistola (Gene 

Gun)(Shedlock & Weiner, 2000). 

O uso de agulha para injetar uma solução aquosa de DNA plamidial em tecidos é um 

caminho relativamente simples e efetivo de inoculação das vacinas de DNA. A injeção i.d., 

principalmente, na transfecção de fibroblastos e queratinócitos, enquanto que na injeção i.m. 

leva predominantemente a transfecção de miócitos. Nas imunizações i.m. aparentemente 

poucas células dendríticas são transfectadas diretamente, contudo estas são capazes de 

apresentar o antígeno, devido ao cross-priming a partir dos miócitos transfectados (Dupuis et 

al., 2000; Gurunathan et al., 2000; Shedlock & Weiner, 2000; Donelly et al., 2005). Durante 

o bombardeamento da epiderme com DNA plasmidial por Gene Gun, ocorre a transfecção 

direta de queratinócitos, assim como de células de Langerhans. Estas últimas migram 

rapidamente para os linfonodos locais, o que parece aumentar a eficiência das imunizações 

por este método, que utiliza cerca de 100 a 1000 vezes menos quantidade de DNA quando 

comparado às injeções intramusculares e intradérmicas (Robinson & Torres, 1997; Porgador 

et al., 1998;  Shedlock & Weiner, 2000).  

Uma variação promissora das técnicas de inoculação parenteral é a eletroporação. 

Estudos indicam que a eletroporação aumenta cerca de 6-34 vezes a entrada do DNA, quando 

comparada à injeção i.m., levando a um aumento na expressão da proteína recombinante e nos 

níveis da resposta imune (Widera et al., 2000; Wang et al., 2004b; Luckay et al., 2007).  

A inoculação do plasmídeo recombinate por vias parenterais geralmente não é capaz 

de ativar de forma eficiente a imunidade de mucosa. Considerando que uma grande parte dos 

patógenos entra no organismo hospedeiro através das mucosas, vários grupos têm utilizado 

métodos não invasivos envolvendo a aplicação do DNA em superfícies de mucosa, incluindo 

a intranasal, a oral e a intravaginal. Vários destes estudos têm demonstrado a indução de 

resposta antígeno específica local e sistêmica (Kozlowski et al., 1997; Sasaki et al., 1998; 

McCluskie & Davis, 1999). 

Devido à variação na população de células produtoras do antígeno recombinante 

codificado pelas vacinas de DNA, as diferentes vias de inoculação geram uma resposta imune 

variada. Estudos indicam que o gene-gun induz preferencialmente uma resposta imune 

humoral, caracterizada por uma progressão rápida de células T helper 2 (Th2), associada à 

produção de anticorpos IgA e IgG1. Inversamente, a injeção intramuscular geralmente resulta 

na indução de uma resposta celular, com proliferação preferencialmente de linfócitos Th1, 

linfócitos citotóxicos e anticorpos IgG2a (Shedlock &Weiner, 2000). Contudo, este é apenas 
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um dos fatores que influencia no padrão da resposta imune gerada e a combinação de outros 

parâmetros também pode alterar esse padrão.  

Estudos de biodistribuição mostraram que grande parte do plasmídeo inoculado no 

organismo hospedeiro é rapidamente perdida (Sheets et al., 2006; Donelly et al., 2005). 

Várias formulações compostas de DNA plasmidial incorporado a veículos abióticos como 

lipídios catiônicos, lipossomos ou microesferas foram desenvolvidas visando evitar a 

degradação do DNA e aumentar a eficiência de células do hospedeiro. Estas formulações 

podem ser liberadas por via parenteral ou na superfície de mucosas (McCluskie & Davis, 

1999; Donelly et al., 2005).  

Outra estratégia promissora que vem sendo utilizada com sucesso para diferentes 

patógenos é a combinação de sistemas heterólogos de vacinas denominada prime-boost. Esta 

abordagem consiste em imunizar um organismo contra determinado antígeno utilizando um 

vetor e depois dar o reforço direcionado contra o mesmo antígeno utilizando outro sistema 

(Woodland, 2004). Particularmente, o uso da vacina de DNA para “primar” a resposta imune 

humoral e principalmente celular seguido de uma vacina viral recombinante como reforço 

vem se mostrando efetiva em induzir uma resposta mais forte e ampla quando comparado 

com ensaios em que a mesma vacina é administrada nas doses de reforço. Esta combinação 

vem sendo amplamente utilizada em ensaios clínicos para diferentes patógeno com o objetivo 

de melhorar a resposta imune gerada em humanos (Shilver et al., 2002; McConkey et al., 

2003; Robinson, 2003)  

 

 1.5.2 - Ensaios clínicos de vacinas de DNA 

 

 Durante a década passada, ensaios de vacinas de DNA em modelos animais, geraram 

resultados tão promissores que impulsionaram o rápido desenvolvimento de ensaios clínicos. 

Vários destes ensaios têm investigado a utilidade das vacinas de DNA contra o vírus 

influenza, o vírus da hepatite B, o papilomavirus humano (HPV), o vírus da imunodeficiência 

humana (HIV), malária, assim como contra doenças neoplásicas (Rottinghaus et al., 2003; 

Drape et al., 2006; Burgers et al., 2006; Beláková et al., 2007).   

Entretanto, estudos clínicos iniciais utilizando vacinas de DNA inoculadas por via i.m. 

ou i.d. sugeriram que estas não seriam tão imunogênicas em humanos, quando comparada à 

resposta gerada em camundongos. Uma das dificuldades observadas diz respeito à baixa 

eficiência de transfecção das células hospedeiras em humanos, mesmo quando foram 

utilizadas altas doses de DNA (Liu & Ulmer, 2005). Dessa forma, várias estratégias têm sido 
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avaliadas na intenção de aumentar a potência das vacinas de DNA como utilização de 

diferentes métodos de inoculação como, por exemplo, a eletroporação (Widera et al., 2000); 

co-administração de plasmídeos que codificam citocinas ou uso de adjuvantes (Lemieux, 

2002); adição de seqüências imunoestimudoras CpGs (Krieg, 2001); utilização de carreadores 

como lipossomos catiônicos (Fuller et al., 2006); e a administração combinada de diferentes 

tipos de vacinas recombinantes em experimentos de dose e reforço (prime-boost)(Woodland, 

2004). 

Até maio de 2007, foram registrados aproximadamente 40 ensaios clínicos de vacinas 

de DNA. Alguns desses ensaios estão direcionados à avaliação de vacina contra doenças 

infecciosas como hepatite B, malária, febre hemorrágica do vírus Ebola, inclusive contra a 

infecção pelo flavivírus WNV, sendo que a maioria avalia vacinas contra o HIV-1 (Beláková 

et al., 2007). Devido à quantidade cada vez maior de ensaios clínicos baseados nesta 

tecnologia, torna-se necessária a avaliação de algumas questões relativas à segurança destas 

vacinas.  

Diversos grupos têm avaliado a possibilidade de integração do DNA plasmidial no 

genoma hospedeiro, em uma variedade de vacinas e modelos animais, mas até o momento 

praticamente nenhum evento de integração foi detectado (Manam et al., 2000; Kang et al., 

2003; Liu & Ulmer, 2005; Coelho-Castelo et al., 2006; Sheets et al., 2006; Pelizon et al., 

2007). Somente Wang e colaboradores (2004b) observaram raros eventos de integração 

quando uma vacina de DNA foi administrada pela técnica de eletroporação, que eleva 

bastante os níveis de transfecção quando comparada a inoculação por injeção. Outra 

preocupação é a possibilidade de gerar anticorpos anti-DNA, que poderiam causar quadros de 

auto-imunidade. Entretanto, não houve relato de indução de auto-anticorpos patogênicos em 

qualquer um dos modelos avaliados. Além disso, não foi observado indução de tolerância 

imunológica, indicando que estas vacinas são seguras para uso em humanos (Liu & Ulmer, 

2005). 

 

 1.5.3 - Vacinas de DNA contra flavivírus  

 

Os flavivirus são um grupo de vírus de grande importância médica, sendo um dos 

principais alvos de desenvolvimento de vacinas de DNA. Grande parte destes trabalhos utiliza 

as proteínas de superfície prM e E como antígeno para construção de uma vacina e avalia 

principalmente a produção de anticorpos neutralizantes contra o vírus, assim como a proteção 

em modelos animais. Estes estudos têm demonstrado a indução de níveis variáveis de 
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proteção flavivírus-específica em camundongos, suínos, cavalos e primatas não humanos, 

dependendo da abordagem estabelecida (Phillpotts et al. 1996, Colombage et al.1998, Porter 

et al. 1998, Kochel et al. 2000, Konishi et al. 2000, Kaur et al., 2004; Bharati et al., 2005; Wu 

et al., 2006; Ishikawa et al., 2007).  

Algumas análises também foram realizadas utilizando proteínas não estruturais de 

flavivírus, incluindo a proteína NS1. Lin e colaboradores (1998) imunizaram camundongos 

com um plasmídeo recombinante codificando a proteína NS1 do vírus da encefalite japonesa e 

demonstraram a indução de uma resposta imune protetora contra o desafio com doses letais 

deste vírus. Estudos de desenvolvimento de vacinas de DNA contra o vírus da encefalite 

transmitida por carrapato (TBE – tick-borne encephalitis) também foram realizados e 

confirmaram o potencial protetor quando testado em camundongos (Timofeev et al., 2004; 

Aleshin et al., 2005). Um desses trabalhos utilizando a estratégia de prime-boost, com vacina 

de DNA combinada a vírus vaccinia recombinante mostrou que esta estratégia é capaz de 

gerar altos níveis de proteção em modelo animal. Tal proteção foi maior quando comparada 

ao uso das mesmas vacinas em testes separados (Aleshin et al., 2005).  

Além disso, estudos com as proteínas NS3, NS4 e NS5 do vírus da hepatite C 

verificaram a indução de uma resposta celular e proteção dos animais contra a formação e 

crescimento de tumor causado pela infecção com este vírus (Encke et al. 1998, Cho et al. 

1999). Estes resultados estimulam o estudo destes antígenos flavivirais no desenvolvimento 

de uma vacina de DNA contra o vírus da dengue. 

Em 2006, foi licenciada uma vacina de DNA de uso veterinário em eqüinos contra um 

flavivírus, o vírus do Oeste do Nilo (do inglês West Nile Vírus - WNV), sendo esta a primeira 

vacina de DNA a ser licenciada (Davis et al., 2001). Esta vacina, baseada nas proteínas prM e 

E, também tem se mostrado protetora contra a infecção letal do vírus em pássaros (Chang et 

al. 2007), contudo ela ainda não está sendo comercializada (Petersen & Roehring, 2007).  

Além disso, resultados dos testes clínicos de fase 1 de uma vacina de DNA contra este 

flavivírus, baseada em um plasmídeo análogo ao utilizado na vacina eqüina licenciada, 

mostraram a indução de anticorpos neutralizantes nos voluntários, com níveis similares aos 

identificados como protetores na vacina eqüina (Martin et al., 2007). Tais resultados 

significam um grande avanço científico na produção de uma vacina de DNA contra um 

flavivírus (Petersen & Roehring, 2007).  
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1.5.3.1 – Vacinas de DNA contra a dengue 

 

Semelhante aos outros flavivírus, as vacinas de DNA contra o DENV se baseiam 

predominantemente nos principais alvos da resposta imune humoral contra DENV, as 

proteínas E e NS1 (Kinney et al., 2001). Estudos avaliando vacinas de DNA tetravalentes 

baseadas na proteína E ou somente no domínio III desta proteína, envolvido na interação com 

o receptor da célula alvo, mostram a indução de anticorpos neutralizantes e proteção contra os 

4 sorotipos do vírus em camundongos, apesar desses níveis de proteção contra os diferentes 

sorotipos variarem (Mota et al., 2005; Konish et al., 2006; Chen et al., 2007b). A inoculação 

de vacinas de DNA monovalentes, que codicam as proteínas prM e E, em primatas não 

humanos também tem se mostrado promissora na indução de proteção contra viremia, 

principalmente em esquemas de imunização do tipo prime-boost (Kochel et al., 2000; Putnak 

et al., 2003; Chen et al., 2007a). 

Contudo, devido o risco de anticorpos não-neutralizantes contra a proteína E poderem 

levar ao aumento da replicação viral, a utilização de proteínas não estruturais, ausentes da 

partícula viral, seria uma opção vantajosa para o desenho de uma vacina contra dengue.  

Até o momento não há nenhum trabalho que utilize o antígeno NS3 de DENV em 

vacinas de DNA e demonstre que este é capaz de induzir proteção. Por outro lado, alguns 

grupos têm utilizado NS1 como antígeno na formulação de vacinas de DNA (Wu et al., 2003; 

Timofeev et al., 2004; Mellado-Sánchez et al., 2005). Em um destes estudos, a imunização de 

camundongos com um plasmídeo que codifica a proteína NS1 de DENV-2 gerou proteção em 

camundongos desafiados com doses letais de DENV-2 (Wu et al., 2003). 

Baseado nestas evidências, no presente trabalho foram construídos diferentes 

plasmídeos de expressão eucariótica contendo os genes ns1 e ns3 do vírus da dengue, sorotipo 

2, com o objetivo de avaliar as respostas imunes induzidas em camundongos e a capacidade 

protetora destas vacinas de DNA. As construções baseadas na proteína NS1 contêm 

seqüências sinais que mimetizam a sua produção durante a infecção viral, enquanto que os 

plasmídeos baseados em NS3 contêm diferentes domínios funcionais desta proteína. 
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2 – OBJETIVOS 

 

2.1 - Objetivo Geral: Avaliar o potencial de vacinas de DNA que codificam as proteínas NS1 

e NS3 na ativação de respostas imunes eficientes e protetoras contra o vírus da dengue. 

 

2.2 - Objetivos específicos: 

 

1 - Clonar a região que codifica a proteína NS1 de DENV-2, fusionada a diferentes 

seqüências de sinalização celular, nos plasmídeos pcTPA e pcDNA3. 

2 – Clonar as seqüências que codificam a proteína NS3 de DENV-2 inteira e seus domínios 

funcionais (domínio proteolítico, domínio helicase/NTPase/RTPase, e as regiões N e C 

terminais geradas naturalmente pela clivagem da proteína NS3 durante a infecção viral), no 

plasmídeo pcTPA. 

