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RESUMO 

Santos RA. Avaliação de formulações vacinais anti-dengue administradas pela via transcutânea 

visando à geração de anticorpos neutralizantes. [Dissertação (Mestrado em Microbiologia)]. São 

Paulo: Universidade de São Paulo; Instituto de Ciências Biomédicas; 2017. 

 

A dengue é uma arbovirose que ameaça mais de metade da população mundial. No momento 

existem duas vacinas, administradas por vias parenterais, aprovada ou em estudos clínicos, que 

podem conferir proteção parcial em regiões endêmicas, mas que ainda não estão sendo 

administradas em larga escala. Por outro lado, a utilização de vias de administração alternativas, 

como a via transcutânea (TC), pode ter um impacto importante na eficácia vacinal. A entrega de 

formulações vacinais pela via TC tem como vantagem a administração segura e não invasiva de 

antígenos vacinais e a composição celular específica da pele, rica em células apresentadoras de 

antígenos, como as células de Langerhans; O presente estudo avaliou as respostas de anticorpos 

geradas em camundongos após imunização pela via TC com partículas virais de vírus dengue do 

sorotipo 2 (DENV2). Os antígenos foram combinados com a toxina termolábil (LT) 

recombinante, usada como adjuvante vacinal e originalmente produzida por linhagens de 

Escherichia coli enterotoxigênica (ETEC). Os resultados indicam que a vacina com vírus 

inativados, administrada pela via TC, mostrou-se imunogênica, porém apenas uma pequena 

fração dos anticorpos produzidos foi direcionada contra o ectodomínio III (EDIII) da proteína do 

envelope viral, responsável pela ligação do vírus à célula. A incorporação do adjuvante LT 

resultou no aumento da produção de anticorpos específicos e na modulação da qualidade das 

respostas imunológicas. Os anticorpos produzidos após as imunizações apresentaram prevalência 

da subclasse IgG1, sendo a razão entre IgG1/IgG2a modificada após a introdução do adjuvante 

LT. Com a adaptação das formulações vacinais administradas e, quando comparada com uma via 

parenteral, a via TC mostrou-se capaz de induzir níveis semelhantes de proteção e morbidade 

frente a desafio letal. O presente estudo demonstra que a via TC pode induzir respostas 

sorológicas vírus-específicas de forma eficiente quando utilizada para a administração de vacinas 

contra DENV baseadas em partículas virais. Portanto, novos estudos devem ser feitos 

considerando a TC como uma via de administração alternativa às vias parenterais para a 

administração de vacinas contra a dengue.  

 

Palavras-chave: Transcutânea. Dengue. Vacina. Vírus inativado. Toxina termolábil.



 
 

ABSTRACT 

Santos RA. Evaluation of anti-dengue vaccine formulations administered by the transcutaneous 

route aiming the generation of neutralizing antibodies. [Dissertação (Mestrado em 

Microbiologia)]. São Paulo: Universidade de São Paulo; Instituto de Ciências Biomédicas; 2017. 

 

Dengue is an arbovirosis that threatens more than half the world's population. Currently there are 

two vaccines, both administered via parenteral routes, approved or in clinical trials, which 

provide partial protection but are not being administered on a large scale. On the other hand, the 

use of alternative routes of administration, such as the transcutaneous (TC) route, can have a 

significant impact on vaccine efficacy. Delivery of vaccine formulations via the TC route has the 

advantage of a safe and non-invasive administration method of vaccine antigens through the skin, 

that has a cell composition rich in antigen-presenting cells, such as the Langerhans cells. The 

present study evaluated the antibody responses generated in mice after TC immunization with 

virus particles of dengue virus serotype 2 (DENV2). The antigens were combined with a 

recombinant form of the heat-labile toxin (LT), used as a vaccine adjuvant and originally 

produced by enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) strains. The results indicate that the 

inactivated virus vaccine administered via the TC pathway was immunogenic, but only a small 

fraction of the antibodies were directed against the ectodomain III (EDIII) of the viral envelope 

protein, which is responsible for the binding of the virus to host cells. Incorporation of LT 

resulted in increased production of specific antibodies and modulation of the immune responses. 

Antibodies produced after the immunizations showed a prevalence of the IgG1 subclass, with the 

IgG1/IgG2a ratio being modified after the introduction of LT. When compared with a parenteral 

route, the TC route was capable to induce similar protection levels to a lethal challenge. The 

present study demonstrates that the TC route can efficiently induce virus-specific serological 

responses when used for administration of DENV vaccines based on viral particles. Further 

studies should explore different dengue vaccines using the TC route as an alternative to 

parenteral administration routes. 

 

Keywords: Transcutaneous. Dengue. Vaccine. Inactivated virus. Heat-labile toxin. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A presença de doenças virais acometendo humanos é datada desde a antiguidade, porém o 

termo arbovírus somente passou a ser empregado em 1881, quando o Dr. Carlos Finlay propôs a 

transmissão do vírus da febre amarela (YFV) por mosquitos (1). Dentre esses vetores destacam-

se os mosquitos do gênero Aedes, em especial o Aedes aegypti, responsáveis pela transmissão de 

uma das arboviroses de maior importância no cenário nacional e mundial, causada pelo vírus da 

dengue (DENV) (2). Uma característica marcante da dengue é a subnotificação de casos, o que 

normalmente “esconde” boa parte das epidemias, já que uma grande parte dos infectados é 

assintomática ou desenvolve quadros leves de sintomas que não são suficientes para levá-los a 

procurar ajuda médica (3). 

