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RESUMO 

 

BIZERRA, R. S. P. Desenvolvimento de uma vacina de subunidade contra o 
sorotipo 2 do vírus dengue baseada no domínio helicase da proteína NS3. 
2014. 71 f. Dissertação (Mestrado em Microbiologia) – Instituto de Ciências 
Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2014. 
 

 

A dengue é uma doença endêmica nas regiões tropicais e subtropicais e o 
desenvolvimento de uma vacina para o controle da mesma é uma prioridade em 
todo o mundo. A proteína não estrutural 3 (NS3) do vírus dengue (DENV) é 
considerada essencial para a replicação e montagem virais. O seu domínio helicase 
(NS3H) alberga epítopos reconhecidos por linfócitos T citotóxicos, os quais tem 
papel importante na eliminação de células infectadas. Nesse sentido, esse trabalho 
propôs a obtenção de uma forma recombinante, produzida em linhagens de 
Escherichia coli, da NS3H do DENV2 com características similares à proteína nativa 
e sua utilização como um potencial antígeno vacinal. Inicialmente, a proteína 
recombinante foi obtida em uma forma insolúvel, mas a otimização das condições de 
cultivo e da expressão da proteína recombinante permitiu a obtenção da proteína na 
forma solúvel. A proteína foi utilizada para gerar anticorpos específicos capazes de 
reconhecer a proteína nativa do vírus expressa em células infectadas. Além disso, a 
NS3H foi reconhecida por anticorpos de camundongos desafiados por uma linhagem 
de DENV2 e de humanos infectados. A proteína NS3H foi capaz de interagir com o 
RNA viral, de forma semelhante ao que ocorre com a proteína nativa. Camundongos 
imunizados com NS3H coadministrada com diferentes adjuvantes desenvolveram 
respostas imunológicas específicas, no entanto, não foram protegidos após desafio 
com uma linhagem de DENV2 capaz de matar camundongos imunocompetentes. 
Em conjunto, os resultados indicam que a proteína NS3H recombinante preserva 
conformação e determinantes antigênicos da proteína viral nativa e pode ser útil em 
estudos sobre a biologia do vírus e na busca de estratégias anti-virais voltadas para 
o controle da dengue. 
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ABSTRACT 

 

BIZERRA, R. S. P. Development of a subunit vaccine against dengue virus 
serotype 2 based on the NS3 helicase domain. 2014. 71 p. Master thesis 
(Microbiology) – Biomedical Science Institute, University of São Paulo, 2014. 
 

Dengue fever is an endemic disease in tropical and subtropical regions and the 
development of a vaccine is a worldwide priority. The nonstructural 3 protein (NS3) of 
dengue virus (DENV) is considered essential for replication and assembly of virus 
particles. The NS3 helicase domain (NS3H) preserves epitopes recognized by 
cytotoxic T lymphocytes, which plays an important role in the elimination of infected 
cells. Accordingly, this study aimed the generation of a recombinant NS3H form of a 
type 2 dengue virus (DENV2) lineage, in Escherichia coli strains, with properties 
similar to the native protein and its use as a potential vaccine antigen. Initially, the 
recombinant protein was detected as an insoluble protein and attempts to solubilize it 
were unsuccessful. Optimization of bacterial growth and protein induction conditions 
resulted in the generation of a soluble NS3H form. The protein was employed to 
generate specific antibodies capable of recognizing the native virus protein in 
infected cells. Furthermore, the recombinant NS3H was recognized by antibodies 
from mice challenged with a DENV2 strain and infected human subjects. The NS3H 
protein interacted with the viral RNA, similarly to the native viral protein, and showed 
RNA relaxation activity as indirectly demonstrated in amplification reactions. Mice 
immunized with NS3H combined with different adjuvants developed specific immune 
responses but did not confer protection to a lethal challenge carried out with a 
DENV2 strain capable to kill immunocompetent mice. Altogether, the results indicate 
that the recombinant NS3H protein preserves conformational and antigenic 
determinants of the native protein and may be a useful tool for studies dealing with 
the DENV biology and the search for anti-virus approaches.  
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INTRODUÇÃO 