3 - Analisar a expressão das proteínas recombinantes em culturas de célula de mamífero 

transfectadas com os diferentes plasmídeos construídos. 

4 - Avaliar o perfil da resposta imune humoral em camundongos inoculados com os 

plasmídeos contendo a seqüência que codifica a proteína NS1. 

5 – Avaliar a proteção, intra- e interespecífica gerada pelas diferentes vacinas, pela realização 

de desafios com os vírus DENV-1 e DENV-2. 

6 – Analisar a participação do complemento na proteção gerada pela proteína NS1 
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3 - MATERIAL E MÉTODOS 

 

A maior parte da metodologia utilizada para obtenção dos resultados referentes ao 

gene NS1 está descrita nos artigos 1, 2 e 3 da seção “resultados”. Contudo, experimentos 

iniciais de cálculo de LD50 de DENV-1 e DENV-2 inoculados por via intracerebral (i.c.) em 

camundongos BALB/c, as avaliações de citotoxicidade mediada pelo complemento e por 

anticorpos direcionados contra a proteína NS1 e o desafio por via i.c. com DENV-1 não foram 

descritos nos artigos publicados e serão apresentados abaixo. 

Os ensaios realizados com o gene NS3, que ainda não estão compilados sob a forma 

de manuscrito, também estão descritos nesta seção.  

 

3.1 – Meios de cultura e soluções 

 

 3.1.1 - Ampicilina (1000 X) 

 100 mg de ampicilina 

 1 mL de água deionizada 

 Esterilizar por filtração (membrana de 0,22 µm) 

 

 3.1.2 - Gel de agarose 1% 

 1 g de agarose em 100 mL de TAE 

  

 3.1.3 - Meio 199 com sais de Earle (para inocular em camundongos) (1 L) 

 100 mL de meio 199 com sais de Earle 10 X (SIGMA) 

 25 mL de NaHCO3 4,4%, pH 7,0 

 5% de soro fetal bovino (SFB) 

 Completar volume com água bidestilada 

 Todo material usado foi previamente esterilizado 

 

 3.1.4 - Meio 199 com sais de Earle completo (1 L) 

 100 mL de meio 199 com sais de Earle 10 X 

 25 mL para sistema aberto ou 50 mL para sistema fechado de NaHCO3 4,4%, pH 7,0 

 10 mL de gentamicina 4 mg/mL 

 1 mL de fungizona 500 mg/mL 

 5% de SFB 
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 Completar volume com água bidestilada 

 Todo material usado foi previamente esterilizado 

  

 3.1.5 - Meio DMEM (1 L) 

 10 g de DMEM (SIGMA) 

 2,2 g de Ca(HCO2)2 

 2 g de HEPES 

 Água deionizada  

 Ajustar para pH 7,4 

 Completar volume com água deionizada 

 Esterilizar por filtração (membrana de 0,22 µm) 

 

 3.1.6 - Meio LB (Luria Broth) (1 L) 

 10 g de triptona 

  5 g de extrato de levedura   

 10 g de NaCl 

 Completar volume com água deionizada 

 Esterilizar por autoclavação a 120º C por 15 min 

 

 3.1.7 - Meio LB sólido 

 Adicionar 15 g de bacto-agar a cada 1 L de meio LB líquido 

 Esterilizar por autoclavação a 120º C por 15 min 

 

 3.1.8 - Meio TB líquido (1 L) 

 12 g de triptona 

 24 g de extrato de levedura 

 4 mL de glicerol 

 Completar volume com água deionizada para 900 mL 

 Esterilizar por autoclavação a 120º C por 15 min 

 No momento do uso, adicionar 100 mL de solução 0,17 M de KH2PO4 e 0,72 M de 

 K2HPO4  previamente esterilizado por autoclavação 
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 3.1.9 - PBS 1X (1 L) 

 8 g de NaCl 

 0,2 g KCl  

 1,44 g Na2HPO4 

 0,24 g KH2PO4  

 Ajustar pH 7,4 

 Completar volume com água deionizada 

 

 3.1.10 - Quetamina/xilasina (1 mL) 

 150 µL de quetamina 10% 

 40 µL de xilasina 10% 

 Completar volume com solução salina comercial 

  

3.1.11 - Solução salina BSS (1L) 

 8 g de NaCl 

 0,4 g de KCl 

 0,012 g de CaCl2 

 0,154 g de MgSO4.7H2O 

 0,39 g de Na2HPO4.12H2O 

 0,15 g de KH2PO4  

 1,1 g de glicose  

 0,0025 g de vermelho de fenol 

 Ajustar pH 7,4 

 Completar volume com água Deionizada 

 Esterilizar por filtração (membrana de 0,22 µm) 

 

 3.1.12 - Solução salina BSS-CMF (1 L) 

 8 g de NaCl  

 0,4 g de KCl  

 0,1 g de Na2SO4  

 0,39 g de Na2HPO4.12H2O  

 0,15 g de KH2PO4  

 1,1 g de glicose  

 0,0025 g de vermelho de fenol  
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 Ajustar pH 7,4 

 Completar volume com água Deionizada 

 Esterilizar por filtração (membrana de 0,22 µm) 

 

 3.1.13 – TAE (1 L) 

 4,84 g de Trizma-base 

 1,14 mL de ácido acético glacial 100% 

 2 mL/L de EDTA 0,5 M (pH 8,0)  

 Completar volume com água deionizada 

 Corado com 0,5 µg/mL de brometo de etídeo 

 

 3.1.14 - Tripsina (100 mL) 

 10 mL de tripsina-EDTA 10x (Invitrogen)  

 Completar volume com tampão BSS-CMF 

 Esterilizar por filtração (membrana de 0,22 µm) 

  

3.2 – Células e Vírus 

 

A cepa DH5α de Escherichia coli foi utilizada para clonagem e amplificação dos 

plasmídeos recombinantes e controles nos experimentos referentes à região NS3, de forma 

semelhante à descrita nos artigos 1 e 3 relativos à NS1.  

Células de rim de hamster neonato BHK-21 (ATCC) foram utilizadas para análise da 

expressão in vitro das proteínas recombinantes. 

Para os ensaios de lise celular mediada por anticorpos foram utilizadas células 

epiteliais de rim de macaco verde africano Vero (ATCC). Estas células também foram usadas 

para titulação de DENV-1 e DENV-2 após os experimentos de desafio por via i.c. 

A linhagem de DENV-2 New Guinea (NCG) (GenBank M29095) foi utilizada para 

clonagem das seqüências que codificam regiões da proteína NS3 de modo semelhante ao 

descrito nos artigos 1, 2 e 3. Culturas de células do mosquito Aedes albopictus (C6/36) 

infectadas por esses vírus foram cedidas pela Dra. Rita Nogueira do Laboratório de 

Flavivírus, IOC/FIOCRUZ para extração do RNA viral. Além disso, esta linhagem viral 

também foi empregada nos experimentos de avaliação da lise celular mediada por anticorpos. 

Os ensaios de desafio por via i.c. com DENV-2 foram realizados com a linhagem 

DENV-2 NGC neuroadaptado a camundongos. Os testes de desafio com DENV-1 foram 
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realizados com a linhagem Mochizuki (GenBank AB074760), também adaptada a 

camundongo. Ambos os vírus neuroadaptados foram obtidos no Laboratório de Tecnologia 

Virológica (LATEV), de BioManguinhos/FIOCRUZ 

 

3.3 – Animais 

 

Todos os experimentos com animais foram realizados com camundongos BALB/c 

SPF (specific pathogen free) machos, provenientes do biotério do Centro Multidisciplinar 

para Investigação Biológica (CEMIB), Campinas, SP. Os experimentos com os animais foram 

realizados segundo os princípios éticos determinados pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da Fiocruz (licença no P0104-02). 

 

3.4 – Plasmídeos 

 

 Para a construção dos diversos plasmídeos recombinantes foram utilizados os 

plasmídeos pcDNA3 e pcTPA. O plasmídeo pcDNA3 (Invitrogen) contém a região promotora 

derivada do citomegalovírus humano (CMV), um sítio múltiplo de clonagem, a seqüência de 

poliadenilação do hormônio de crescimento bovino (do inglês Bovine Growth Hormone -   

BGH) e o gene que confere resistência a neomicina, para a expressão de proteínas heterólogas 

em células de mamífero. Além disso, este plasmídeo também contém a origem de replicação 

em células procarióticas (ColE1) e o gene que confere resistência a ampicilina, utilizados para 

a seleção de bactérias contendo tal plasmídeo.  

 O plasmídeo pcTPA foi construído anteriormente pelo nosso grupo a partir do 

pcDNA3, com a inserção da seqüência que codifica o peptídeo sinal do ativador de 

plasminogênio de tecido humano (t-PA), a jusante da região promotora do CMV (Figura 3.1). 

A seqüência sinal t-PA foi inserida com o objetivo de direcionar as proteínas recombinantes 

para a via de secreção. 

 

 

 

 

 

 

 



 37

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1: Representação esquemática da construção pcTPA. A seqüência que codifica o 

peptídeo sinal do t-PA, amplificada por PCR foi clonada entre os sítios de reconhecimento 

das enzimas Hind III e Eco RV do plasmídeo pcDNA3, originando o plasmídeo pcTPA.        

P CMV - promotor do CMV; t-PA – seqüência que codifica o peptídeo sinal do ativador de 

plasminogênio de tecido humano; BGH polyA – região de poliadenilação do BGH;  ColE - 

origem de replicação em células procarióticas; Neo - gene que confere resistência a 

neomicina; SV40 poly A - região de poliadenilação do vírus símio 40 (do inglês Simian Virus 

40 - SV 40) 

 

 

3.5 – Cálculo da LD50 de DENV neuroadaptado 

 

A neurovirulência de DENV neuroadaptado foi avaliada em camundongos BALB/c 

machos com 8 semanas de idade. Grupos de animais (n = 10) foram inicialmente anestesiados 

com uma mistura de quetamina/xilasina e a seguir inoculados pela via i.c. com 30 µL de 

DENV diluído (diluições seriadas) em meio 199 com sais de Earle, a partir do estoque viral. 

Como controle negativo, um grupo de animais foi inoculado somente com o meio de cultura. 

O inóculo viral foi titulado em células Vero, imediatamente depois do ensaio de desafio, pela 

equipe do Dr. Marcos Freire, no LATEV em Bio-Manguinhos.  

A mortalidade dos animais de cada grupo foi avaliada diariamente durante 21 dias. 

Após esse período, os animais que sobreviveram foram eutanasiados. A LD50 foi determinada 

pela correlação entre a diluição viral e a razão entre mortos e sobreviventes, de acordo com o 

método de Reed & Muench (1938). 

Neo SV40 poly A 

Amp 

Col E1 

pcTPA 
5440 pb 

P CMV 

BGH Poly A  

t-PA 
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3.6 – Construção dos plasmídeos contendo seqüências que codificam a proteína NS3 

inteira ou somente partes desta  

 

Os experimentos de clonagem das seqüências que codificam a proteína NS3 ou seus 

domínios, purificação dos plasmídeos e expressão in vitro das proteínas recombinantes e 

desafio por via i.c. foram conduzidos de forma semelhante aos experimentos descritos nos 

artigos 1 e 3 da seção “resultados”. O resumo da metodologia empregada, assim como as 

variações de protocolo específicas para a região NS3 estão apresentados nos itens abaixo. 

  

 3.6.1 – Clonagem das seqüências que codificam a proteína NS3 inteira ou seus 

domínios 

 

 A proteína viral NS3 possui diferentes domínios que atuam no ciclo de replicação do 

vírus da dengue. Considerando esses domínios e as frações geradas naturalmente pela 

clivagem de NS3 em células infectadas por DENV, seqüências que codificam diferentes 

porções desta proteína foram clonadas no plasmídeo de expressão em células eucarióticas, 

pcTPA (derivado do pcDNA3, Invitrogene), a jusante da seqüência do peptídeo t-PA, que 

funciona como sinal de secreção.  

O RNA total de células C6/36 de Aedes albopictus infectadas com DENV-2 Nova 

Guiné (NGC) foi extraído com Trizol (Invitrogen), de acordo com as recomendações do 

fabricante e ressuspenso em 20 µL de água livre de RNAse.  Uma mistura contendo 4 µL do 

RNA total e 10 pmoles do oligonucleotídeo iniciador 5’-GGGGGATATCGATAGTGGTT 

GCGTTG-3’, que pareia no início do gene NS1 [ (nucleotídeos 2422 a 2437 do genoma de 

DENV-2 NGC (Irie et al., 1989)] foi incubada por 10 mim a 65º C e a seguir colocada em 

gelo. A essa mistura foram adicionadas 200 U da enzima transcriptase reversa M-MLV 

(Invitrogene), 4 µL do tampão 5X (Invitrogene), 2 µL de DTT 0,1M, 8 µL de dNTP 1,25 mM 

e 0,6 µL do inibidor RNAguard (Invitrogene) e a reação foi incubada por 1 h a 37º C. Após a 

inativação da enzima a 65º C por 10 minutos, o cDNA foi utilizado como molde para 

amplificação das construções de NS3 pela reação em cadeia da polimerase (PCR). A tabela 

3.1 mostra os oligonucleotídeos senso e anti-senso utilizados na construção de cada plasmídeo 

recombinante. Uma preparação (50 µL) contendo 10 µL de cDNA, 10 mM de dNTPs,          

10 pmoles de cada oligonucleotídeo, 2,5 unidades de Taq DNA polimerase Platinun 

(Invitrogene) e 10 µL do tampão 5X (Invitrogene) foi submetida à PCR no termociclador 

GeneAmp PCR System (Applied Biosystems). Foi realizada uma incubação inicial de 3 min a 
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94º C seguida de 30 ciclos de amplificação (2 min a 92º C; 1 min a 55º C; 2 min a 72º C) e 

incubação final a 72º C por 5 min. Os fragmentos amplificados foram submetidos a 

eletroforese em gel de agarose 1% dissolvido em tampão TAE 1X corado com brometo de 

etídeo, de acordo Sambrook e colaboradores (1989). A extração destes fragmentos do gel e 

sua purificação foram realizadas com o auxílio do kit Geneclean (Bio 101 System), conforme 

recomendações do fabricante e o DNA foi ressuspenso em 20 µL de água deionizada, livre de 

nucleases.  