A primeira epidemia de DENV no Brasil foi reportada em 1845, muito provavelmente 

decorrente da epidemia asiática e das regiões do pacífico em 1779-1780 associada com mudanças 

geográficas que permitiram a expansão do vetor globalmente (3). Atualmente a dengue é uma de 

suas representantes de maior relevância econômica e epidemiológica, sendo que o Brasil 

apresentou a quinta maior incidência na América latina entre 1995 e 2009, e a maior incidência 

na América do Sul (juntamente com o Uruguai) em 2014, com cerca de 294 casos a cada 100.000 

habitantes (4). No cenário global estima-se 390 milhões de infecções por ano, sendo que destas 

aproximadamente 96 milhões apresentam algum grau de severidade que evoluem para cerca de 

30 mil mortes anuais (5–7).  

A sintomatologia mostra-se decorrente de uma resposta imunológica anômala, a qual envolve 

múltiplos aspectos como imunocomplexos, leucócitos e citocinas que podem culminar em 

manifestações clínicas que variam desde sintomas brandos como a febre da dengue a sintomas 

severos que podem levar à morte (dengue severa), previamente conhecidos como síndrome de 

choque da dengue e/ou febre hemorrágica da dengue (8–10). Tais infecções concentram-se nas 

faixas tropicais e subtropicais do globo, representando a abrangência da presença dos vetores 

responsáveis por sua transmissão (10). 

O DENV é pertencente à família Flaviviridae e gênero Flavivirus, no qual também estão 

classificadas outras importantes arboviroses como a febre amarela e a encefalite japonesa. No 

ciclo urbano, o DENV circula na forma de quatro tipos imunologicamente distinguíveis 
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(sorotipos): DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, que apresentam aproximadamente 30% de 

divergência na sequência de nucleotídeos dos seus genomas (11–15). Tal espécie viral apresenta 

vírions esféricos e envelopados possuidores de RNA fita simples de orientação positiva como 

material genético (16). O genoma viral codifica uma poliproteína que sofre clivagem em dez 

proteínas distintas, dentre as quais sete não participam da composição da partícula viral, sendo 

caracterizadas como não estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5) e três 

compõem as partículas formadas, sendo caracterizadas como estruturais (E, prM e C) (FIG 1A). 

O envelope de um vírion maduro é em sua grande maioria composto pela proteína do envelope 

(E), mas também possui em sua composição a proteína M – resultante da clivagem da proteína 

precussora de membrana pela proteína furina (17) (FIG 1B).  

A proteína E apresenta-se em dímeros no envelope viral e pode ser subdividida em três 

ectodomínios que possuem funções distintas durante o processo de adsorção e entrada em células 

infectadas (FIG 1C), destacando-se o ectodomínio III (EDIII), o qual é responsável pela ligação 

inicial do vírus aos receptores celulares. Devido ao fato do DENV infectar uma grande variedade 

de células, tanto de mosquitos quanto de humanos, a EDIII reconhece moléculas ubíquas nas 

membranas de superfície, como heparan sulfato e outras moléculas que medeiam a internalização 

em células hospedeiras (18). De forma específica, as partículas de DENV se ligam à proteína de 

choque térmico 70 em células de mosquito (18,19), ICAM3 em células dendríticas (DCs) 

imaturas, integrina na maioria das células de mamífero e resíduos de manose expressos na 

superfície de macrófagos (18,20). Tais características incentivam o extensivo estudo da EDIII 

como possível alvo de bloqueio da infecção viral em formulações vacinais (21,22). 
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A busca por formulações vacinais que produzam respostas eficientes contra uma infecção 

gerada por partículas virais viáveis do DENV já foi feita com a utilização de diversos tipos de 

antígeno alvo (8,23). As principais abordagens vacinais em desenvolvimento incluem vírus vivos 

atenuados e vacinas baseadas em vírus quiméricos atenuados recombinantes e apresentam-se em 

estudos de fase clínica e liberadas para uso em humanos, respectivamente. Contudo, o 

desenvolvimento de tais formulações vacinais envolve necessidades logísticas e operacionais que 

elevam o custo de produção, armazenamento e distribuição dos lotes, o que dificultam a 

utilização em locais de difícil acesso. Outro ponto importante consiste na evasão da vacinação 

por parte de indivíduos que temem procedimentos invasivos (injeções), bem como os riscos de 

A 

C 

B 

Figura 1 - Representações esquemáticas do DENV. (A) Genoma de RNA de fita simples, com orientação 

positiva, do DENV. A fita de RNA possui aproximadamente 11 kB e que codifica 10 proteínas, sendo três 

estruturais: Capsídeo (C), Membrana (M) e Envelope (E) e sete não estruturais (NS): NS1, NS2 A e B, NS3, 

NS4 A e B e NS5. (B) Modificação estrutural no vírion após a clivagem da proteína precussora de membrana 

(prM) em proteína M pela enzima furina, tornando a partícula madura. (C) Organização da proteína E em 

dímeros após a maturação da partícula viral e representação dos três diferentes domínios presentes na proteína: 

Domínio 1 (EDI), domínio 2 (EDII) e domínio 3 (EDIII).Referências modificadas: Wahala, 2012; Guzman, 

2010; Heinz 2012 (21,108,109). 
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acidentes e transmissão de agentes infecciosos a que a manipulação desses materiais perfuro-

cortantes está sujeita. Tais fatos abrem caminho para estudos que tem por objetivo a utilização de 

diferentes vias de inoculação vacinal, destacando-se a vias de administração não invasivas, como 

a via transcutânea (TC).  