 

A dengue é atualmente a principal doença transmitida por artrópodes a 

provocar doença em humanos, sendo causada por um dos quatro sorotipos do vírus 

dengue, (DENV 1-4), pertencentes ao gênero Flavivirus da família Flaviviridae. O 

vírus dengue possui RNA genômico de fita simples com orientação positiva e o seu 

vírion é esférico e envelopado. O genoma viral (figura 1) codifica as proteínas 

estruturais do capsídeo (C), do envelope (E), e a proteína precursora da membrana 

(prM), a qual sofre clivagem e origina a proteína de membrana, e sete proteínas não 

estruturais sendo elas NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5 (RODENHUIS-

ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, 2010).  

 

Figura 1. Genes codificadores das proteínas estruturais e não estruturais do genoma do DENV. As 
funções das proteínas codificadas pelos genes marcados com círculos vermelhos ainda não estão 
definidas. Adaptada de Whitehead et al., 2007. 

 

O vírus dengue é considerado um arbovírus, nome originário da sua 

característica de ser transmitido por artrópodes. No Brasil, as fêmeas da espécie 

Aedes aegypti (figura 2), que passam a exercer hematofagia após a cópula para 

possibilitar a maturação dos ovos, são reconhecidas como transmissoras da doença 

(DIAS et al., 2010). O mosquito se originou na África e é provável que tenha 

chegado às Américas em barcos vindos da Europa, durante as primeiras 

explorações e colonizações europeias no continente americano. Desde então, o 

Aedes aegypti é único vetor transmissor de dengue no Brasil (BRAGA; VALLE, 

2007). As características antropofílicas, o habitat urbano/doméstico e a alta 

eficiência na transmissão do DENV tornam este artrópode um agente altamente 

competente na disseminação da doença em ambientes urbanos e peri-urbanos 

(GUBLER, 2002).  

 



 
 

 

 

Figura 2. Mosquito Aedes aegypti, agente transmissor do DENV aos humanos no Brasil. Fonte: Portal 

do professor / Ministério da Educação e Cultura. 

 

Quando o mosquito transfere o vírus para o homem, ocorrem as etapas do 

processo infeccioso e replicação viral, ilustradas na figura 3. Durante a infecção 

natural pelo DENV, as principais células-alvo são monócitos, macrófagos e células 

dendríticas. Inicialmente, a partícula viral se liga ao receptor celular por interação 

com o domínio III (EIII) da glicoproteína do envelope viral (proteína E). Em seguida, 

há endocitose mediada pelo receptor e redução do pH do endossomo com 

consequente mudança de conformação da proteína E, o que promove a fusão da 

membrana viral à membrana do endossomo e liberação do capsídeo (SAMPATH; 

PADMANABHAN, 2009). Posteriormente, há dissociação do capsídeo, liberação do 

RNA no citoplasma celular, tradução das proteínas virais, síntese da fita molde de 

RNA com orientação negativa e replicação viral. Por fim, há morfogênese viral com 

formação de novas partículas infectantes (AMORIM; ALVES; FERREIRA, 2009). O 

DENV é um vírus envelopado e, no momento da liberação das novas partículas 

infectantes, ele carrega consigo parte da membrana da célula hospedeira, a qual, 

juntamente com suas próprias proteínas, constitui o seu envelope (RODENHUIS-

ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, 2010). 



 
 

 

Figura 3. Etapas do processo infeccioso e da replicação do DENV em células eucarióticas. Após a 
infecção, a partícula viral se liga ao receptor celular (1) e há endocitose mediada pelo receptor (2). 
Ocorre a redução do pH do endossomo, o que promove a fusão da membrana viral à membrana do 
endossomo (3) e liberação do RNA no citoplasma celular (4). Em seguida, as proteínas virais são 
traduzidas e o vírus se replica (5), quando, então, formam-se novas partículas infectantes (6). RER: 
retículo endoplasmático rugoso; (+) ssRNA: RNA de fita simples com polaridade positiva; (-) ssRNA: 
RNA de fita simples com polaridade negativa. Fonte: Amorim; Alves; Ferreira, 2009. 