 

Plasmídeo 
recombinante 

Oligonucleotídeos Região amplificada  

pcTPANS3 Senso: 5’-GGGGGATATCGCTGGAGTATTGTGGG-3’ 
                             Eco RV 
Anti-senso: 5’-GGGGTCTAGATTACTTTCTTCCAGCTGCA-3’ 
                                       Xba I 

NS3 inteira 
(nucleotídeos 4522- 6375) 

pcTPANS3H Senso: 5’-GGGGATATCAGAAAATTGACCATCATGG-3’ 
                           Eco RV 
Anti-senso: 5’-GGGGTCTAGATTACTTTCTTCCAGCTGCA-3’ 
                                      Xba I 

 Domínios 
helicase/NTPase/RTPase 
(nucleotídeos 5077-6375) 

pcTPANS3P Senso: 5’-GGGGGATATCGCTGGAGTATTGTGGG-3’ 
                               Eco RV 
Anti-senso: 5’-GGGTCTAGATTACTTTCGAAAAATGTCATC-3’ 
                                    Xba I 

Domínio protease 
(nucleotídeos 4522-5076) 

pcTPANS3N Senso: 5’ GGGGGATATCGCTGGAGTATTGTGGG 3’ 
                             Eco RV 
Anti-senso: 5’GGGGTCTAGATTATCTTCTTTGTGCTGC 3’ 
                                     Xba I 

Porção N terminal gerada pela  
clivagem da NS3 

(nucleotídeos 4522-5895) 

pcTPANS3C Senso: 5’GGGGGATATCGGGAGAATAGGAAGAAATC 3’ 
                            Eco RV 
Anti-senso: 5’GGGGTCTAGATTACTTTCTTCCAGCTGCA 3’ 
                                     Xba I 

Porção C terminal gerada pela  
clivagem da NS3 

(nucleotídeos 5896-6375) 

 

Tabela 3.1: Construções dos plasmídeos recombinantes compreendendo as seqüências 

que codificam a proteína NS3 ou partes desta. A primeira coluna indica o nome das 

construções recombinantes. Na segunda coluna estão representados os oligonucleotídeos 

senso e anti-senso utilizados para amplificação dos fragmentos desejados, contendo os sítios 

de restrição para as enzimas EcoRV e Xba I, respectivamente. O códon de término de 

tradução, presente nos oligonucleotídeos anti-senso está representado em negrito. A terceira 

coluna indica as regiões amplificadas com cada par de oligonucleotídeos. As posições dos 

oligonucleotídeos foram estabelecidas de acordo com o genoma de DENV-2 NGC (Irie et al., 

1989). 
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Os fragmentos amplificados, assim como o plasmídeo pcTPA, foram digeridos com as 

enzimas Eco RV e Xba I (Invitrogene) a 37º C por 2 h, de acordo com as indicações da 

Invitrogene. As amostras digeridas foram novamente purificadas utilizando o sistema 

Geneclean (Bio 101 System). Para ligação dos fragmentos ao plasmídeo pcTPA foi utilizado 

o kit Ready-to-go T4 DNA ligase (Amersham Biosciences). A reação de ligação, constituída 

de 1 µg total de DNA (na proporção de 3 moléculas de insertos : 1 molécula de pcTPA) em 

volume total de 20 µL, ocorreu a 16º C, por 1 h. Bactérias Escherichia coli DH5α, 

quimicamente competentes, foram transformadas por choque térmico com os produtos da 

ligação e plaqueadas em meio sólido LB. As colônias obtidas foram crescidas em meio 

líquido LB contendo 100 µg/ mL de ampicilina e os plasmídeos purificados por preparação 

em pequena escala utilizando o kit Flexiprep (GE Healthcare). Os clones recombinantes 

foram selecionados por migração em gel de agarose e digestão com as enzimas de restrição 

Eco RV e Xba I, para liberação do inserto. 

A clonagem dos diferentes fragmentos da região NS3 foi confirmada por 

sequenciamento (Sanger et al 1992), utilizando 200–250 ng de DNA plasmidial e 3,2 pmoles 

do oligonucleotídeo apropriado (tabela 3.2.), utilizando o sistema “ABI PRISM dye 

terminator cycle sequence core kit” (Applied Biosystems), segundo as recomendações do 

fabricante. As amostras foram seqüenciadas no seqüenciador automático ABI PRISM 3100 

(Applied Biosystems) pela Plataforma Genômica – subunidade sequenciamento de DNA 

(PDTIS-FIOCRUZ).  

Os clones recombinantes foram mantidos congelados em nitrogênio líquido, utilizando 

250 µL de glicerol 80% (v/v) e 750 µL da cultura de bactéria crescida durante a noite em 

meio LB líquido com ampicilina. 
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Oligonucleotídeo Região de pareamento 

5´- GGTGTAACATACCTTACAAG – 3’ Anti-senso, nucleotídeos 4653 - 4672 

5´- GTCTTGGCATTGGAGCCTGG – 3´ Senso, nucleotídeos 4811 - 4831 

5´- GGAGTGGAGCATATGTGAGT – 3´ Senso, nucleotídeos 4992 - 5011 

5´- GAGTATCACTTACACCGTAC – 3´ Anti-senso, nucleotídeos 5306 - 5325 

5´- CAATGCACCAATCATGGATG – 3´ Senso, nucleotídeos 5506 - 5525 

5´- CACTCTAGTGCAGCACAAAG – 3´ Senso, nucleotídeos 5873 - 5892 

5´- GATGCCATTGATGGTGAATAC – 3´ Senso, nucleotídeos 6071 – 6091 

 

Tabela 3.2: Oligonucleotideos utilizados para o sequenciamento dos fragmentos 

clonados. A primeira coluna mostra a seqüência dos oligonucleotídeos usados nas reações de 

sequenciamento, enquanto a coluna 2 indica a direção de polimerização da cadeia de 

nucleotídeos e a região de pareamento destes iniciadores. Essas posições foram estabelecidas 

de acordo com o genoma de DENV-2 NGC (Irie et al., 1989). 

 

  

3.6.2 – Purificação dos plasmídeos em larga escala 

 

 Para a produção de grande quantidade dos plasmídeos, inicialmente bactérias E. coli 

transformadas com tais plasmídeos foram crescidas em meio LB contendo 100 µg/ mL de 

amplicilina a partir dos estoques congelados. As culturas foram incubadas a 37°C, sob 

agitação (120 rpm), durante a noite (16–18 h). No dia seguinte 25 mL desta cultura foi 

adicionada a 1 L de meio TB com ampicilina e estas culturas foram mantidas novamente a 

37ºC sob agitação, durante a noite. 

   O DNA plasmidial foi extraído por lise alcalina e purificado em colunas de troca 

iônica, utilizando “Qiagen Plasmid Giga Kit” (Qiagen), segundo as instruções do fabricante. 

Foram utilizados 3 L de cultura bacteriana para cada coluna Giga. Os plasmídeos foram 

ressuspensos em água deionizada e armazenado à – 20 °C até o momento de uso.  

O DNA foi quantificado em espectrofotômetro Bio Photometer (Eppendorf) no 

comprimento de onda de 260 nm. Posteriormente, a concentração destas amostras de DNA foi 

confirmada por eletroforese em gel de agarose 1% em tampão TAE 1X, corado com brometo 

de etídeo e visualizado em transiluminador de luz ultravioleta (UV). Para avaliação da 
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integridade e pureza dos DNAs, os plasmídeos foram digeridos com as enzimas de restrição 

utilizadas para clonagem dos fragmentos (Eco RV e Xba I) (Invitrogen), por 1 h a 37o C, em 

tampão indicado pelo fabricante. Os fragmentos gerados foram analisados por eletroforese em 

gel de agarose 1%.  

 

3.7 – Transfecção de células de mamífero com os diferentes plasmídeos e detecção das 

proteínas recombinantes 

 

Células BHK-21 foram mantidas em meio DMEM (SIGMA) adicionado de 5% SFB, a 

37º C, sob atmosfera úmida e 5% de CO2. A monocamada celular era lavada a cada 2 dias 

com solução salina BSS. Para passagem das células, a monocamada de células era lavada com 

solução salina BSS-CMF e a monocamada dissociada com solução de tripsina (Invitrogene). 

 A transfecção das células BHK-21 com os plasmídeos recombinantes e com o 

plasmídeo controle pcTPA e a detecção da expressão das proteínas recombinantes pela 

técnica de imunofluorescência foi realizada de forma semelhante a descrita nos materiais e 

métodos do artigo 3 da seção “resultados”. 

Para análise por imunofluorescência, 2 x 104 células BHK-21 foram plaqueadas em 

lâminas contendo 8 câmaras (Lab-Tek, NUNC), transfectadas transientemente com 0,2 µg dos 

plasmídeos recombinantes ou controle e 20 µl de lipofectamina (Invitrogen) em meio OPT-

MEM (Invitrogene), de acordo com as recomendações do fabricante. Após 24 horas, as 

células foram fixadas com 4,0 % de paraformaldeido e permeabilizadas com 0,6 % de 

saponina. Para detecção da expressão das proteínas recombinantes, as células foram incubadas 

com fluido ascítico de camundongo para DENV-2 (ATCC) e com conjugado anti-IgG de 

camundongo marcado com fluoresceína (Southern Biotechnology). As células foram 

visualizadas em microscópio de fluorescência Nikon Eclipse E600. 

 

3.8 – Imunização de camundongos BALB/c e desafio por via intracerebral  

 

Grupos de camundongos BALB/c (n = 10) foram inoculados com duas doses de cada 

plasmídeo recombinante ou do plasmídeo controle em um intervalo de duas semanas, por via 

intramuscular (i.m.) nos quadríceps posteriores, com seringa de insulina e agulha ultrafina 30 

G. Em cada dose foram inoculados 100 µg de DNA/100 µl de PBS por animal (sendo 50 µg 

por pata).  
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Quatro semanas após a primeira dose das vacinas, os animais foram sangrados por via 

retro-orbital para obtenção dos soros e posteriormente foram desafiados por via i.c. com 4,32 

log10 PFU de DENV-2 NGC neuroadaptado a camundongos em 30 µL de meio 199 com sais 

de Earle, que corresponde a uma dose letal de 3,8 LD50. O inóculo foi titulado em células 

Vero logo após o desafio, pela equipe do Dr. Marcos Freire (LATEV).  

A morbidade (caracterizada por paralisia dos membros anteriores e/ou posteriores, e 

pela morte dos animais) e mortalidade foram monitoradas diariamente, durante 21 dias. Após 

esse período, os animais foram eutanasiados.  

O ensaio de proteção cruzada com o plasmídeo pcTPANS1 foi realizado de forma 

semelhante. Neste caso, quatro semanas após a primeira dose de pcTPANS1, os animais 

foram desafiados por via i.c com DENV-1, com uma LD50 semelhante a utilizada nos 

experimentos com DENV-2, isto é, foram inoculados com 30 µL de meio contendo 3,2 LD50 

de DENV-1 Mochizuki. 

  

3.9 – Análise de similaridade de seqüências da proteína NS1 

 

 As seqüências de aminoácidos da proteína NS1 das linhagens DENV-2 NGC, DENV-

1 Mochizuki assim como de vírus pertencentes aos outros dois sorotipos (DEN-3 e DENV-4) 

foram alinhadas usando o programa Clustal W (Thompson et al., 1994). O grau de 

similaridade das seqüências foi analisado pelo programa BioEdit.  

 

3.10 – Ensaio de lise celular mediada pelo complemento na presença de anticorpos 

contra NS1 

 

 Frascos de cultura T-175 cm2 contendo uma monocamada confluente de células Vero, 

em meio de manutenção 199 com sais de Earle completo, foram cedidos pelo LATEV. Essas 

células foram lavadas com 5 mL de verseno/tripsina, dissociadas com 1 mL dessa solução e 

ressuspensas em 10 mL de meio 199/Earle completo. As células foram plaqueadas em placas 

de cultura de 96 poços, em uma densidade de 2 x 104 células/ poço/ 200 µL de meio 199/Earle 

completo adicionado de 5 % de NaHCO3 , e incubadas durante a noite a 37º C, com 5 % de 

CO2. 

 No dia seguinte, as células Vero foram infectadas com MOI igual a 1 de DENV-2 

NGC a 37º C, com 5 % de CO2. Após 1 h de incubação, o meio foi trocado e as células 
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incubadas novamente em meio 199/Earle completo adicionado de 5 % de NaHCO3, nas 

mesmas condições por 3 dias.  

 A avaliação da lise celular mediada pelo complemento e por anticorpos contra NS1 foi 

baseada em Lin et al. (1998). A lise celular foi dosada com o auxílio do sistema para detecção 

da enzima citoplasmática desidrogenase lática (LDH – do inglês Lactate dehydrogenase) 

“Cytotoxicity Detection Kit (LDH)” (Roche).  

 O soro obtido de camundongos BALB/c inoculados com pcTPANS1, pcENS1 ou 

pcDNA3 foi aquecido a 56º C por 30 min para inativação do complemento. A seguir, esse 

soro foi diluído em meio RPMI sem vermelho de fenol disponível comercialmente 

(Invitrogen), com 1 % de SFB, e incubado com diferentes diluições de complemento de 

cobaia (Cappel) a 37º C, por 1 h. A monocamada de células Vero infectadas foi lavada duas 

vezes com meio RPMI sem vermelho de fenol. Uma mistura soro e complemento (200 µL), 

ou somente soro ou complemento diluídos no mesmo meio, foi adicionada à monocamada em 

duplicatas. Após 4 horas de incubação a 37º C com 5% de CO2, a lise celular foi quantificada 

pela liberação no meio extracelular de lactato desidrogenase (LDH) com “Cytotoxicity 

Detection Kit”, de acordo com as recomendações do fabricante. Resumidamente, 100 µL do 

sobrenadante foram transferidos a placa de 96 poços MAXSORP (NUNC) e incubados com 

100 µL de uma mistura das soluções do Kit; contendo Diaforase/NAD+ e cloreto de 

iodotetrazólio (INT) e lactato de sódio; a temperatura ambiente por 30 min, no escuro. Após 

esse tempo foram adicionados 50 µL da solução de inibição da reação (HCl 1 N) e a reação 

foi lida a 490 nm em espectrofotômetro. A lise máxima foi obtida pela adição de meio RPMI 

com 1 % de SFB contendo 1 % de Triton X-100, enquanto a lise espontânea foi determinada 

nos poços contendo somente células. A porcentagem de lise foi calculada segundo a fórmula: 

100 x (liberação de LDH no poço testado – lise espontânea) / (lise máxima - lise espontânea). 
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4 – RESULTADOS 

 

Os resultados desta tese estão divididos em duas partes: 

Parte I: refere-se aos resultados obtidos com as construções contendo a proteína NS3 

ou partes desta. Estes dados não foram ainda publicados na forma de artigo.  