A epiderme representa a porção mais externa da pele, consiste no sítio de inoculação TC, e 

pode ser dividida em duas partes. O stratum corneum consiste na porção em contato direto com o 

meio externo, possuindo desta forma propriedades únicas de impermeabilidade que o tornam 

fundamental na proteção contra agentes invasores (24,25). A composição do stratum corneum 

consiste de corneócitos mortos ligados por desmossomos e complexos de proteínas celulares. 

Logo abaixo do stratum corneum localiza-se a epiderme viável, composta principalmente de 

queratinócitos e abundantes quantidades de células dendríticas como melanócitos e Células de 

Langerhans (LCs) (26).  

Apesar de sua grande extensão a pele pode ser considerada um sítio ativo e eficaz na proteção 

do organismo. A função de imunidade inata é feita principalmente pelos queratinócios presentes 

na epiderme, os quais possuem capacidade de produzir citocinas, quimiocinas e fatores 

antimicrobianos responsáveis pelo controle de invasões e recrutamento de células do sistema 

imunológico para o local, de forma a erradicar o agente causador de alerta (24,26). As células 

dendríticas imaturas presentes na camada basal da epiderme e na derme formam uma rede que 

cobre a extensão da pele e possuem ação crítica na iniciação de respostas contra organismos 

invasores (27). Tais células podem sofrer ativação por meio da detecção de seres estranhos ou 

estimulação feita pelas células do tecido e compõem o elo de ligação entre a imunidade inata e a 

imunidade adaptativa. As LCs diferenciam-se de outras células dendríticas pela sua capacidade 

de expressar langerinas (CD207) e são capazes de reconhecer oligossacarídeos e formar grânulos 

visíveis no citoplasma celular (grânulos de Birbeck) (28). O reconhecimento das LCs por células 

do sistema imunológico após sua migração para órgãos linfóides pode ser feito por antígeno 

leucocitário humano (HLA) de classe I e II, o que permite o desenvolvimento de respostas 

completas, com a predominância de anticorpos ou de respostas celulares citotóxicas. A via TC 

tem sido explorada como alternativa para administração de vacinas e drogas em seres humanos, 

como demonstram uma série de testes clínicos conduzidos ou andamento em diversas partes do 

mundo (Tabela 1).  
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Estado Nome do estudo    Condição Intervenção 

Desconhecida 

Imunogenicidade de três HIV GTU® 

MultiHIV imunizações de DNA 

administradas via rotas i.m., ID e TC 

HIV  GTU®- multi HIV clado B 

Finalizado 

Estudo de segurança comparando a 

administração de vacinas pela via TC com a 

via i.m. 

Voluntários 

saudáveis; HIV 
Administrações TC e i.m. 

Finalizado 
Imunização transcutânea com vetor vicinal 

de Listeria Monocytogenes 

Voluntários 

saudáveis 

BMB72 (actA/plcB-deleted 

Listeria monocytogenes 

expressando nucleoproteína de 

influenza A) 

Finalizado Ensaios logísticos de ETEC Diarreia 
Toxina termolábil de Escherichia 

coli (LT); Placebo 

Finalizado 
Vias de imunização e respostas imunológicas 

contra Influenza 
Influenza 

INTANZA® 15; Vaxigrip®; 

INTANZA® 15 T 

Finalizado 

A segurança e a imugenicidade da vacina 

DNA-GTU administrada em pacientes 

infectados por HIV em regime ART vs 

placebo 

HIV 
Vacina GTU®-MultiHIV Clado 

B; Cloreto de sódio 

Finalizado 

Terapia vicinal e resiquimod no tratamento 

de pacientes com estágio II, III ou IV de 

melanoma completamente removido 

cirurgicamente 

Melanoma (pele) Resiquimod 

Finalizado 

Estudo de segurança de vacina recombinante 

para prevenção de diarreia provocada por 

ETEC 

Infecção por 

Escherichia Coli 

Adesina fimbrial recombinante 

dscCfaE; LT modificada 

LTR192G 

Finalizado 

com resultados 

Estudo de autoadministração de adesivo 

vicinal de LT 

Prevenção da 

diarreia do 

viajante 

LT 

Ativo, sem 

recrutamento 

Estudo de segurança de vacina quimérica 

para prevenção de diarreia provocada por 

ETEC 

Infecção por 

Escherichia Coli 

Adesina fimbrial recombinante 

dsc14CfaE-sCTA2/LTB5; 

dscCfaE; LT modificada 

LTR192G 

Finalizado 

com resultados 

Processo automatizado da diarreia do 

viajante 

Prevenção da 

diarreia do 

viajante 

LT; Placebo 

Finalizado 

com resultados 

Estudo de segurança estratificado por gênero 

e estudo de imunogenicidade 
Diarreia LT; Placebo 

    

Tabela 1 - Estudos clínicos envolvendo administração de vacinas e fármacos em humanos pela via TC. 