 

O impacto epidemiológico da dengue pode ser expresso em diversos termos, 

sendo um deles a sua ampla distribuição geográfica. A doença atinge tanto países 

tropicais quanto subtropicais e acomete milhões de indivíduos em todo o globo, o 

que é evidenciado pelas estatísticas de que cerca de 390 milhões de pessoas 

adquirem dengue por ano em todo o mundo e 96 milhões manifestam algum nível de 

severidade (BHATT et al., 2013).  

O vírus dengue causa significativamente mais enfermidade em humanos do 

que qualquer outro arbovírus do mesmo gênero, como o vírus da febre amarela e o 

vírus da encefalite japonesa (WHITEHEAD et al., 2007). O número de pessoas 

infectadas e de óbitos vem crescendo a cada ano, o que torna a doença uma 

questão de grande relevância à Saúde Pública (BRASIL, 2014). Segundo o 

Ministério da Saúde, nos últimos anos, o Brasil viveu cinco grandes epidemias, 

evidenciadas pelos picos nas colunas da figura 4, associadas à mudança do sorotipo 

viral predominante: 1998 (DENV1), 2002 (DENV3), 2008 (DENV2), 2010 (DENV1) e 

2013 (DENV1/4). 

 



 
 

 

Figura 4. Casos notificados e internações por dengue no Brasil de 1986 a julho de 2013. Os picos das 
colunas evidenciam as cinco grandes epidemias que o país viveu nos anos 1998, 2002, 2008, 2010 e 
2013. Fonte: Ministério da Saúde /Secretaria de Vigilância em Saúde. 

 

A forma mais branda da doença é a dengue clássica e as mais graves são 

febre hemorrágica da dengue (FHD) e síndrome do choque da dengue (SCD), sendo 

a segunda uma evolução da primeira. A FHD e a SCD evoluem com tendência a 

hemorragias, dores abdominais intensas, pulso rápido e fraco, palidez cutânea e 

pele fria, o que pode levar o paciente ao choque e à morte (WHITEHEAD et al., 

2007). Apesar de não se saber quais os fenômenos patológicos exatos da dengue, a 

FHD e a SCD têm como fisiopatologia uma resposta imune anômala envolvendo 

imunocomplexos, leucócitos e citocinas, o que causa aumento da permeabilidade 

vascular devido à má função endotelial. Consequentemente, há extravasamento de 

líquidos para o interstício, levando à queda da tensão arterial e manifestações 

hemorrágicas (GUBLER, 2002). 

A proteção imunológica a um sorotipo viral é tipo-específica, de forma que 

não confere proteção aos outros três. A suscetibilidade à dengue, apesar de variar 

de acordo com características intrínsecas dos indivíduos, como o estado 

imunológico, e das cepas circulantes, é universal, de forma que pessoas das mais 

diferentes faixas etárias, raças e classes sociais podem adquirir a doença (BRASIL, 



 
 

2014). Foi verificado que os sintomas são agravados após infecções sequenciais por 

diferentes sorotipos virais, com participação predominante de anticorpos contra as 

proteínas estruturais, fenômeno conhecido como ADE (do inglês antibody dependent 

enhancement), proposto inicialmente por Halstead e colaboradores em 1970, em 

sua teoria da infecção sequencial (figura 5). Segundo essa teoria, a infecção 

sequencial por um sorotipo viral diferente em relação ao anterior levaria a uma forma 

exacerbada da doença, pela ligação de anticorpos não neutralizantes, provenientes 

da primeira infecção, às partículas virais do segundo sorotipo, o que facilitaria a 

entrada de vírions em monócitos e células dendríticas do hospedeiro, aumentando a 

intensidade da resposta inflamatória, da carga viral e dos danos em células 

endoteliais e desencadeando a dengue hemorrágica. Desse modo, os anticorpos 

preexistentes reconheceriam padrões conservados entre os sorotipos, mas não 

seriam capazes de neutralizar o segundo (HALSTEAD et al., 1970). 