Parte II: resultados relativos às construções que codificam a proteína NS1. A maior 

parte dos dados obtidos a partir de experimentos com as vacinas de DNA contendo o gene 

NS1 foi compilada em três manuscritos (artigos 1, 2 e 3). Os ensaios de desafio por via i.c. 

com DENV-1, assim como dados preliminares de lise celular mediada por anticorpos 

direcionados contra a proteína NS1, não estão incluídos nestes artigos apresentados e também 

serão descritos na seção II. 
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PARTE I:  

Resultados relativos à proteína NS3 
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4.I.1 - Construção dos plasmídeos recombinantes contendo a região que codifica a 

proteína NS3 inteira ou diferentes partes desta 

 

As seqüências amplificadas por PCR foram clonadas no plasmídeo pcTPA, que contém 

o peptídeo sinal t-PA, clonado entre os sítios das enzimas de restrição Eco RV e Xba I. Foram 

construídos cinco plasmídeos recombinantes: pcTPANS3, contendo a região NS3 inteira; 

pcTPANS3P, contendo somente o domínio protease; pcTPANS3H, contendo o domínio com 

as atividades helicase/NTPase/RTPase; pcTPANS3N, contendo a região que codifica a porção 

N-terminal gerada pela clivagem espontânea da proteína NS3; e pcTPANS3C, que 

compreende a região que codifica a porção C-terminal também obtida após a clivagem 

espontânea da NS3 (Figura 4.1). Os fragmentos clonados foram seqüenciados, confirmando 

em todos os casos o quadro de leitura aberta em fase com a seqüência que codifica o peptídeo 

sinal do t-PA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.1: Representação esquemática dos fragmentos, contendo o gene NS3 ou seus 

domínios, amplificados por PCR e clonados no plasmídeo pcTPA. A clonagem destes 

fragmentos originou os plasmídeos recombinantes pcTPANS3, pcTPANS3H, pcTPANS3P, 

pcTPANS3N, pcTPANS3C. 
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4.I.2 - Expressão in vitro da proteína NS3  

 

Células BHK-21 foram transfectadas com os plasmídeos recombinantes pcTPANS3, 

pcTPANS3H, pcTPANS3P, pcTPANS3N, pcTPANS3C, assim como com o plasmídeo 

controle pcTPA. Vinte e quatro horas após a transfecção, a proteína NS3 foi marcada com 

fluido ascítico contra DENV-2 e com anti-IgG de camundongo conjugado à fluoresceína. 

Após marcação, as células foram visualizadas e fotografadas em microscópio de 

fluorescência. As proteínas NS3 e seus domínios foram detectados no citoplasma das células 

transfectadas com todos os plasmídeos recombinantes avaliados (Figura 4.2), enquanto as 

células transfectadas com o plasmídeo controle, pcTPA, apresentaram resultado negativo 

(dado não mostrado). Estes dados indicam que todos os plasmídeos foram capazes de mediar 

à expressão das proteínas recombinantes em células de mamífero. 

A B C D E

F G H I J

 

 

 

 

 

Figura 4.2: Expressão da proteína NS3 ou seus domínios em células BHK-21 transfectadas 

com os plasmídeos recombinantes. As células, permeabilizadas com saponina e incubadas com 

fluido ascítico anti-DENV-2 e anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado à fluoresceína, foram 

visualizadas em microscópio de fluorescência. (F, G, H, I e J), assim como em contraste de fase (A, 

B, C, D e E): (A e F) pcTPANS3; (B e G ) pcTPANS3N; (C e H) pcTPANS3C; (D e I) 

pcTPANS3P; (E e J) pcTPANS3H. 
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4.I.3 – Desafio de camundongos BALB/c imunizados com os plasmídeos recombinantes 

contendo as seqüências que codificam a proteína NS3 ou seus domínios 

 

Antes de iniciar os experimentos de desafio intracerebral com DENV-2 NGC 

neuroadaptado, foi calculada a LD50 deste vírus em camundongos BALB/c machos com 8 

semanas de idade. Foram realizados 2 experimentos em que o vírus foi diluído de 100 a 104 

vezes e a mortalidade dos animais acompanhada durante 21 dias. Foi estabelecida a utilização 

de 30 µL da amostra viral sem diluição (100) que equivale a 4,32 log10 PFU de DENV-2 e a 

dose de 3,8 LD50. 

Para avaliar a resposta protetora gerada pela inoculação dos diferentes plasmídeos 

recombinantes, camundongos BALB/c foram imunizados pela via i.m., com duas doses de 

100 µg de cada plasmídeo em intervalo de duas semanas, e desafiados quatro semanas após a 

primeira dose. 

Conforme apresentado na Tabela 3, a inoculação com os plasmídeos pcTPANS3, 

pcTPANS3H, pcTPANS3N, pcTPANS3C gerou níveis muito variados de proteção, enquanto 

que o pcTPANS3P não induziu uma resposta protetora contra o desafio com DENV-2. Os 

animais imunizados com os plasmídeos pcTPANS3C e pcTPANS3N apresentaram os maiores 

índices de sobrevivência (90 % e 80 %, respectivamente). Entretanto, parte dos camundongos 

deste grupo que sobreviveu ao desafio apresentou fortes sinais de morbidade, com taxas de  

60 % e 40 % nos animais inoculados com o pcTPANS3C e o pcTPANS3N, respectivamente. 

 Ao contrário do esperado, a imunização com o plasmídeo recombinante pcTPANS3, 

que contém a região NS3 inteira, gerou níveis muito baixos de proteção, com 70 % dos 

animais apresentando algum sinal clínico e apenas 40 % sobrevivendo ao desafio.  
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Plasmídeo % de Morbidade % de Sobrevivência 

- 80 20 

pcTPA 80 20 

pcTPANS3 70 40 

pcTPANS3P 80 20 

pcTPANS3H 40 60 

pcTPANS3N 40 80 

pcTPANS3C 60 90 

 

Tabela 4.1: Porcentagem de sobrevivência e morbidade em camundongos BALB/c 

imunizados com os plasmídeos pcTPA, pcTPANS3, pcTPANS3C, pcTPANS3N, 

pcTPANS3P e pcTPANS3H, e desafiados por via i.c. com DENV-2 NGC. Grupos de 

animais (n = 10) foram inoculados por via intramuscular com duas doses de cada plasmídeo e 

desafiados 4 semanas após a primeira dose. O grupo controle não imunizado foi desafiado no 

mesmo dia que os animais inoculados com os diferentes DNAs. 
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PARTE II 

Resultados relativos à proteína NS1: 
 

• ARTIGO 1: 

 

Protection against dengue type 2 virus induced in mice immunized with a DNA plasmid 

encoding the non-structural 1 (NS1) gene fused to the tissue plasminogen activator signal 

sequence. 

Costa, S.M., Paes, M.V., Barreto, D.F., Pinhão, A.T., Barth, O.M., Queiroz, J.L., Armôa, 

G.R., Freire, M.S., Alves, A.M. 

Vaccine (2006) 24(2):195-205.  

 

• ARTIGO 2: 

 

DNA vaccine against the non-structural 1 protein (NS1) of dengue 2 virus. 

Costa, S.M., Freire, M.S., Alves, A.M. 

Vaccine (2006) 24(21):4562-4564.  

 

• ARTIGO 3: 

 

DNA vaccines against dengue virus based on the NS1 gene: the influence of different signal 

sequences on the protein expression and its correlation to the immune response elicited in 

mice.  

Costa, S.M., Azevedo, A.S., Paes, M.V., Sarges, F.S., Freire, M.S., Alves, A.M. 

Virology (2007) 358(2):413-423.  

 

• Avaliação da proteção inter-específica através do desafio por via i.c. com DENV-1 

 

• Avaliação de lise de células infectadas com DENV-2 mediada pelo complemento e 

anticorpos contra a proteína NS1 
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 Abaixo (tabela 4.2) estão descritas as características dos plasmídeos pcTPANS1, 

pcTPANS1ANC, pcENS1 e pcENS1ANC, que foram utilizados para avaliar as vacinas de 

DNA contendo o gene NS1.  

 

Plasmídeo 
original região amplificada Plasmídeo 

recombinante 
pcTPA NS1 pcTPA 

pcDNA3 sequência que codifica a região C-terminal da 
proteína E + NS1 pcENS1 

pcTPA NS1 + seqüência que codifica a porção N-terminal 
da proteína NS2A (ANC) pcTPANS1ANC 

pcDNA3 
sequência que codifica a região C-terminal da 
proteína E + NS1 + seqüência que codifica a 
porção N-terminal da proteína NS2A (ANC) 

pcENS1ANC 

 

Tabela 4.2: Construções dos plasmídeos recombinantes contendo o gene NS1. A primeira 

coluna mostra os plasmídeo originais, onde o fragmento foi clonado. Na segunda coluna estão 

descritas as regiões amplificadas por PCR. A última coluna indica os plasmídeos 

recombinantes construídos.  
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 4.II.1 – Resumo dos resultados dos artigos 1 e 2  

 

 Os artigos 1 e 2 desta tese abordam a construção da vacina de DNA pcTPANS1, a 

avaliação da expressão in vitro da proteína NS1, e imunizações de camundongos BALB/c 

com esta construção.  

 O plasmídeo pcTPANS1 contém a seqüência que codifica a proteína NS1 de DENV-2 

NGC fusionada à seqüência sinal t-PA. Células BHK-21 transfectadas com este plasmídeo 

foram capazes de expressar a proteína NS1, detectada tanto no interior destas células quanto 

no sobrenadante das culturas (artigo 1). Posteriormente, foi realizada uma análise mais 

detalhada da expressão de NS1 mediada pelo pcTPANS1, assim como pelos outros 

plasmídeos contendo o gene NS1, que será abordada no resumo do artigo 3. 

Após a análise da expressão in vitro da proteína NS1, camundongos BALB/c foram 

imunizados com o plasmídeo pcTPANS1 e a resposta imune humoral gerada contra NS1 foi 

avaliada. Foram realizados diferentes esquemas de inoculação com o plasmídeo pcTPANS1 a 

fim de se estabelecer um protocolo padrão de imunização das vacinas de DNA. Grupos de 

camundongos BALB/c (n=10) foram imunizados por via i.m. ou por via intradérmica (i.d.), 

com 100 µg do plasmídeo pcTPANS1 ou do plasmídeo controle. Nas imunizações por via 

i.m. foram administradas 2 ou 3 doses de DNA, enquanto que os animais imunizados por via 

i.d. foram inoculados com 3 doses de DNA, sempre com um intervalo de 2 semanas. Todos os 

animais, independente da via de inoculação, apresentaram anticorpos específicos contra NS1, 

detectados por ELISA utilizando, como antígeno de fase sólida NS1, expressa em células de 

drosófila (Artigos 1 e 2). Entretanto, a da cinética da resposta humoral se mostrou diferente 

nos três esquemas de imunização. As imunizações por via i.m. induziram níveis mais 

elevados de anticorpos anti-NS1, sendo os títulos mais altos detectados nos animais 

inoculados com 3 doses de DNA, com pico da resposta 6 semanas após a primeira 

imunização. Contudo, foi observada uma diminuição drástica nos níveis destes anticorpos nas 

semanas subseqüentes, atingindo títulos semelhantes aos detectados com a imunização com 

duas doses por via i.m., mantendo-se constantes até a 10a semana (artigo 1). Baseado nestes 

resultados, o protocolo adotado para as imunizações seguintes foi: 2 doses de DNA por via 

i.m., com intervalo de duas semanas. Além disso, 56 semanas após a primeira dose de DNA 

os animais ainda apresentavam níveis detectáveis de anticorpos anti-NS1, e quando foram 

inoculados com uma dose reforço da vacina mostraram um rápido e significativo aumento da 

resposta humoral (artigo 1). Tais resultados demonstram a indução de uma resposta imune de 

longa duração e de memória. 
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A seguir foram realizados testes de desafio com DENV-2 dos camundongos vacinados 

com o pcTPANS1, em dois modelos murinos distintos. No primeiro teste, os animais foram 

desafiados por via i.p. com DENV-2 RJ isolado de um paciente no Rio de Janeiro e não 

adaptado a camundongos. Neste modelo, os animais não apresentam sinais clínicos aparentes 

da doença, entretanto a análise de alguns órgãos destes camundongos revelou danos 

histológicos específicos (anexos 2 e 3). O segundo modelo de desafio se baseia na inoculação 

por via i.c. de DENV-2 NGC neuroadapatado em camundongos neonatos. Neste modelo, os 

animais apresentam morbidade, principalmente paralisia dos membros posteriores, podendo 

culminar em morte.  

Os camudongos (n=4) não imunizados ou inoculados com o pcTPANS1 ou pcTPA, 

foram desafiados com DENV-2 por via i.p. 4 semanas após a primeira dose de DNA e 

eutanasiados 3 dias após o desafio. A análise histológica do fígado dos animais controles (não 

imunizados ou inoculados com o pcTPA) demonstrou danos focais como esteatose, tumefação 

hepatócitária, hemorragia e edema. Por outro lado, nos animais vacinados com o pcTPANS1 

tais danos se mostraram reduzidos ou ausentes (artigo 1). Tais análises foram realizadas tanto 

por microscopia óptica ou microscopia eletrônica.  