26 

 

    

Finalizado 

com resultados 

Respostas imunológicas da vacinação contra 

YFV em adultos com dermatite atópica 
Dermatite atópica 

Vacina da febre amarela (YFV-

17D); YFV-17D Placebo 

Finalizado 

Estudo de imunoterapia específica contra 

alérgeno com administração epicutânea em 

alérgicos a pólen de grama 

Rinoconjuntivite 

alérgica  
Adesivo; Adesivo placebo 

 

O vencimento da barreira inicial imposta pelo stratum corneum é um importante fator a ser 

considedado em imunizações pela via TC e por isso foi amplamente estudado no âmbito da 

criação de novas tecnologias que permitam a passagem dos antígenos alvo e entrega ao sistema 

imunológico. Diversas alternativas foram desenvolvidas para tal propósito e envolvem o emprego 

do rompimento ou permeabilização da camada superficial de células, a utilização de métodos de 

entrega de antígenos ou microagulhas. O rompimento das camadas superficiais de células pode 

ser feito por abrasão superficial e consiste no principal meio de entrada de organismos estranhos, 

podendo ser utilizado para ultrapassar a barreira do stratum corneum (29). A permeabilização 

pode ser feita com a utilização de adesivos contendo antígenos, os quais ficam expostos a longos 

períodos no tecido (30). Os métodos de entrega de antígenos possuem variações quanto aos 

modelos utilizados, sendo já caracterizados para o uso em imunizações pela via TC sistemas 

baseados em lipossomas e vetores virais, como os adenovírus e os vírus ankara (31,32). A criação 

das microagulhas foi proposta como forma para promover a ruptura local das camadas iniciais da 

pele o suficiente para não causarem dor e ao mesmo tempo apresentarem antígenos aderidos às 

camadas da epiderme que contenham células do sistema imunológico (32,33). 

Dentre os candidatos vacinais estudados nas imunizações pela via TC, inicialmente 

predominavam os antígenos bacterianos, o que permitiu o estabelecimento da via como 

promissora na geração de respostas imunológicas. Além disto, diversos estudos vacinais têm 

explorado a utilização de partículas virais, e seus derivados, aplicados via TC utilizando 

diferentes métodos para a transposição da barreira representada pelo stratum corneum na 

tentativa de apresentar o antígeno com uma melhor qualidade e eficiência para o sistema 

imunológico (29–35). 

Os vírus mostraram-se promissores como desencadeadores de respostas imunológicas devido 

ao tamanho, apresentando grande facilidade de apresentação ao sistema imunológico (29,36). 

Tabela 1 - Estudos clínicos envolvendo administração de vacinas e fármacos em humanos pela via TC. 
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Vacinas de DNA administradas de forma tópica induziram respostas de anticorpos e células 

produtoras de IFN-γ contra o vírus sincicial respiratório (RSV) (37). A proteína hexon (principal 

proteína de capsídeo em adenovírus) induziu proteção em camundongos imunizados com 

adesivos vacinas (38). Partículas virais inteiras inativadas ou proteínas recombinantes do vírus 

simples herpes (HSV) geraram respostas humorais no soro e nas fezes e fortes respostas 

celulares, respectivamente, em camundongos após vacinação via TC (35). Diversas plataformas 

de administração obtiveram resultados positivos contra Influenza quando utilizada a via TC, o 

que resultou na realização de testes clínicos (Tabelas 1, 2). Antígenos do vírus Hepatite B (HBV) 

mostraram-se promissores na geração de respostas imunológicas em diferentes estratégias de 

apresentação do antígeno pela via TC (Tabela 2). Vacina de DNA contra o vírus da Encefalite 

Japonesa (JEV) promoveu a geração de resposta de anticorpos protetores contra a infecção após 

administração tópica (39). Contudo, mesmo com a utilização de diferentes métodos para entrega 

antigênica pela via TC, foi confirmada a necessidade de utilização de adjuvantes vacinais para 

obtenção de uma resposta imunológica mais robusta e direcionada (40). 
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Candidato 

Vacinal 
Estratégia  Referências 

RSV DNA total encapsulado com transferossomo (37) 

Adenovírus Adenovírus-luciferase em almofada de hidrogel (38) 

HSV 
Vírus inteiro ou proteínas virais coadministrados com Toxina de 

Cólera (CT) 
(35) 

Influenza Vírus inteiro inativado coadministrado com CT (41) 

 

Vacina de DNA codificando proteína M Coadministrada com CPG 

ou CT 
(42) 

 

Vacina de DNA codificando proteína M em diferentes formulações 

com ou sem tratamento da pele ou adição de lipossomas 
(43) 

 

Peptídeo de Influenza direcionado para células T auxiliares 

coadministrado com CT 
(44) 

 

Glicoconjugado com reatividade cruzada de Haemophilus 

influenzae b coadministrado com diferentes LT e CT 
(45) 

 
Vacina Agripal contendo proteínas hemaglutinina e neuraminidase (46) 

 
Comparação de vacinas tetravalentes inativadas de Influenza  (47) 

HBV 
Associação do antígeno de superfície do HBV (HBsAg) 

juntamente com lipossomas 
(48) 

 

Plasmídeos fluorescentes expressando HBsAg encapsulados em 

lipossomas 
(49) 

 