 

Figura 5. Teoria da infecção sequencial (ADE). Teoria proposta por Halstead em 1970 na qual a 
infecção sequencial por um sorotipo viral diferente em relação ao anterior leva a uma forma 
exacerbada da doença. Segundo essa teoria, os anticorpos produzidos na infecção prévia não são 
capazes de neutralizar as partículas virais da segunda infecção, mas facilitam a sua entrada nas 
células alvo, como monócitos, por meio da interação com os receptores do tipo Fcγ. Como 
consequência, há aumento da carga viral e é desencadeada a dengue hemorrágica. Adaptada de 
Whitehead et al., 2007. 

 

Diversas estratégias têm sido exploradas para produzir uma vacina efetiva na 

prevenção da dengue. No entanto, o desenvolvimento de uma vacina eficaz tem 

como principais limitações as dificuldades em se produzir uma vacina tetravalente 

eficiente e segura. Várias tentativas de desenvolver vacinas para a dengue se 

baseiam em vacinas de DNA, mas a possibilidade de integração do plasmídeo ao 

genoma do hospedeiro ou a expressão por longos períodos de uma proteína 



 
 

antigênica ainda causam restrições para a aprovação das mesmas para o uso em 

seres humanos (AMORIM; ALVES; FERREIRA, 2009). Já as vacinas de subunidade 

baseadas em proteínas virais, embora necessitem de adjuvantes para desencadear 

efeito protetor, induzem respostas imunológicas consideráveis e fornecem 

flexibilidade quando às vias de administração (AMORIM; ALVES; FERREIRA, 2009). 

Dessa forma, as vacinas de subunidade podem ser uma alternativa interessante no 

caso específico da dengue.  

Apesar do risco de desenvolvimento de ADE, muitos trabalhos relatados na 

literatura utilizam a proteína E do DENV como o principal antígeno para o 

desenvolvimento de uma vacina baseada em proteínas recombinantes. A 

imunização de macacos Rhesus com uma vacina de subunidade baseada na 

proteína E foi capaz de induzir níveis consideráveis de anticorpos neutralizantes e 

reduzir os níveis de viremia após desafio com DENV (PUTNAK et al., 2003). Várias 

estratégias têm sido utilizadas para melhorar a imunogenicidade do antígeno EIII, 

incluindo fusões com proteínas estafilocócicas (SRIVASTAVA et al., 1995), proteína 

de ligação à maltose de E. coli (SIMMONS et al., 1998), e com a proteína P64K de 

Neisseria meningitidis (BERNARDO et al., 2009; HERMIDA et al., 2004).  

A incorporação da proteína do capsídeo viral ao domínio EIII em uma forma 

altamente agregada pode induzir um aumento da resposta imune mediada por 

células (VALDES et al., 2009). O domínio EIII também pode ser obtido com base nas 

sequências de consenso dos quatro sorotipos de DENV que foi também relatado 

como capaz de induzir anticorpos neutralizantes contra todos os sorotipos nos 

camundongos (LENG et al., 2009). No entanto, os resultados de testes clínicos 

ainda não demonstraram que essa abordagem vacinal seja realmente promissora 

para uso em seres humanos. Além disto, a presença de anticorpos voltados para 

componentes estruturais do vírus criam riscos potenciais para a geração do 

fenômeno da ADE. 