 De modo semelhante, os animais vacinados (n=20) com o pcTPANS1 e desafiados 

com DENV-2 por via i.c. se mostraram protegidos. Todos os animais imunizados com o 

pcTPANS1 sobreviveram ao desafio, sendo que apenas 2 animais (10%) apresentaram leve 

paralisia em uma das patas, enquanto que os animais inoculados com o plasmídeo controle 

apresentaram 95% de morbidade e apenas 45% de sobrevivência (artigos 1 e 2). Os animais 

não imunizados que foram inoculados com DENV-2 apresentaram 95% de morbidade e 

aproximadamente 30% de sobrevivência (artigos 1 e 2). 

 Os níveis de anticorpos anti-NS1 destes animais foram avaliados antes e depois dos 

desafios. Os camundongos desafiados por via i.p. não apresentaram um aumento significativo 

da resposta de anticorpos. Por outro lado, um drástico aumento da resposta humoral foi 

observado após o desafio por via i.c. (artigo 1). 
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ARTIGO 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DNA vaccine against the non-structural 1 protein (NS1) of dengue 2 virus 
 

Costa, S.M., Freire, M.S., Alves, A.M. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Publicado em: Vaccine 24(21):4562-4564 (2006). 

 

 

 

 



 69

 
 

 

 

 

 



 70

 
 

 

 

 

 



 71

 
 

 

 

 

 



 72

4.II.2 – Resumo dos resultados do artigo 3 

 

 O artigo 3 compara os resultados obtidos com os plasmídeos recombinantes pcENS1, 

pcTPANS1, pcENS1ANC e pcTPANS1ANC quanto a expressão da proteína NS1 in vitro, a 

indução da resposta imune humoral em camundongos BALB/c e a proteção contra o desafio 

com DENV-2.  

Primeiramente, foram construídos quatro plasmídeos recombinantes contendo o gene 

NS1: pcENS1, que contém a seqüência de 63 nucleotídeos que codifica a região C-terminal da 

proteína E fusionda ao gene NS1 clonado no plasmídeo pcDNA3; pcENS1ANC semelhante 

ao pcENS1 com a adição da seqüência de 138 nucleotídeos que codifica a porção N-terminal 

da proteína NS2A (ANC) a jusante do gene NS1, clonado no plasmídeo pcDNA3; pcTPANS1 

que contém o gene NS1 clonado a jusante da seqüência que codifica o peptídeo sinal t-PA; 

pcTPANS1ANC, que compreende a seqüência t-PA, seguida do gene NS1 e da seqüência 

ANC. A integridade das construções foi confirmada por seqüenciamento. 

A expressão da proteína NS1 a partir destes plasmídeos foi avaliada pela transfecção 

de células BHK-21. A proteína recombinante NS1 foi detectada por imunofluorescência, no 

citoplasma das células transfectadas com os plasmídeos pcTPANS1, pcENS1 e pcENS1ANC. 

Contudo, tal proteína não foi observada nas células transfectadas com o plasmídeo 

pcTPANS1ANC, assim como nos controles. Além disso, a expressão de NS1 foi confirmada 

por western-blot. Uma proteína de aproximadamente 48 kDa, que corresponde à NS1, foi 

detectada no extrato celular e no sobrenadante das células transfectadas com os plasmídeos 

pcTPANS1, pcENS1 e pcENS1ANC, indicando que as duas seqüências sinais utilizadas       

(t-PA e porção C-terminal da proteína E) foram capazes de direcionar a proteína recombinante 

para via do retículo endoplasmático e sua posterior secreção. Mais uma vez, não foi observada 

a expressão de NS1 nos extratos das células transfectadas com o plasmídeo pcTPANS1ANC, 

o que sugere uma incompatibilidade das seqüências hidrofóbicas t-PA e ANC em uma mesma 

construção. A proteína NS1 detectada nos sobrenadantes das culturas apresentou peso 

molecular de 96 kDa, quando as amostras não foram desnaturadas, indicando que tal proteína 

está sendo secretada na forma de dímeros.  

A análise por microscopia eletrônica das células BHK-21 transfectadas com os 

plasmídeos recombinants pcTPANS1, pcENS1 e pcENS1ANC evidenciou a presença da 

proteína NS1 em vesículas. Entretanto, somente nas células transfectadas com pcENS1ANC, 

a proteína recombinante também foi observada associada à membrana plasmática. Tais 
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resultados confirmam as suposições de que a região C-terminal da proteína NS2A é essencial 

para a associação da proteína NS1 à membrana citoplasmática da célula hospedeira. 

A seguir, a resposta imune humoral gerada pela imunização de camundongos BALB/c 

com os diferentes plasmídeos foi avaliada por ELISA. Grupos de camundongos (n = 10) 

foram imunizados com os plasmídeos recombinantes pcTPANS1, pcTPANS1ANC, pcENS1 

e pcENS1ANC, e com os plasmídeos controles. Todos os animais imunizados com os 

plasmídeos pcTPANS1 e pcENS1 apresentaram níveis de anticorpos anti-NS1 homogêneos e 

significantemente maiores do que o controle. Por outro lado, a inoculação com o 

pcENS1ANC induziu uma resposta bastante heterogênea, em que somente metade dos 

animais apresentou anticorpos anti-NS1, e em níveis mais baixos que os gerados com o 

pcENS1 ou o pcTPANS1. Conforme o esperado, a inoculação com o pcTPANS1ANC não 

induziu uma resposta contra NS1. 

A cinética da resposta de IgG específica contra NS1 induzida nas imunizações com os 

plasmídeos pcTPANS1 e pcENS1 foi bastante semelhante, com o pico da resposta ocorrendo 

na 4a semana após a primeira inoculação e mantendo-se estável nas 6 semanas seguintes. A 

inoculação do plasmídeo pcENS1ANC induziu um padrão semelhante de resposta humoral, 

contudo com níveis de anticorpos foram bem mais baixos. Nas três imunizações, os 

anticorpos gerados reconheceram predominantemente epítopos conformacionais da proteína 

NS1, expressa em células de drosófila, uma vez que as reações detectadas se mostraram muito 

menores quando tal proteína foi desnaturada por calor e utilizada nas placas de ELISA. 

 Considerando que os plasmídeos pcTPANS1 e pcENS1 geraram uma resposta imune 

humoral homogênea, a proteção gerada pela imunização com esses plasmídeos foi avaliada 

em experimentos de desafio intracerebral com DENV-2. 

 Camundongos (n = 30) imunizados com pcTPANS1, pcENS1 e controles foram 

desafiados com DENV-2 por via i.c., quatro semanas após a primeira dose de DNA. As duas 

vacinas geraram níveis de proteção elevados, embora os animais imunizados com o 

pcTPANS1 tenham apresentado uma taxa de sobrevivência (97%) maior do que os inoculados 

com o plasmídeos pcENS1 (87%). Por outro lado, nos grupos controles apenas 33% dos 

animais sobreviveram ao desafio. A análise dos sinais clínicos observados nos camundongos 

dos diferentes grupos corrobora estes dados. Enquanto a taxa de morbidade dos grupos 

controles foi de 90%, apenas 10% dos animais inoculados com o pcTPANS1 e 27% dos 

imunizados com o pcENS1 apresentaram algum tipo de sinal clínico. Estes resultados indicam 

que a inoculação com o vetor pcTPANS1 foi levemente mais protetora do que a imunização 

com pcENS1, embora os dados não sejam estatisticamente significativos.  
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A análise dos níveis de anticorpos anti-NS1 no soro de camundongos inoculados com 

o plasmídeo pcTPANS1 ou pcENS1 mostrou um aumento de mais que 5 vezes nos títulos 

destes anticorpos após o desafio com o vírus. A avaliação do perfil das subclasses de 

anticorpos IgG1 e IgG2a específicos contra NS1 mostrou que camundongos inoculados com o 

plasmídeo pcTPANS1 apresentaram principalmente anticorpos IgG1, antes e depois do 

desafio com o vírus, enquanto que os títulos de IgG1 e IgG2a foram semelhantes em animais 

imunizados com pcENS1. Essas diferenças podem estar relacionadas à proteção, levemente 

maior, gerada pela imunização com o plasmídeo pcTPANS1. Já os animais controles 

(inoculados com pcTPA ou não imunizados), que sobreviveram ao desafio apesar de exibirem 

fortes sinais clínicos, apresentaram anticorpos anti-NS1 predominantemente do tipo IgG2a.  

Também foram realizados ensaios de soroneutralização em células Vero, utilizando o 

soro de animais vacinados com estes plasmídeos. Não foi observado nenhum nível de 

soroneutralização nestes testes. 

Em adição aos dados deste artigo, foi avaliada a resposta imune humoral de longa 

duração em animais imunizados com pcENS1. Semelhante ao observado com os animais 

vacinados com pcTPANS1 (artigo1), camundongos inoculados com o plasmídeo pcENS1 

ainda exibiam níveis detectáveis de anticorpos específicos contra NS1 na 56a semana (títulos 

de aproximadamente 6.500). Após uma dose reforço nestes animais houve um rápido e 

significativo aumento nos níveis de anticorpos anti-NS1 (títulos de aproximadamente 

120.000) (Figura 11), indicando que a inoculação com estas vacinas de DNA induz uma 

resposta imune de longa duração e de memória. 
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Figura 4.3: Resposta imune humoral de longa duração em camundongos BALB/c 

imunizados com os plasmídeos pcTPANS1 e pcENS1, avaliada antes e depois do reforço. 

Os animais foram sangrados 56 semanas após o início do experimento e 2 semanas após o 

reforço com a terceira dose de DNA (58 semanas). Os níveis de anticorpos IgG foram 

avaliados por ELISA utilizando  proteína NS1 expressa em células de drosófila em sua forma 

intacta. 
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4.II.3 – Resultados não publicados 

 

 Conforme observado nos artigos 1, 2 e 3 desta seção, a imunização com o plasmídeo 

pcTPANS1 foi capaz de gerar proteção intraespecífica em camundongos BALB/c imunizados 

com este plasmídeo e desafiados por via intracerebral e intraperitoneal com DENV-2. Assim, 

nós também analisamos se a inoculação com este plasmídeo é capaz de proteger 

camundongos BALB/c contra o desafio intracerebral com DENV-1. Para fundamentar este 

teste, a similaridades da seqüência de aminoácidos das linhagens de DENV-1 e DENV-2 

utilizadas, foram comparadas. 

 

 4.II.3.1 - Desafio com DENV de camundongos imunizados com o plasmídeo 

pcTPANS1 

 

Inicialmente foi calculada a LD50 da cepa neuroadaptada Mochizuki de DENV-1 

inoculada por via i.c. em camundongos BALB/c machos com 8 semanas de idade, para que os 

resultados de desafio com esta amostra pudessem ser comparados com os obtidos com 

DENV-2 NGC. O vírus foi inoculado por via i.c. nas diluições de 102 a 106 e a mortalidade 

dos animais foi acompanhada durante 21 dias. Os cálculos indicaram que a amostra de 

DENV-1 diluída 104 vezes corresponde a 3,2 LD50. Foi estabelecida, então, a utilização de   

30 µL da amostra de DENV-1 diluída 104 vezes, para os experimentos de desafio por via i.c..  

Sendo assim, camundongos BALB/c (n = 10) foram inoculados por via i.m. com os 

plasmídeos pcTPANS1, ou pcTPA e desafiados por via i.c. com DENV-1, linhagem 

Mochizuki. Diferente do observado com DENV-2, os níveis de morbidade e sobrevivência 

dos animais vacinados e controles desafiados com DENV-1 foram semelhantes, sendo que 

todos os animais que apresentaram paralisia, posteriormente morreram. Somente 20% dos 

animais vacinados com pcTPANS1, sobreviveram ao desafio, semelhante ao detectado nos 

outros grupos (20% e 10% de sobrevivência nos camundongos inoculados com pcTPA e não 

imunizados, respectivamente) (Figura 4.4). A cinética do aparecimento dos sinais clínicos e 

mortalidade nos três grupos testados também se mostrou semelhante, com início da 

morbidade no 8º dia pós-desafio. A partir destes dados, concluímos que a inoculação com o 

plasmídeo pcTPANS1 não foi capaz de gerar uma resposta imune protetora contra DENV-1, 

sugerindo que o antígeno NS1 de DENV-2 não é capaz de promover uma proteção 

interespecífica contra DENV-1. 
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Figura 4.4: Porcentagem de sobrevivência (A) e morbidade (B) em camundongos 

BALB/c imunizados com o plasmídeo pcTPANS1 e desafiados por via i.c. com DENV-1. 

Grupos de camundongos (n = 10) foram inoculados por via intramuscular com duas doses de 

pcTPANS1 ou pcTPA e desafiados 4 semanas após a primeira dose. O controle representa os 

animais que foram somente inoculados com DENV-1. 

 

 

 

(A) 

(B) 
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4.II.3.2 – Análise do grau de similaridade entre seqüências da proteína NS1  

 

 A seqüência de aminoácidos da proteína NS1 da linhagem utilizada para clonagem do 

gene NS1, DENV-2 NGC, e da linhagem de DENV-1 Mochizuki foram alinhadas pelo 

programa Clustal W (Figura 4.5). Além destas seqüências, outras linhagens de DENV-1 e 

DENV-2, assim como linhagens de DENV-3 e DENV-4 foram alinhadas e o grau de 

similaridade entre as seqüências calculado.  

     
DENV-1  DSGCVVNWKGRELKCGSGIFVTNEVHTWTEQYKFQADSPKRLSAAIGKAWEEGVCGIRSA 60 

 DENV-3  DMGCVINWKGKELKCGSGIFVTNEVHTWTEQYKFQADSPKRVATAIAGAWENGVCGIRST 60 
DENV-2 DSGCVVSWKNKELKCGSGIFITDNVHTWTEQYKFQPESPSKLASAIQKAHEEGICGIRSV 60 
DENV-4 DMGCVASWSGKELKCGSGIFVVDNVHTWTEQYKFQPESPARLASAILNAHKDGVCGIRST 60 
 *.***. *.  ********* .  ***********  **  .  ** .* ..* ***** 
 
 
DENV-1 TRLENIMWKQISNELNHILLENDMKLTVVVGDVSGILAQGKKMIGPQPMEHKYSWKSWGK 120 
DENV-3 TRMENLLWKQIANELNYILWENDIKLTVVVGDITGVLEQGKRTLTPQPMELKYSWKTWGL 120 
DENV-2 TRLENLMWKQITPELNHILSENEVKLTIMTGDIKGIMQAGKRSLQPQPTELKYSWKTWGK 120 
DENV-4 TRLENVMWKQITNELNYVLWEGGHDLTVVAGDVKGVLTKGKRALTPPVSDLKYSWKTWGK 120 
 **.** .****  ***..* *.  .**   **  *.   **    *.. . ***** **.  
 