Plasmídeo codificando HBsAg complexado com lipossomas 

catiônicos 
(50) 

 

Comparação de ethosomas e lipossomas contendo HBsAg 

encapsulado 
(51) 

 
HBsAg encapsulado em lipossomas coadministrados com MDP (52) 

 
HBsAg encapsulados em niossomas (53) 

JEV 
Plasmídeos codificando as proteínas M e E encapsulados em 

lipossomas catiônicos 
(39) 

 

Tabela 2 - Diferentes tipos de estratégias vacinais baseadas na via TC que empregaram antígenos virais. 
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No contexto das imunizações pela via TC, as toxinas termolábeis (LTs) de Escherichia coli 

enterotoxigênica (ETEC) representam uma alternativa promissora e eficaz na potencialização da 

resposta direcionada ao antígeno alvo. Estas são proteínas heterohexaméricas que consistem de 

uma subunidade A e cinco subunidades B (AB5) e que apresentam grande efeito adjuvante, tanto 

no que se refere às respostas humorais quanto celulares, para antígenos administrados por via 

parenteral ou de mucosa (54). O efeito adjuvante das LTs deve-se à capacidade da subunidade B 

em ligar-se a receptores GM-1 presentes nas células epiteliais, de forma a facilitar sua 

internalização. Por processos ainda não muito bem conhecidos essa internalização leva a um 

aumento de AMP cíclico (AMPc) no citoplasma das células, uma reação associada à subunidade 

A, que resulta na produção de citocinas pró inflamatórias (26,29). Dessa forma um ambiente 

propício ao aumento das respostas direcionadas aos antígenos alvo é formado. 

Diante de todas as alternativas apresentadas, combinações de antígenos derivados do DENV 

em combinação com LT, em formulações vacinais administradas pela via TC, podem representar 

uma alternativa promissora para a administração de vacinas para a prevenção da dengue. 
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2 OBJETIVOS PRINCIPAIS E SECUNDÁRIOS 

 

Foram estabelecidos como metas experimentais as seguintes etapas de trabalho:  

A. Obter estoques virais por meio da propagação in vitro em células eucarióticas e adaptar o 

método de inativação térmica dos vírus de forma a torná-los aptos a compor formulações 

vacinais. 

B. Expressar e purificar a LT utilizando sistema de expressão baseado em E.coli e 

purificação por meio de cromatografia de afinidade com D-galactose imobilizada. 

C. Expressar e purificar uma forma recombinante do domínio III da proteína do envelope 

viral (EDIII) utilizando sistema de expressão baseado em E.coli e purificação por meio de 

cromatografia de afinidade em coluna de níquel. 

D. Realizar ensaios de imunização pela via TC de camundongos Balb/C utilizando 

formulações compostas por partículas virais inativadas ou a proteína EDIII 

coadministradas com LT e caracterizar as respostas imunológicas específicas induzidas, 

avaliando os perfis de produção de anticorpos e ativação de linfócitos T. 

E. Avaliar possíveis efeitos colaterais gerados pela imunização. 

F. Avaliar a eficácia protetora das formulações vacinais testadas perante um desafio letal, 

pela via intracrania (i.c.), com a cepa de DENV2 JHA1. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Ética no uso de Animais 

 

Todos os ensaios com animais foram realizados de acordo com os princípios da Sociedade 

Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório (SBCAL/COBEA), e os protocolos foram 

aprovados pelo Comitê Institucional de Cuidado e Uso de Animais do Instituto de Ciências 

Biomédicas (ICB) da Universidade de São Paulo (Nº: 34, folha 030, livro 03, 2015). 

 

3.2 Camundongos 

 

O modelo murino escolhido para o estudo foi a linhagem de camundongos BALB/c. 

Camundongos machos com idade entre 6 e 8 semanas foram fornecidos pelo biotério do 

Departamento de Parasitologia do ICB da Universidade de São Paulo. Os camundongos foram 

considerados como livre de patógenos devido à monitorização rotineira feita pelo biotério. 

 

3.3 Linhagens celulares e cepas virais 

 

Células C6/36 oriundas de Aedes albopictus foram crescidas livres da adição de CO2, em 

meio Leibovitz (L-15) (L5520, Sigma Aldrich) suplementado com 2% de soro fetal bovino (SFB) 

(Vitrocell, Brasil), a 28 °C, e usadas para as propagações virais. Células VERO, oriundas de rim 

de Cercopithecus aethiops, foram crescidas em meio Minimum Essential Medium (MEM) 

(M0644, Sigma Aldrich) suplementado com 5% de SFB, em atmosfera contendo 5% de CO2, a 

37 °C, e utilizadas para os ensaios de formação de placas (itens 3.7 e 3.10). A linhagem celular 

U937, derivada de linfoblasto de pulmão humano, foi crescida em meio Roswell Park Memorial 

Institute medium (RPMI) (1640, Vitrocell, Brasil) suplementado com L-glutamina e 5% de SFB, 

em atmosfera contendo 5% de CO2, a 37 °C, e usada em ensaios para a avaliação do aumento de 

infecção mediada por anticorpos (item 3.12). 