As proteínas não estruturais representam uma alternativa promissora para 

uma vacina contra a dengue. Por não estarem presentes na partícula viral, as 

respostas de anticorpos voltadas a elas não oferecem risco de provocar a ADE 

(HALSTEAD et al., 1970). A NS1 é a proteína não estrutural mais amplamente 

usada como antígeno vacinal contra a dengue. Vacinas de subunidades que 

empregam a NS1 como antígeno foram capazes de induzir a produção de anticorpos 

e proteção parcial à infecção por DENV (AMORIM et al., 2012b; HENCHAL et al., 



 
 

1988; SCHLESINGER; BRANDRISS; WALSH, 1987; SRIVASTAVA et al., 1995; 

ZHANG et al., 1988). Outra estratégia promissora ilustrando a utilização da NS1 

como estratégia vacinal se baseia no direcionamento do antígeno para células 

dendríticas. Essa formulação foi capaz de induzir proteção parcial à infecção por 

DENV, sendo que esta proteção mostrou estar relacionada a ativação de células T 

(HENRIQUES et al., 2013).  

Vários grupos de pesquisa se dedicaram ao estudo da NS1 como antígeno 

vacinal, mas evidências clínicas e experimentais apontam para possíveis problemas 

de segurança. Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento das formas graves 

da dengue ainda não estão esclarecidos em sua totalidade, mas hipóteses sugerem 

que a NS1 contribui de maneira importante na disfunção dos sistemas circulatório e 

imune do hospedeiro (AMORIM et al., 2014). Diversos trabalhos já demonstraram 

que a utilização da NS1 como antígeno vacinal pode causar depleção plaquetária 

decorrente de anticorpos que reagem cruzadamente, além de apoptose de células 

endoteliais e ativação do complemento, com dano tecidual no hospedeiro (CHEN et 

al., 2009; KUROSU et al., 2007; LIN et al., 2002; LIN et al., 2006; MARTINA; 

KORAKA; OSTERHAUS, 2009). Assim, acredita-se que NS1 possa induzir 

fenômenos autoimunes em casos de FHD e SCD e sua utilização em vacinas 

permanece questionável. 

Outro potencial alvo para o desenvolvimento de uma vacina contendo 

componentes não estruturais do vírus da dengue é a proteína NS3. A NS3 tem 

aproximadamente 70 kDa e apresenta dois domínios: o domínio serino-protease 

(~18kDa) na região N-terminal e domínio helicase (~52 kDa) na região C-terminal, 

sendo que há um sítio de ligação ATPase neste último domínio (LESCAR et al., 

2008). Após a infecção da célula hospedeira e a tradução do RNA genômico, a 

poliproteína formada é clivada por proteases da célula hospedeira e viral, que 

utilizam o segmento hidrofóbico de 40 resíduos da proteína transmembrana NS2B 

como cofator indispensável para essa atividade. Além disso, a NS3 do DENV é 

considerada essencial aos processos de replicação e montagem virais e, portanto, 

desenvolve papéis primordiais na biologia do patógeno (LUO et al., 2007). Ela é 

processada pela via de proteassoma e epítopos específicos para células T, os quais 

se mostram bem conservados entre os quatro sorotipos virais, são processados e 

apresentados por APCs (LURIA-PEREZ et al., 2007; SPAULING et al., 1998). A 



 
 

referida proteína não está associada a partículas virais livres e, consequentemente, 

não induz a formação de anticorpos anti-DENV facilitadores de infecção.  

O domínio helicase da NS3 (NS3H) se estende entre os aminoácidos 169-618 

dessa proteína, apresenta um sítio ATPase. As helicases de RNA são enzimas 

altamente conservadas que utilizam a energia derivada da hidrólise de NTP para 

modular a estrutura do material genético. Essas helicases participam de todos os 

processos biológicos que envolvem o RNA, incluindo transcrição e tradução, e têm 

como papel fundamental o relaxamento de moléculas de RNA para atuação da 

polimerase (ABDELHALEEM, 2005). A proteína NS3H foi inicialmente obtida por Xu 

e colaboradores em 2005. Os resíduos 171 a 618 de uma cepa de DENV2 foram 

amplificados por PCR e um vetor pET32b albergando a sequencia foi inserido em 

uma linhagem de E. coli BL21-CodonPlus. A proteína foi expressa e purificada por 

cromatografia de afinidade a metal. Esse trabalho traz contribuições importantes na 

resolução da estrutura proteica, mas não abordou suas características imunológicas. 