 
DENV-1 AKIIGADVQNTTFIIDGPNTPECPDDQRAWNIWEVEDYGFGIFTTNIWLKLRDSYTQVCD 180 
DENV-3 AKIVTAETQNSSFIIDGPSTPECPSASRAWNVWEVEDYGFGVFTTNIWLKLREVYTQLCD 180 
DENV-2 AKMLSTESHNQTFLIDGPETAECPNTNRAWNSLEVEDYGFGVFTTNIWLKLREKQDVFCD 180 
DENV-4 AKIFTPEARNSTFLIDGPDTSECPNERRAWNSLEVEDYGFGMFTTNIWMKFREGSSEVCD 180 
 **       * .* **** * ***   ****  ******** ******.*.*      ** 
 
 
DENV-1 HRLMSAAIKDSRAVHADMGYWIESEKNETWKLARASFIEVKTCVWPKSHTLWSNGVLESE 240 
DENV-3 HRLMSAAVKDERAVHADMGYWIESQKNGSWKLEKASLIEVKTCTWPKSHTLWSNGVLESD 240 
DENV-2 SKLMSAAIKDNRAVHADMGYWIESALNDTWKIEKASFIEVKSCHWPKSHTLWSNGVLESE 240 
DENV-4 HRLMSAAIKDQKAVHADMGYWIESSKNQTWQIEKASLIEVKTCLWPKTHTLWSNGVLESQ 240 
  .******.** .************  * .*.   **.**** * ***.***********  
 
DENV-1 MIIPKIYGGPISQHNYRPGYSTQTAGPWHLGKLELDFDLCEGTTVVVDEHCGNRGPSLRT 300 
DENV-3 MIIPKSLAGPISQHNHRPGYHTQTAGPWHLGKLELDFNYCEGTTVVISENCGTRGPSLRT 300 
DENV-2 MIIPKNFAGPVSQHNYRPGYHTQTAGPWHLGKLEMDFDFCEGTTVVVTEDCGNRGPSLRT 300 
DENV-4 MLIPKSYAGPFSQHNYRQGYATQTVGPWHLGKLEIDFGECPGTTVTIQEDCDHRGPSLRT 300 
 *****.  ** ****.*.** ***.********* **. *.****.. * *..******* 
 
DENV-1 TTVTGKVIHEWCCRSCTLPPLRFKGEDGCWYGMEIRPVKDKEENLVKSMVSA 352 
DENV-3 TTVSGKLIHEWCCRSCTLPPLRYMGEDGCWYGMEIRPINEKEENMVKSLASA 352 
DENV-2 TTASGKLITEWCCRSCTLPPLRYRGEDGCWYGMEIRPLKEKEENLVNSLVTA 352 
DENV-4 TTASGKLVTQWCCRSCTMPPLRFLGEDGCWYGMEIRPLSEKEENMVKSQVTA 352 
 **  ** . .*******.****  *************   ****.* * . * 

 

Figura 4.5: Alinhamento da seqüência de aminoácidos de NS1 dos quatro sorotipos 

virais.  As seqüências foram obtidas no GenBank, e alinhadas com o programa Clustal. Aqui 

estão representadas somente 4 seqüências de cada sorotipo. DENV-1 Mochizuki 

(BAB72261); DENV-2 NGC (M29095); DENV-3 (M93130); DENV-4 (AF326825). O 

símbolo (∗) representa os aminoácidos conservados nas 4 seqüências analisadas, enquanto    

(.) representa os aminoácidos semelhantes nas seqüências de DENV-1 e DEN-2.             



 91

                 

 As seqüências DENV-1 Mochizuki e DENV-2 NGC apresentaram similaridade de 

74% (Figura 4.6). O grau de similaridade entre as seqüências de diferentes sorotipos variou 

entre 69% a 78%. Na figura 4.6 está representada apenas uma seqüência de cada sorotipo de 

DENV.  

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

DENV-1 - 74 79 69 

DENV-2 74 - 73,5 73 

DENV-3 79 73,5 - 73 

DENV-4 69 73 73 - 

 

Tabela 4.3: Matriz de similaridade entre as seqüências de aminoácidos da proteína NS1 

dos 4 sorotipos de DENV. A matriz de similaridade foi obtida com o programa BioEdit. Os 

números indicam o grau de similaridade (%) entre as seqüências de aminoácidos de DENV-1 

Mochizuki (BAB72261); DENV-2 NGC (M29095); DENV-3 (M93130); DENV-4 

(AF326825). 

 

 4.II.3.3 – Indução de lise celular mediada pelo complemento na presença de 

anticorpos contra NS1 

 

 Para verificar se anticorpos contra NS1 poderiam causar a lise celular de células 

infectadas com DENV-2 através da interação com proteínas do complemento, foi realizado 

um experimento piloto de citotoxicidade. Duas amostras de soro contendo anticorpos contra 

NS1 (uma amostra obtida com a imunização com o pcTPANS1 e outra com o pcENS1) foram 

utilizadas com diferentes concentrações de proteínas do complemento, obtido em cobaia, e 

incubadas posteriormente com células Vero infectadas com DENV-2. Além disso, o soro de 

um camundongo inoculado com o pcDNA3 também foi utilizado como controle das reações. 

A porcentagem de lise das células Vero se mostrou maior quando estas foram colocadas em 

contato com as proteínas do complemento incubadas previamente com os soros anti-NS1 

(maiores valores correspondente a aproximadamente 55% de lise) em comparação com a lise 
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ocorrida nas células mantidas somente com o complemento de cobaio (maiores valores 

correspondente a cerca de 40% de lise) (Figuras 4.5A e 4.5B). Em contraste, aparentemente a 

lise das células incubadas com soro de animais inoculados com o controle pcDNA3 foi 

semelhante na ausência ou presença de soro, indicando que esta não foi específica (Figura 

4.5C). Resultados semelhantes foram obtidos com duas outras amostras de soro de animais 

imunizados com o pcTPANS1 e pcENS1 (dados não mostrados). Tais dados sugerem a 

participação do sistema complemento na proteção gerada pela imunização com estes 

plasmídeos. Entretanto, novos experimentos serão necessários, com um maior número de 

amostras de soro, para a comprovação de tais dados.  
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Figura 4.6: Porcentagem de lise de células Vero infectadas com DENV-2 mediada pelo 

complemento. Diluições seriadas do soro de animais inoculados com pcTPANS1 (A), pENS1 

(B) ou pcDNA3 (C) foram incubadas com diferentes diluições do complemento de cobaio. A 

seguir, esta mistura foi incubada com Células Vero foram infectadas com DENV-2. A lise foi 

avaliada por liberação da enzima citoplasmática LDH. O eixo do X indica as diluições de soro 

utilizadas. A barra vermelha representa a amostra sem complemento, enquanto as outras 

barras referem-se ao soro incubado com diferentes diluições de complemento. 

(A) 

(C) 

(B) 

Sem comp. 
1:10 
1:20 
1:40 

1:25                          1:50                         1:100                        sem soro 

1:25                          1:50                         1:100                        sem soro 
   soro 

1:25                          1:50                         1:100                        sem soro 
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5 – DISCUSSÃO 

 

 Atualmente não há nenhuma vacina contra dengue comercialmente disponível 

capaz de gerar proteção contra os quatro sorotipos virais, apesar dos esforços de vários 

grupos. 

 As vacinas de DNA compreendem a inoculação de um vetor de expressão 

eucariótica contendo o antígeno de interesse, que é sintetizado in vivo pelas células do 

organismo inoculado, ativando uma resposta imune humoral e celular específicas e de 

longa duração (Ulmer et al. 1996; Robinson 1997; Liu & Ulmer, 2005). Uma das 

vantagens destas vacinas é a adição de seqüências sinalizadoras que direcionam a 

produção da proteína recombinante para diferentes compartimentos celulares, afetando 

assim a apresentação do antígeno e consequentemente alterando a resposta imune 

gerada específica (Rodriguez et al., 1997; Alves et al, 1999; Anwar et al., 2005; 

Donelly et al., 2005; Dobanõ et al., 2007).  

 Muitos grupos têm utilizado as vacinas de DNA como estratégia para o 

desenvolvimento de uma vacina contra dengue. Grande parte destes trabalhos é 

direcionada para a construção de uma vacina baseada na proteína E, que induza 

anticorpos neutralizantes contra os quatro sorotipos virais (Kochel et al., 2000; Putnak 

et al., 2003; Mota et al., 2005; Konish et al., 2006; Chen et al., 2007b).  

Neste trabalho, foram avaliadas vacinas de DNA baseadas em dois outros 

antígenos de DENV, as proteínas NS1 e NS3. A resposta imune humoral contra os 

flavivírus é direcionada predominantemente contra as proteínas virais E e NS1 

(Chambers et al., 1990; Brinton et al., 1998). Contudo, uma vantagem em usar proteínas 

não estruturais no desenvolvimento de uma vacina seria a não indução de anticorpos 

envolvidos no fenômeno de aumento da replicação viral mediado pela resposta imune, 

que parecem ser direcionados contra a proteína E (Halstead & O´Rourke, 1977; 

Halstead, 1979; Stephenson, 2005). Assim, nós optamos pelo desenho de vacinas de 

DNA que codifiquem a proteína NS1, importante alvo da resposta imune humoral, e a 

proteína NS3, que parece ser particularmente imunogênica, com uma predominância de 

epítopos dominantes para linfócitos T CD4+ e CD8+, sendo alvo para a ação de células 

T citotóxicas (Mathew et al., 1998; Rothman, 2004).  Dessa forma, esta tese se baseou 

na hipótese de que o uso destas proteínas na constituição de uma vacina para dengue 

poderia gerar a combinação de uma resposta imune celular e humoral protetora contra a 

infecção pelo vírus da dengue.  
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 Neste trabalho foram construídas vacinas de DNA baseadas nas proteínas NS1 e 

NS3 de DENV-2. Apesar da análise dos plasmídeos recombinantes indicarem que os 

plasmídeos que contêm a região NS3, assim como três das construções contendo o gene 

NS1 são capazes de direcionar a expressão in vitro destes antígenos, foram obtidos 

resultados mais promissores com a proteína NS1. Deste modo, os experimentos 

relativos à NS1 progrediram mais rapidamente do que a avaliação do antígeno NS3, 

compreendendo a maior parte dos resultados desta tese. Sendo assim, esta seção será 

dividida em duas partes: a parte 1 aborda os resultados relativos à NS3, enquanto que a 

parte 2 compreende os resultados obtidos com o antígeno NS1. 

 

5.1 – Antígeno NS3 

 

 A estratégia de criação de vacinas de DNA baseadas na proteína NS3 levou em 

consideração a presença dos domínios funcionais desta proteína que atuam durante o 

ciclo de replicação do vírus da dengue. Na porção C-terminal da NS3 estão localizados 

os domínios helicase/NTPase/RTPase, enquanto que sua região N-terminal compreende 

um domínio serino protease que, quando associado à proteína viral NS2B, promove a 

clivagem de alguns sítios da poliproteína viral precursora durante a replicação (Valle & 

Falgout, 1998; Li et al., 1999; Murthy et al. 1999; Niyomrattanakit et al., 2004; Xu et 

al., 2005; Sampath et al., 2006; Qi et al., 2008). Além disso, a proteína NS3 pode ser 

clivada naturalmente em células infectadas pelo vírus da dengue (Arias et al., 1993; Teo 

& Wright, 1997). Baseado nestas informações e na possibilidade de alguns destes 

domínios poderem modificar o metabolismo da célula hospedeira, foram construídos 5 

plasmídeos recombinantes contendo seqüências que codificam a proteína NS3 inteira de 

DENV-2 ou partes desta, visando estudar o seu potencial imunogênico e protetor. 

 De acordo com a análise por imunofluorescência de células transfectadas com as 

construções pcTPANS3, pcTPANS3P, pcTPANS3H, pcTPANS3N e pcTPANS3C, 

esses plasmídeos foram capazes de mediar a expressão das proteínas recombinantes. 

Contudo, apesar de não termos quantificado tais expressões, em todas as transfecções 

observamos, por imunofluorescência, um número reduzido de células expressando NS3, 

quando comparado aos resultados obtidos com NS1 (dados não mostrados). Tal fato 

pode estar relacionado a uma toxicidade destas proteínas contendo domínios funcionais 

capazes de alterar a fisiologia das células transfectadas, ocasionando a sua morte. De 

fato, alguns trabalhos sugerem que a proteína NS3 pode induzir apoptose em células 
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infectadas (Duarte dos Santos et al., 2000; Shafee & AbuBakar, 2003). Esses 

plasmídeos podem futuramente serem utilizados em estudos para avaliação da 

participação da proteína NS3 na apoptose celular. 

 Os plasmídeos contendo o gene NS3 geraram diferentes níveis de proteção 

contra DENV-2 nos testes de desafio por via i.c. Entretanto, nenhuma dessas 

construções induziu níveis aceitáveis de proteção, quando os parâmetros de morbidade 

foram considerados. A inoculação dos plasmídeos pcPTANS3N e pcTPANS3C, que 

correspondem às regiões N-terminal e C-terminal da proteína NS3 geraram os maiores 

níveis de sobrevivência, contudo grande parte destes animais apresentou quadros de 

paralisia. Resultados semelhantes foram observados com o plasmídeo pcTPANS3H, 

sendo que os níveis de sobrevivência foram ainda menores. Por outro lado, quando 

avaliamos a construção pcTPANS3, que codifica a proteína NS3 inteira, os níveis de 

proteção, tanto em termos de morbidade quanto de mortalidade, foram bem mais baixos. 