A cepa de DENV2 JHA1 foi previamente isolada de humano infectado e caracterizada como 

naturalmente infectante e letal a camundongos imunocompetentes após administração i.c. (55). A 

cepa adaptada de DENV2 New Guinea C (NGC), previamente caracterizada (56), foi gentilmente 
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cedida pela Dra. Laura Gil (FIOCRUZ Pernambuco), sendo também letal em desafio de animais 

imunocompetentes pela via i.c.. Estoques celulares e de vírus infectivos foram mantidos a -80 °C. 

Para uso vacinal, as partículas virais foram inativadas termicamente por manutenção das mesmas 

a -20 °C por pelo menos 30 dias, sendo feito o acompanhamento de viabilidade por meio de 

ensaios de titulação viral (item 3.7). 

 

3.4 Expressão e purificação da proteína recombinante EDIII de DENV2 

 

A produção do domínio EDIII de DENV2 baseada na sequência da cepa viral de NGC foi 

padronização previamente no Laboratório de Desenvolvimento de Vacinas (LDV) do ICB da 

USP (dados não publicados). O protocolo de purificação consistiu na cultura de bactérias E.coli 

previamente transfectadas com o plasmídeo do tipo pET28a(+) codificando a sequência da EDIII. 

A cultura foi crescida em meio Luria Bertani (LB) contendo 50 µg/ml de canamicina, com 

condição de aeração de 1/3 do volume do recipiente utilizado, em uma temperatura de 37 ºC, sob 

constante agitação de 200 rotações por minuto (RPM) até a fase de crescimento exponencial 

bacteriano (valores de absorvância na faixa de 0,5 a 0,6) com medido pela densidade óptica (DO) 

no comprimento de onda de 600 nm.  

Durante afase de crescimento exponencial foi adicionado ao meio 0,5 mM de IPTG (Sigma) e 

mantidas as condições de cultura por 4 h, após os quais as células foram centrifugadas por 30 min 

a uma rotação de 10,000 g, ressuspendidas no tampão A (100 mM de fosfato de sódio e 500 mM 

de NaCl, em pH 6,5) e lisadas por sonicação. Após uma nova centrifugação o sobrenadante foi 

coletado e o lisado sólido contendo corpúsculos de inclusão foi ressuspendido no tampão B (100 

mM de fosfato de sódio, 500 mM de NaCl e 8 M de uréia, em pH 6,5) para solubilização, por 18 

h a 4 ºC. O extrato foi então centrifugado e o sobrenadante contendo proteínas foi submetido ao 

processo de renaturação da proteína por diluição direta em 2 L de tampão A, em um fluxo de 0,25 

ml/min. Após a renaturação, a amostra foi centrifugada para retirada de possíveis complexos 

precipitados e filtrada em aparato de filtração utilizando filtros de acetato de celulose com poros 

de 0,22 µm (Sartorius Stedim Biotech, Germany). A purificação da EDIII foi realizada por meio 

de cromatrografia de afinidade em coluna HistrapTM FF (GEHealthcare Life Sciences). 

Aproteína purificada foi analisada por SDS-PAGE, quantificada e armazenada a -20 ºC. 
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3.5 Expressão e purificação da LT recombinante  

 

A LT foi purificada a partir de uma linhagem bacteriana de E.coli BL21 (DE3) transformada 

com o vetor pBSKPS- codificando a LT originalmente expressa por linhagens de ETEC, 

conforme descrito anteriormente (54). As condições de cultivo utilizadas foram semelhantes às 

condições da EDIII, sendo os sobrenadantes celulares obtidos após o processo de sonicação e 

filtração em aparato de filtração utilizando filtros de acetato de celulose contendo poros de 0,22 

µm (Sartorius Stedim Biotech, Germany). Posteriormente, a purificação da LT foi realizada por 

meio de cromatrografia de afinidade com coluna contendo D-galactose imobilizada (Pierce). A 

proteína purificada foi analisada por SDS-PAGE, quantificada e armazenada a -20 ºC. 

 

3.6 Purificação viral 

 

A purificação de vírions da cepa JHA1 foi realizada por cromatografia de troca iônica com 

utilização do cromatógrafo AKTA FPLC (Amersham Pharmacia Biotech) utilizando coluna de 

troca aniônica HiTrap
TM

 ANX (high sub) de 1 ml previamente equilibrada com tampão fosfato de 

sódio 60mM (pH 7,2). Dez mililitros de sobrenadante de cultura celular infectada (célula VERO 

infectada previamente por 7 dias com o JHA1 em multiplicidade de infecção (MOI) de 0,1) 

foram utilizados para purificação do vírus, sendo o procedimento de eluição realizado 

mediamente a aplicação de um gradiente linear de 60mM até 600 mM de fosfato de sódio (pH 

7,2) em 15 volumes de coluna (VC). Alíquotas das frações eluídas (10μl) foram submetidas à 

eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 15%). As frações contendo vírus foram 

reunidas, acrescidas de 5% de glicerol estéril e estocadas à -80 °C para posterior utilização. 

 

3.7 Avaliação da infectividade das partículas virais purificadas 

 

A avaliação da infectividade das partículas virais após a purificação foi feita pelo método de 

titulação viral com a observação de placas de lise virais, conforme descrito anteriormente (57). 