A NS3H (figura 6) possui epítopos capazes de gerar uma resposta citotóxica 

mediada por linfócitos (CTL). Em uma estratégia vacinal baseada na NS3H foi 

possível demonstrar a indução de respostas citotóxicas capazes de provocar lise 

das células infectadas (SPAULDING, et al., 1999). Camundongos de 4 a 8 semanas 

de idade foram imunizados com DENV (aproximadamente 106 UFP) ou com vírus 

Vaccinia expressando a NS3 (aproximadamente 107 UFP). Seus esplenócitos foram 

retirados e avaliados quanto às sequencias que eram capazes de reconhecer na 

região da NS3H (SPAULDING, et al., 1999). Os autores demonstraram que o menor 

e mais conservado peptídeo reconhecido se estendia entre os aminoácidos 298 e 

306 da NS3.  



 
 

 

Figura 6. Estrutura secundária da NS3H. Cristalografia representando a estrutura em alfa hélices e 
folhas beta da NS3H. Adaptada de Xu et. al (2005). 

 

Em 2007, Luria-Perez e colaboradores descreveram o uso de Salmonella 

enterica como vetor para plasmídeos que continham um epítopo CTL específico 

presente na NS3H. Cepas de Salmonella atenuadas são amplamente utilizadas 

como veículos vacinais para a entrega de antígenos ao sistema imunológico de 

mamíferos. Geralmente, no entanto, induzem pobres respostas de CTL, pois a 

bactéria reside em vacúolos e os antígenos precisam passar para o citosol e ser 

processados pela via dependente de MHC-I para induzir a resposta celular. Nesse 

trabalho, os autores projetaram uma proteína de fusão que desestabiliza a 

membrana do fagossomo e permite que o epítopo GYISTRVEM do DENV chegue ao 

citosol. O peptídeo utilizado foi o já caracterizado por Spaulding e colaboradores 

(1999) e os autores avaliaram o estímulo à resposta imunológica decorrentes do uso 

desse vetor e do referido epítopo. A proteína de fusão foi fusionada à superfície da 

bactéria de S. Typhimurium SL3261, como confirmado por imunofluorescência e 

citometria de fluxo. Camundongos Balb/C de 6 a 8 semanas de idade receberam as 

bactérias pela via orogástrica em concentração ajustada de 1010 células/mL. As 

cepas recombinantes de Salmonella assim produzidas foram capazes induzir 

resposta específica proliferativa e respostas de CTL.  

A utilização da NS3H como antígeno vacinal em vacinas de DNA apresentou 

resultados promissores (COSTA et al., 2011). Os autores desenvolveram 



 
 

plasmídeos codificadores da NS3 inteira e de suas porções protease e helicase, 

fusionados ou não ao peptídeo sinal do ativador de plasmogênio tecidual humano (t-

PA), conhecido por mediar a translocação proteica para o retículo endoplasmático e 

complexo de golgi. As proteínas recombinantes foram expressas em células BHK-21 

transfectadas. Camundongos Balb/C foram imunizados e a maioria dos que 

receberam formulações com plasmídeos que codificam a NS3 inteira ou apenas o 

seu domínio da helicase sobreviveram ao desafio. Animais que receberam 

plasmídeos codificadores da NS3H apresentaram sobrevivência de 40 % a 60 % em 

relação ao seu controle negativo, enquanto 60 % dos que receberam plasmídeos 

codificadores da NS3 inteira sobreviveram. Segundo os autores, a NS3 mostra-se 

como um potencial antígeno capaz de ativar o braço celular da resposta imunológica 

contra a dengue. 