O plasmídeo pcTPANS3P, que codifica o domínio protease na porção N-terminal da 

proteína, não gerou qualquer nível de proteção, uma vez que os valores de morbidade e 

sobrevivência dos animais inoculados com este plasmídeo foram semelhantes aos 

obtidos nos animais controle, sugerindo que determinantes de proteção concentram-se 

principalmente na porção contendo os domínios helicase/NTPase/RTPase. Essa 

construção contém somente os 185 aminoácidos do N-terminal da proteína NS3 e pode 

não ser tão efetiva na indução de uma resposta imune. De fato, segundo Brinton e 

colaboradores (1998), a maioria dos epítopos para células B e T, em humanos, está 

localizada a partir do aminoácido 200 de NS3. 

 Os níveis insatisfatórios de proteção gerados pelas vacinas de DNA com NS3 

podem estar relacionados à baixa eficiência de expressão das proteínas recombinantes in 

vivo, semelhante ao que observamos in vitro, o que levaria a uma fraca resposta imune 

no hospedeiro. Além disso, esses plasmídeos contêm a seqüência do peptídeo sinal        

t-PA, que leva à secreção das proteínas recombinantes. Apesar da secreção de proteínas 

mediada por vacinas de DNA ser eficiente para induzir uma resposta imune humoral, 

tais vacinas podem não ser ideais para a ativação de uma resposta imune celular. 

Portanto, como a NS3 é uma proteína que se localiza no citoplasma das células 

infectadas e possui principalmente epítopos indutores de linfócitos T (Kurane et al., 

1998; Mathew et al., 1996; Mathew et al., 1998; Rothman, 2004), os plasmídeos 

construídos no presente trabalho podem não ser os mais adequados para mediar a 

expressão da NS3 em um compartimento celular, de maneira a induzir uma resposta 
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imunológica apropriada. Além destes plasmídeos, também construímos outros vetores 

semelhantes aos primeiros sem a seqüência sinal t-PA. Entretanto, não foi possível 

detectar a expressão in vitro de NS3 mediada por tais plasmídeos, provavelmente, 

devido às características tóxicas desta proteína (dados não mostrados).  

Em um estudo realizado com uma vacina de DNA com o gene NS3 do flavivírus 

TBE também não foi observada proteção em camundongos, apesar de terem sido 

detectados anticorpos contra NS3 (Morozova et al., 1999). Em outro estudo, de 

imunização passiva com anticorpos anti-NS3 de DENV-1, Tan e colaboradores (1990) 

observaram um nível muito baixo de proteção, baseado no aumento do tempo de 

sobrevida de camundongos. Em contradição com a maioria dos estudos com NS3, que 

indicam que esta proteína induz primordialmente uma resposta imune celular, esses dois 

trabalhos se basearam na proteção mediada por anticorpos, o que parece não ser a 

melhor abordagem.  

Portanto, para uma maior compreensão de uma possível proteção mediada pela 

proteína NS3, serão necessários novos experimentos visando a avaliação das respostas 

imunes celulares induzidas pelas vacinas de DNA descritas na presente tese.  

 

5.2 – Antígeno NS1 

   

 A proteína NS1 é indicada como um antígeno promissor para o desenvolvimento 

de uma vacina contra a dengue. Estudos com NS1 de diferentes flavivírus, expressa in 

vitro em E. coli e baculovírus, ou in vivo, por vírus recombinantes e vacinas de DNA, 

observaram que esta proteína é capaz de induzir uma resposta imune humoral protetora 

mediada por anticorpos não-neutralizantes (Qu et al., 1993; Lin et al., 1998, Aleshin et 

al., 2005; Chung et al., 2006; Lin et al., 2008). Os dados apresentados no presente 

trabalho indicam que a imunização com uma vacina de DNA baseada na proteína NS1 

de DENV-2 é capaz de gerar altos níveis de proteção intraespecífica em camundongos. 

 Durante a infecção viral, a glicoproteína NS1 é encontrada tanto no interior das 

células infectadas quanto associada à membrana plasmática destas células, na forma de 

dímeros. Além disso, a NS1 também é secretada para o meio extracelular sendo 

encontrada em formas oligoméricas como hexâmeros. A região C-terminal da proteína 

E atua como peptídeo sinal para translocação da NS1 pelo retículo endoplasmático 

(Winkler et al 1989; Pryor and Wright, 1993; Flamand et al., 1999; Young et al., 2000). 

Por outro lado, antes dos nossos achados, alguns estudos já sugeriam que a associação 
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da proteína NS1 à membrana da célula se dava provavelmente via a seqüência 

hidrofóbica que corresponde à porção C-terminal da proteína NS2A, que parece 

funcionar como seqüência sinal para ligação via âncora GPI (Falgout et al., 1989; 

Jacobs et al., 2000). Com o objetivo de mimetizar as formas de NS1 produzidas durante 

a infecção do vírus da dengue, foram construídos 4 plasmídeos recombinantes contendo 

o gene NS1 fusionado a diferentes seqüências sinalizadoras a jusante e a montante deste 

gene. Duas construções codificam o peptídeo sinal natural utilizado pela proteína NS1 

para sua secreção durante a infecção viral, pcENS1 e pcENS1ANC. Uma destas 

construções contém, a jusante ao gene NS1, a seqüência que codifica os primeiros 46 

aminoácidos da proteína NS2A (pcENS1ANC). Os outros dois plasmídeos 

recombinantes (pcTANS1 e pcTANS1ANC) são semelhantes aos primeiros, porém 

contêm a seqüência que codifica o peptídeo sinal heterólogo t-PA, ao invés da seqüência 

que codifica a região C-terminal da proteína E.  

 A expressão in vitro da proteína NS1 codificada por esses plasmídeos variou 

bastante. Somente 3 construções (pcTPANS1, pcENS1 e pcENS1ANC) foram capazes 

de mediar a expressão da proteína NS1. Por outro lado, aparentemente a presença das 

seqüências hodrofóbicas t-PA e ANC em uma mesma construção (pcTPANS1ANC) se 

mostrou incompatível. É possível que estas duas seqüências levem a uma conformação 

que impossibilite o seu processamento correto e conseqüente esta proteína se acumule 

na célula, tornando-se tóxica. Foi observado que a proteína NS1 codificada pelo 

pcENS1ANC migrou um pouco mais lentamente no gel contendo o extrato das células 

transfectadas. Tal diferença deve-se à presença da seqüência ANC nesta proteína 

recombinante. 

 Os plasmídeos pcTPANS1, pcES1 e pcENS1ANC também foram capazes de 

mediar a secreção da proteína recombinante, encontrada na forma dimérica no 

sobrenadante das culturas celulares. Estes resultados demonstram que tanto o peptídeo 

sinal natural da NS1 quanto o peptídeo heterólogo t-PA foram eficientes em direcionar a 

proteína NS1 pela via do retículo endoplasmático e sua posterior secreção. De fato, 

estudos mostram que a secreção desta proteína é dependente da sua dimerização 

Somado a isso, a formação de dímeros da proteína NS1 sugere que esta proteína foi 

corretamente glicosilada, uma vez que a estabilidade destes dímeros é influenciada pela  

adição dos grupamentos de açúcar (Pryor & Wright, 1993; Pryor & Wright, 1994; 

Flamand et al., 1999). As análises por microscopia eletrônica demonstraram a presença 

de NS1 na membrana plasmática somente nas células transfectadas com o plasmídeo 
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pcENS1ANC, confirmando que a região N-terminal de NS2A é importante para a 

associação de NS1 à membrana plasmática de células infectadas por DENV. 

 Para avaliar o potencial imunogênico destas vacinas, camundongos BALB/c 

foram inoculados com os plasmídeos recombinantes. Inicialmente, o protocolo a ser 

adotado nos experimentos de imunização e desafio foi avaliado, utilizando imunizações 

pelas vias i.d. ou i.m., com duas ou três doses do plasmídeo pcTPANS1. As 

imunizações por via i.m. induziram maiores níveis de anticorpos, com um menor 

número de doses (2 doses). Apesar da administração i.m. de três doses de DNA ter 

gerado títulos maiores de anticorpos durante o pico da resposta imune humoral (6ª 

semana), a partir da 8ª semana do experimento, os níveis de anticorpos gerados com 

duas ou três doses, se mostraram semelhantes e permaneceram estáveis até a 10ª 

semana. Deste modo, optamos por administrar duas doses de DNA por via i.m., 

utilizando assim menor quantidade de DNA. 

 A inoculação dos plasmídeos pcTPANS1 e pcENS1 induziu uma resposta imune 

humoral homogênea, com altos títulos de IgG contra NS1 em todos os camundongos 

imunizados. Os níveis desses anticorpos foram mais altos do que os observados por 

Lemes e colaboradores (2005) no soro de pacientes com infecção primária ou 

secundária por DENV, utilizando o mesmo antígeno (proteína NS1 produzida em 

cultura de células de drosófila) e protocolo semelhante de ELISA (Anexo 1). Esses 

dados estão de acordo com estudos que indicam que a presença de peptídeos sinais, que 

direcionam a proteína recombinante para via do retículo endoplasmático e a sua 

secreção, induzem altos níveis de anticorpos (Inchauspe et al., 1997; Alves et al., 1999, 

Alves et al., 2000).  

 Por outro lado, os camundongos inoculados com pcENS1ANC apresentaram 

uma resposta imune humoral mais baixa e heterogênea, em que somente metade dos 

animais produziram níveis detectáveis de anticorpos. Essa diferença na resposta de 

anticorpos contra NS1 pode estar relacionada às características de expressão da proteína 

NS1 em células transfectadas pelo pcENS1ANC. Parte da proteína NS1 produzida por 

estas células é retida na membrana plasmástica, conforme observado nos experimentos 

de expressão in vitro, disponibilizando assim uma quantidade menor de proteína 

solúvel. Além disso, apesar de não ter sido realizada a quantificação de proteínas nestes 

experimentos, foi perceptível que a quantidade de NS1 presente no extrato celular e 

sobrenadante da cultura de células transfectadas com pcENS1ANC se mostrou menor 
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do que a observada, nas mesmas condições, para os outros dois plasmídeos 

recombinantes, pcTPANS1 e pcENS1. 

 A cinética de resposta imune humoral após a imunização com os três plasmídeos 

recombinantes mostrou-se semelhante, com picos da resposta duas semanas após a 

segunda dose da vacina, seguida de níveis constantes de anticorpos até a décima semana 

do experimento. Contudo, conforme esperado, os níveis de anticorpos induzidos com 

pcENS1ANC foram menores do que com os gerados com pcTPANS1 e pcENS1. Em 

todas as imunizações, os anticorpos gerados reconheceram principalmente epítopos 

conformacionais da proteína NS1, uma vez que a reação contra NS1 desnaturada foi 

cerca de 30 vezes mais baixa quando comparada ao reconhecimento da proteína nativa. 

Resultados semelhantes foram observados quando avaliamos a reatividade dos 

anticorpos presentes no soro de animais imunizados com o plasmídeo pcTPANS1 

contra a proteína NS1 produzida em E. coli. Neste sistema de expressão não ocorre a 

glicosilação das proteínas e consequentemente a NS1 produzida não adquire a 

conformação semelhante à observada durante a infecção viral. A NS1 produzida por 

células infectadas com o vírus da dengue é uma glicoproteína, cuja conformação         

tri-dimensional e secreção são influenciadas pela sua correta glicosilação (Pryor & 

Wright, 1994). Portanto, nossos resultados sugerem que a NS1 expressa em 

camundongo, mediada pela transfecção de células do hospedeiro com tais plasmídeos, 

deve estar sendo glicosilada e apresentada ao sistema imune de forma similar a que 

ocorre na infecção por DENV. 

 A detecção de anticorpos em camundongos inoculados com os plasmídeos 

pcTPANS1 e pcENS1 56 semanas após o início do experimento, mostra que a 

imunização com estes plasmídeos é capaz de gerar uma resposta imune de longa 

duração. Somado a isso, a inoculação de uma dose reforço induziu um aumento de mais 

de 17 vezes nos títulos de anticorpos, indicando a presença de células de memória. 

 A ausência de um modelo animal que reflita as formas clássica e severa da 

dengue tem sido um obstáculo para estudar alguns aspectos da patogênese da doença e a 

capacidade protetora de vacinas. A adaptação do vírus ao modelo animal é uma forma 

útil para avaliar a proteção conferida por candidatos a vacina. Assim, as fases iniciais de 

testes pré-clínicos com vacinas contra dengue e outros flavivírus utilizam 

principalmente desafios por via intracerebral com vírus neuroadaptados (Gould et al., 

1986, Falgout et al., 1990; Lin et al., 1998; Wu et al., 2003; Bente & Rico-Hesse, 2006; 

Chen et al., 2007;  Guy & Almond, 2007; Lazo et al, 2007). Apesar da utilidade deste 
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modelo, os sinais clínicos avaliados, como paralisia dos membros posteriores, não 

refletem os sintomas ocorridos durante a infecção viral por DENV. Neste trabalho, nós 

avaliamos a indução de proteção pela inoculação da vacina pcTPANS1 tanto pelo 

desafio de camundongos por via intracerebral, quanto através de um modelo proposto 

por Paes e colaboradores (2006) (Anexo 2), em que camundongos BALB/c foram 

inoculados por via intraperitoneal com DENV-2 não adaptado a camundongos. Neste 

modelo, os animais apresentam danos focais no fígado, caracterizado por análises 

histopatológicas e bioquímicas, assim como em outros órgãos, com o pico da viremia 

ocorrendo no sétimo dia de infecção. Esses danos correlacionam-se com o observado na 

infecção em humanos (Anexos 2 e 3). 

 A imunização com o pcTPANS1 foi capaz de gerar proteção nos dois modelos 

murinos avaliados. No desafio por via intraperitoneal, os dados histopatólógicos 

evidenciaram uma diminuição tanto na intensidade quanto na extensão dos danos no 

fígado dos animais vacinados, em comparação com os controles. Tais resultados 

indicam que a vacina de DNA pcTPANS1, que contém o gene NS1 da cepa Nova Guiné 

de DENV-2, é capaz de induzir proteção contra uma linhagem de vírus circulante no 

Brasil. 