Primeiramente, 250.000 células VERO foram adicionadas por poço em placas de 6 poços (Jet 

BIOFIL, China) e acondicionadas em meio MEM suplementado com 2% de SFB. Estoques virais 

foram diluídos de forma seriada em meio MEM, num volume final de 1000 µl, e passagem de 
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100 µl entre as diluições (diluição de log10). O meio de cultura dos poços foi então substituído 

pelas diluições, em volume final de 200 µl, durante 1 h a 37 °C em atmosfera com 5% de CO2, 

com agitação a cada 15 min. Após a adsorção as células foram mantidas por 7 dias em 1.000 µl 

de meio MEM contendo carboximetilcellose (CMC) a 1% e suplementado com 2% de SFB. Após 

esse período, o meio de cultura foi removido seguido por fixação celular por 15 min, utilizando-

se solução de formaldeído 4% diluído em água destilada. Posteriormente os poços foram 

novamente lavados e corados com violeta genciana (LABORCLIN, Brasil) por 15 min. O corante 

foi então retirado e as placas de lise formadas foram contadas para determinação do título viral 

em unidades formadoras de placa (UFP). 

 

3.8 Ensaios de Imunização 

 

3.8.1 Imunização pela via TC  

 

Camundongos machos da linhagem BALB/c, com idade de 6 a 8 semanas, foram imunizados 

pela via TC com as seguintes formulações vacinais: A) 10 µg de DENV2 (n=10); B) 10 µg de 

DENV2 coadministrado com 10 µg da LT (n=10); C) solução salina apirogênica (n=5). Todas as 

formulações vacinais foram preparadas com a adição de 40 µg/ml de polimixina B. O regime 

vacinal consistiu de três doses com intervalos de duas semanas entre as mesmas (dias 0, 14 e 28), 

sendo as colheitas de sangue realizadas pelo plexo submandibular um dia antes de cada 

imunização e 13 dias após a última imunização (dias -1, 13, 27, 41).  

Para realização do precediento de imunização pela via TC, os dorsos dos animais foram 

previamente depilados com auxílio de aparelho eléctrico Basic Precision WAHL (USA), e 

remoção final dos pêlos com creme depilatório. Com a pele exposta, realizou-se procedimento de 

abrasão do stratum corneum (área aproximada de 2.5 cm
2
) utilizando lixa fina Smooth Legs. Para 

imunização, adesivos foram preparados com película adesiva impermeável de dupla face (Opsite, 

Flexgrid) com área de aproximadamente 2.5 cm
2
 à qual foi fixada, em sua porção central, com 

um retalho de gaze estéril absorvente (~1 cm
2
) (FIG 2A). As formulações vacinais foram 

gotejadas sobre a gaze dos adesivos, sendo o adesivo fixado sobre o dorso tratado dos animais 

juntamente com proteções de papel. Após um período de 24 h, os adesivos foram removidos e o 
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dorso dos animais foi lavado com água destilada em abundância As etapas de imunização estão 

resumidas na FIG 2B, conforme descrito anteriormente (58). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Representação esquemática da imunização pela via TC. (A) Esquema evidenciando a composição 

dos adesivos utilizados para a entrega dos antígenos vacinais ao sistema imunológico pela via TC. (B) Fotos 

demonstrando as etapas da imunização pela via TC em camundongos BALB/c. Primeiramente foi feita a depilação 

do dorso dos animais, seguida pelo tratamento da pele, administração da vacina e proteção do adesivo por 24 h. 

Referência: Santos, 2014 (58). 
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3.8.2 Imunização pela via intradérmica (ID)  

 

Camundongos machos da linhagem BALB/c, com idade de 6 a 8 semanas, foram imunizados 

pela via ID com as seguintes formulações vacinais: A) 10 µg do vírus NGC (n=5); B) 10 µg do 

vírus NGC coadministrado com 10 µg de LT (n=5); C) 50 µg do vírus NGC (n=5); D) 50 µg do 

vírus NGC coadministrado com 10 µg de LT; E) solução salina apirogênica (n=5). O 

procedimento de imunização consistiu na administração de 30 µl da formulação vacinal na região 

dorsal dos camundongos, sem a necessidade de aplicação de anestésicos. Todas as formulações 

vacinais foram preparadas com a adição de 40 µg/ml de polimixina B. O regime vacinal consistiu 

de três doses com intervalos de duas semanas entre as mesmas (dias 0, 14 e 28), sendo as 

colheitas de sangue realizadas pelo plexo submandibular um dia antes de cada imunização e 13 

dias após a última imunização (dias -1, 13, 27, 41). 

 

3.9 Análise da resposta imunológica humoral 

 

Os soros dos camundongos foram testados por ensaio imunoenzimático (ELISA) quanto à 

presença de anticorpos específicos para vírion e EDIII de DENV2, conforme descrito 

anteriormente (59). Poços de placas MaxiSorp (Nunc, Dinamarca) foram sensibilizados com 100 

µl de tampão salino-fosfato (PBS) contendo 1,4 ug/poço de partículas virais de DENV2 

inativadas ou purificadas ou 1 ug/poço de proteína EDIII, por um período de 16-18 h, a 4 °C.  