O uso de um adjuvante eficiente, capaz de modular respostas protetoras em 

formulações baseadas em proteínas purificadas, precisa ser levado em conta. Neste 

contexto, as toxinas termo-lábeis (LTs) de Escherichia coli enterotoxigênica (ETEC) 

representam uma alternativa pouco explorada como adjuvantes em vacinas contra 

dengue. Estas são proteínas heterohexaméricas que consistem de uma subunidade 

A e cinco subunidades B (AB5) que se ligam majoritariamente ao gangliosídeo GM1 

expresso ubiquamente na superfície da maioria das células de mamíferos (TRITTO 

et al., 2007). Quando utilizadas como adjuvantes vacinais, as LTs demonstraram 

melhorar a apresentação dos antígenos, estimular a proliferação de células T e 

produção de citocinas, além de promover uma relevante resposta de IgG e IgA de 

mucosa (MARINARO et al., 2003). No entanto, o uso das LTs como adjuvantes 

vacinais precisa considerar uma importante característica dessa proteína, qual seja, 

sua toxicidade intrínseca. Além de estimular a resposta imune dirigida contra um 

antígeno coadministrado, as LTs também provocam fortes respostas humoral e 

celular imunogênicas contra si mesmas. A LTK63 pode ser utilizada como 

alternativa, pois é um exemplo de mutante atóxico que apresenta a substituição de 

uma serina por uma lisina na posição 63 da subunidade A, região onde o NAD+ 

interage com a toxina para que o ADP-ribosil possa ser transferido para a proteína 

Gsα (RAPPUOLI et al., 1999; RYAN et al. 2000). Essa mutação origina uma proteína 

com atividade adjuvante parcialmente preservada e perda completa da atividade 

enzimática, com consequente redução significativa na sua toxicidade. (RAPPUOLI et 

al., 1999; RODRIGUES et al., 2010; RYAN et al. 2000).  



 
 

Os oligonucleotídeos ricos em C e G (CpG) são pequenas moléculas de DNA 

sintéticas que contém citosina e guanina e atuam como imunoestimulantes. Eles 

apresentam motivos considerados padrões moleculares associados ao patógeno 

(PAMPs), e ativam a produção de citocinas e a resposta tipo Th1 ao antígeno 

utilizado, além de poder aumentar o número de células TCD8+ produtoras de IFN-γ 

(HUBBELL; THOMAS; SWARTZ, 2009; WEINER et al., 1997).  

Outro adjuvante utilizado foi o hidróxido de alumínio. Sais de alumínio são 

amplamente empregados em pesquisas e ainda representam a única alternativa 

para as vacinas administradas em seres humanos no Brasil e no continente 

americano (RESENDE et al., 2004).  
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CONCLUSÕES 

 

Os objetivos previstos para o desenvolvimento da presente dissertação foram 

alcançados em sua totalidade e foi possível obter as seguintes conclusões: 

 

1. O gene codificador da proteína NS3H pode ser clonado sistema 

bacteriano, utilizando cepas quimiocompetentes de E. coli; 

2. A produção da proteína recombinante na forma solúvel pode ser realizada 

a partir de mudanças nas condições de aeração e temperatura do cultivo 

bacteriano; 

3. A NS3H recombinante preserva propriedades estruturais da proteína 

nativa; 

4. A proteína NS3H preserva determinantes antigênicos da proteína nativa 

como demonstrado pela reatividade de anticorpos; 

5. A NS3H recombinante interage com o RNA viral de forma semelhante ao 

observado com a proteína nativa; 

6. A NS3H recombinante foi imunogênica quando administrada a 

camundongos em combinação com adjuvantes para a produção de 

anticorpos, mas não para a ativação de linfócitos T CD8+.  

7. Nas condições experimentais avaliadas, não foi possível observar 

proteção ao desafio com uma linhagem de DENV2 capaz de matar 

camundongos imunocompetentes.  

8. Novas formulações vacinais deverão ser testadas com a incorporação de 

adjuvantes mais adequados à ativação de respostas celulares necessárias 

à proteção contra a infecção pelo DENV. 
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