 Nos testes de desafio por via i.c., além do pcTPANS1, também foi avaliada a 

proteção gerada pelo pcENS1. O plasmídeo pcENS1ANC não foi utilizado devido ao 

fato deste DNA ter gerado uma resposta imune humoral muito heterogênea. A 

imunização com os plasmídeos pcENS1 ou pcTPANS1 foi capaz de gerar uma resposta 

imune protetora contra DENV-2. Observamos que cerca de 87% e 97% dos 

camundongos vacinados com pcENS1 e pcTPANS1, respectivamente, sobreviveram ao 

desafio. O alto nível de proteção também foi observado quando avaliamos a morbidade. 

Somente 10% e 27% dos animais imunizados com pcTPANS1 e pcENS1, 

respectivamente, apresentaram algum sinal clínico. Essas freqüências foram bem 

diferentes das observadas nos animais controles, em que 90% dos camundongos 

apresentaram paralisia ou morreram após o desafio. Além disso, a gravidade da paralisia 

desenvolvida pelos animais controles foi muito maior, com acometimento das duas 

patas posteriores, quando comparada com a observada nos animais vacinados, em que 

geralmente só um dos membros posteriores era levemente afetado (dados não 

mostrados). Houve também um atraso no aparecimento dos sinais clínicos dos animais 

imunizados com pcTPANS1 (9º dia após o desafio), em relação ao grupo controle e aos 

animais vacinados com pcENS1 (7º dia). Esses dados sugerem que a imunização com o 
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pcTPANS1 é levemente mais protetora do que a inoculação com o pENS1, apesar das 

diferenças entre os dois plasmídeos não terem sido estatisticamente significantes.  

 Wu e colaboradores (2003) também avaliaram uma vacina de DNA baseada no 

gene NS1 de uma linhagem de DENV-2 isolada de Taiwan e demonstraram proteção 

em experimentos de desafio. Neste trabalho, camundongos C3H foram inoculados com 

uma vacina semelhante ao pcENS1, diferindo deste pela ausência de dois aminoácidos 

no peptídeo sinal correspondente a porção C-terminal da proteína E. Além disso, o 

protocolo de experimentação utilizado por tais autores foi um pouco diferente, com a 

inoculação por via i.m. de 3 doses de 80µg do plasmídeo recombinante, no intervalo de 

1 semana, e desafio por via intravenosa com DENV-2. Os autores observaram que a 

inoculação com a vacina de DNA induziu 82% de sobrevivência, em contraste com 30% 

detectado no grupo controle. Tais valores se mostraram semelhante ao observado nos 

nossos experimentos com o pcENS1. 

 A avaliação da resposta imune humoral, antes e após o desafio com DENV-2, 

por via i.c., mostrou que houve um aumento de mais de 5 vezes nos títulos de IgG 

contra NS1 após o desafio. Esse aumento sugere que ocorreu algum nível de replicação 

viral nos animais desafiados. Na realidade, é esperado que a proteção via NS1 não seja 

neutralizante, visto que esta proteína não está presente na partícula viral e só é 

produzida após a célula ter sido infectada pelo vírus. Consequentemente, a proteção via 

NS1 só pode ocorrer após a replicação inicial do vírus. De fato, conforme o esperado, os 

soros dos animais vacinados com pcENS1 ou pcTPANS1 não foram capazes de 

neutralizar a entrada de DENV-2 em células Vero (dados não mostrados). 

 A análise do perfil de imunoglobulinas antes e após o desafio com DENV-2 

mostra a indução de perfis diferentes de resposta imume induzida pelos plasmídeos 

pcENS1 e pcTPANS1. Enquanto o pcTPANS1 induziu preferencialmente anticorpos 

anti-NS1 da subclasse IgG1, a inoculação com pcENS1 levou a um equilíbrio de IgG1 e 

IgG2a. Por outro lado, os animais que receberam somente o vírus e sobreviveram ao 

desafio, a maioria destes apresentando grave paralisia dos membros posteriores, 

produziram níveis maiores de IgG2a. Esta variação na resposta imune induzida pelas 

diferentes vacinas pode estar relacionada a maior proteção gerada pelo pcTPANS1. 

 Também foi avaliada a indução de proteção interespecifica em camundongos 

imunizados com o plasmídeo recombinante pcTPANS1 (DENV-2) e posteriormente 

desafiados por via i.c. com DENV-1. A cinética de morbidade e mortalidade nos grupos 

de animais vacinados e controles se mostraram semelhantes, com o início dos sinais 
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clínicos e mortalidade sendo detectados concomitantemente em ambos os grupos.  Esse 

resultado demonstra que a inoculação com o plasmídeo pcTPANS1 não foi capaz de 

gerar uma resposta imune protetora contra DENV-1, sugerindo que uma vacina de DNA 

utilizando como antígeno a proteína NS1 e baseada em apenas um sorotipo viral não é 

capaz de proteger contra todos outros sorotipos do vírus da dengue. Por outro lado, tais 

dados indicam que, apesar de não protetora, a vacina pcTPANS1 não levou ao 

agravamento da doença gerada por DENV-1. 

A NS1 é uma proteína conservada entre os flavivírus. Se não considerarmos 

possíveis mudanças que possam ter ocorrido na seqüência desta proteína durante as 

passagens de DENV-1 pelo cérebro de camundongos, o alinhamento das seqüências de 

aminoácidos de NS1 das linhagens DENV-2 Nova Guiné e DENV-1 Mochizuki mostra 

que estas proteínas apresentam 74% de similaridade. Tal nível de variabilidade é 

encontrado geralmente entre seqüências de NS1 dos diferente sorotipos de dengue 

conforme observado neste trabalho e descrito por Deubel et al. (1988). Portanto, é 

esperado que também não ocorra proteção cruzada em experimentos com outros 

sorotipos virais. Nossos resultados estão de acordo com Schlesinger e colaboradores 

(1987), que mostraram que camundongos imunizados com a proteína NS1 de DENV-2 

não apresentaram proteção em testes de desafio com DENV-1. 

 Alguns trabalhos sugerem que anticorpos contra NS1 podem ter um papel 

patogênico na infecção por DENV. O complexo formado por NS1 e anticorpos contra 

esta proteína em uma infecção secundária poderiam ativar o complemento de forma a 

levar ao extravasamento vascular. Esses anticorpos poderiam também reagir de forma 

cruzada com antígenos presentes na superfície de células endoteliais e induzir apoptose, 

levando a danos vasculares que favoreceriam à patogênese da doença (Avirutam et al., 

1998; Falconar, 1999). Contudo nos experimentos de desafio por via i.p., em que as 

vacinas de DNA induziram altos níveis de anticorpos conta NS1, não foi observado um 

agravamento dos danos vasculares nos animais imunizados somente com o plasmídeo 

pcTPANS1. Além disso, a cinética da presença de anticorpos contra NS1 no soro de 

pacientes infectados por DENV durante e após a fase aguda da infecção viral não se 

correlaciona com o tempo de extravasamento de plasma, que ocorre nos casos mais 

severos da doença (Stephenson, 2005; Green & Rothman, 2006). Portanto, a hipótese de 

que anticorpos contra NS1 que possam levar a danos vasculares não se mantém, quando 

levamos em consideração esses dados. 
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 Ainda não está estabelecido de que forma a proteína NS1 é capaz de gerar 

proteção nos modelos animais. Diversos estudos de imunização passiva demonstram 

que anticorpos contra NS1 de dengue ou de outros flavivírus são capazes de proteger 

contra desafios com doses letais desses flavivírus (Schlesinger et al., 1986, Schlesinger 

et al., 1987; Gould et al., 1986; Falgout et al., 1990; Jacobs et al., 1992; Lin et al., 

1998; Aleshin et al., 2005; Chung et al., 2006; Lin et al., 2008). Esses trabalhos 

evidenciam que a resposta de anticorpos contra a proteína NS1 tem papel importante na 

proteção. Entretanto, não ainda se sabe o mecanismo de proteção desempenhado por 

esses anticorpos.  

A lise de células infectadas mediada pelo complemento é o mecanismo mais 

aceito para explicar proteção gerada por anticorpos contra NS1. Tal explicação é 

baseada nas observações iniciais de que anticorpos com atividade de fixação do 

complemento da febre amarela podem proteger parcialmente camundongos contra o 

desafio com o vírus (Schlesinger et al., 1985). Outros trabalhos utilizando proteínas 

NS1 de diferentes flavivirus confirmaram a participação do sistema complemento na 

proteção gerada por esta proteína (Schlesinger et al., 1987; Falgout et al., 1990; Qu et 

al., 1993; Lin et al., 1998). Contudo, alguns estudos de imunização passiva em animais 

deficientes de proteínas que fazem parte do sistema complemento, utilizando os vírus 

TBE, febre amarela e WNV, sugerem que a proteção via anticorpos contra NS1 não 

depende do complemento (Schlesinger et al., 1993; Jacobs et al. 1994; Chung et al, 

2006a). 

 Portanto, com o objetivo de estudar se anticorpos presentes no soro dos animais 

imunizados com pcENS1 ou pcTPANS1 podem levar à lise celular dependente do 

complemento, foi realizado um teste inicial de avaliação de lise celular, baseado no 

trabalho de Lin e colaboradores (1998). O estudo destes autores mostrou que o soro de 

animais imunizados com uma vacina de DNA contra o vírus da encefalite japonesa 

(JEV) baseada na proteína NS1 apresentou atividade citolítica contra as células 

infectadas, de maneira dependente do complemento. Em nosso experimento piloto foi 

observada a lise celular, quando o soro de animais inoculados com o pcENS1 ou o 

pcTPANS1 foi colocado em contato com células Vero infectadas com DENV-2, na 

presença do complemento de cobaio. Por outro lado, o soro dos animais controles não 

gerou lise específica na presença deste complemento. Tais resultados sugerem que a lise 

de células infectadas, mediada por anticorpos contra NS1 e dependente do sistema 

complemento, pode ser um dos mecanismos envolvidos na proteção gerada pela 
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imunização com os plasmídeos pcENS1 e pcTPANS1. Entretanto, são necessários 

novos experimentos, com um número maior de amostras de soro, para confirmar estes 

dados.  

 Por outro lado, Chung e colaboradores (2006b) demonstraram que a NS1 de 

WNV se liga a uma proteína reguladora do complemento, proteína fH, interferindo com 

a função de C3b. Os autores sugerem que este pode ser um mecanismo utilizado pelo 

patógeno para evadir do sistema imune do hospedeiro. Se tal mecanismo realmente 

ocorrer, anticorpos contra NS1 podem bloquear a interação desta proteína com fH, 

minimizando uma possível função imunomoduladora da NS1 (Schlesinger, 2006). 

Apesar de aparentemente anticorpos contra NS1 de diferentes flavivirus terem ação 

protetora, não se sabe se outros mecanismos poderiam também estar envolvidos nesta 

proteção, como por exemplo, a ativação de uma resposta imune celular envolvendo 

células T citotóxicas. 

 Em resumo, nosso trabalho demonstrou que as vacinas de DNA pcENS1 e 

pcTPANS1, baseadas na proteína NS1 de DENV-2, são capazes de induzir altos títulos 

de anticorpos específicos contra essa proteína e conferem proteção intra-específica em 

camundongos desafiados com DENV-2. Os resultados estimulam a utilização da 

proteína NS1 em uma abordagem utilizando vacinas de DNA contra a dengue. Sendo 

assim, temos como perspectivas para a continuação deste trabalho, a construção e 

análise de vacinas de DNA contendo o gene NS1 dos outros sorotipos virais, assim 

como a avaliação dos mecanismos de proteção gerados por estas vacinas. 
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6 – CONCLUSÕES 

 

- Todas as vacinas de DNA codificando a proteína NS3 ou seus domínios foram 

capazes de mediar a expressão in vitro das proteínas recombinantes. 

- As vacinas de DNA baseadas no antígeno NS3 não foram capazes de gerar uma 

proteção satisfatória em camundongos desafiados por via i.c. com DENV-2  

- A maioria das vacinas de DNA baseadas em NS1 (pcTPANS1, pcENS1 e 

pcENS1ANC) foram capazes de mediar a expressão in vitro da proteína NS1.  

- O plasmídeo que codifica a NS1 franqueada pela seqüência sinal t-PA e a 

seqüência N-terminal da NS2A (pcTPANS1ANC) não foi capaz de mediar a 

expressão in vitro de NS1. 

- As seqüências t-PA e E funcionaram como peptídeos sinais nas construções 

pcTPANS1, pcENS1 e pcENS1ANC, direcionando a secreção da proteína NS1 

para o meio extracelular na forma de dímeros. 

- A expressão de NS1 associada à membrana plasmática das células transfectadas 

foi obtida somente com a construção pcENS1ANC confirmando a importância 

da seqüência N-terminal da proteína NS2A nesta interação. 

- As inoculações com pcTPANS1 ou pcENS1 foram capazes de induzir altos 

níveis de anticorpos específicos contra epítopos conformacionais da proteína 

NS1, em todos os animais imunizados. 

- A resposta de anticorpos gerada com o plasmídeo pcENS1ANC se mostrou 

muito heterogênea, e somente metade dos animais apresentou níveis detectáveis 

de anticorpos contra NS1.  

- A imunização com o pcTPANS1 conferiu proteção em camundongos inoculados 

por via i.p. com uma linhagem de DENV-2 circulante no Brasil, não adaptada a 

camundongos. 

- A imunização com o plasmídeo pcTPANS1 ou pcENS1 foi capaz de induzir 

proteção contra doses letais de DENV-2 neuroadaptado inoculado por via i.c. 

Estes plasmídeos induziram a produção de subclasses diferentes de IgG contra 

NS1.  
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- A vacina de DNA baseada em NS1 de DENV-2 pcTPANS1 não promoveu 

resposta protetora cruzada para DENV-1  

- Os anticorpos gerados com as imunizações com o pcTPANS1 ou o pcENS1 

foram capazes de levar à lise de células infectadas com DENV-2, em um 

mecanismo dependente de proteínas do complemento.  
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ANEXO 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Histopathological aspects of Dengue-2 virus infected mice 
tissues and complementary virus isolation. 
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