A sensibilização foi seguida por etapa bloqueadora utilizando 200 µl por poço de solução de 

gelatina a 3% diluída em PBS, a 37 °C, por um período de 2 h. Após a incubação, a solução de 

bloqueio foi removida e as amostras de soro foram diluídas serialmente nos poços com volume 

final de 100 µl, em solução de gelatina a 1% diluída em PBS-Tween 0,05% (PBST), e incubadas 

a 37 °C durante 1,5 h. Os poços foram lavados por 3 vezes com PBST e tratados com 100 µl de 

solução de anticorpos de cabra anti-IgG, anti-IgG1 ou anti-IgG2a de camundongos (nas diluições 

finais de anti-IgG 1: 6000, anti-IgG1 de 1: 3000 e anti-IgG2a de 1: 2000) conjugados com 

peroxidase de rábano (Sigma Aldrich), em mesma solução em que os soros foram diluídos, e 

mantidos a 37 °C, durante 1,5 h. Os poços foram novamente lavados por 3 vezes com solução de 

PBST e as reações foram reveladas com a adição de 100 µl de tampão citrato-fostafo em pH 5.8 

acrescido de ortho-phenylenediamine dihydrochloride (OPD) e H2O2. As reações foram paradas 
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após 15 min com a adição 50 µl de H2SO4 a 1 M. Os valores de concentração dos anticorpos 

foram calculados por comparação com uma curva padrão de referência de IgG em concentrações 

definidas adicionadas a cada placa.  

A avaliação da integridade estrutural dos epítopos no reconhecimento de anticorpos gerados 

durante as imunizações foi feita por ELISA com a utilização de antígenos fervidos a 100 °C 

durante 10 min. Para uma correlação com a proteína não desnaturada os soros foram avaliados 

nas mesmas diluições para os dois antígenos, com o intuito de se observar diferenças na 

reatividade. Para esse ensaio foram utilizadas combinações dos soros dos animais de cada grupo 

coletados após a última dose da vacina. 

A avidez dos anticorpos por seus respectivos antígenos foi determinada com amostras de soro 

coletadas após a última dose da vacina, sendo o procedimento semelhante ao ELISA 

convencional, mas com a inclusão de um passo adicional, como descrito anteriormente (60). 

Após a sensibilização e bloqueio, as placas foram incubadas com concentrações normalizadas de 

anticorpos em todos os poços pelo período de 1,5 h. Os poços foram então lavados três vezes com 

PBST e expostos pelo período de 15 min, à temperatura ambiente, às concentrações 0 / 0,025 / 

0,05 / 0,1 / 0,2 / 0,4 / 0,6 / 0,8 / 1,0 / 2 / 4M de tiocianato de amônio (agente desnaturante) diluído 

em PBS. Concluído o tempo de exposição, os poços foram lavados três vezes com PBST e 

revelados em seguida. A afinidade ao antígeno foi calculada como: DO 492 nm da reação 

presença de tiocianato de amônio x 100 / DO 492 nm da reação na ausência de tiocianato de 

amônio. Os valores foram expressos como porcentagens em relação à amostra não submetida ao 

tratamento com tiocianato de amônio. 

 

3.10 Teste de soroneutralização in vitro – PRNT50 

 

Para avaliar os efeitos da neutralização in vitro de diferentes amostras de soro foi utilizado 

método peviamente descrito (61). Primeiramente, 100.000 células VERO foram adicionadas por 

poço em placas de 24 poços (Jet BIOFIL, China) e acondicionadas em meio MEM suplementado 

com 2% de SFB. Misturas de amostras de soro de cada grupo vacinal tiveram o complexo do 

complemento inativado por calor seco a 56 °C durante 30 min e diluídas em log2 de forma seriada 

em proporções de 1:10 até 1:5120, em volume final de 75 µl. Posteriormente, 100 UFP do NGC, 

em volume final de 75 µl foram adicionados às diluições das amostras de soros e incubados por 
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30 min para opsonização. Duplicatas dos poços contendo células foram então expostas a 

alíquotas contendo 100UFP/poço (60 µl da mistura incubada) de NGC intactos (controle 

positivo) ou previamente opsonizadas, sendo o volume final corrigido para 200 µl com a adição 

de meio MEM, por 1 h a 37 °C em 5% CO2. A etapa de adsorção teve um volume final de 

infecção de 200 µl e durou 1 h a 37 °C em 5% CO2.  

Após a adsorção as células foram mantidas por 7 dias em 1000 µl de meio MEM contendo 

CMC a 1% e suplementado com 2% de SFB. O meio foi removido dos poços por lavagem 

seguida pela fixação celular, por 15 min, com formaldeído 4% diluído em água destilada. 

Posteriormente os poços foram novamente lavados e corados com violeta genciana 

(LABORCLIN, Brasil) por 15 min. O corante foi retirado e as placas de lise formadas nos poços 

contendo os soros dos camundongos foram contadas. Foram consideradas positivas para PRNT50 

amostras que apresentaram diluições com redução da quantidade de placas de lise em pelo menos 

50% em relação aos controles. 

 

3.11 Teste de soroneutralização in vivo  

 

Os ensaios de neutralização viral in vivo foram conduzidos com partículas virais viáveis de 

JHA1 (50 UFP) incubadas a 37 ºC por 30 min juntamente com uma diluição de 1:10 de misturas 

de soros (com complemento inativado) oriundos dos diferentes grupos de imunização. 

Camundongos não imunizados ou expostos a infecções foram então anestesiados pela via i.m. 

com 50 µl de uma mistura de ketamina (Dopalen, 100 mg/kg) e xilazina (Anasedan, 10 mg/kg) e, 

subsequentemente, desafiados pela via i.c. com as partículas virais incubadas com soro, em 

volume final de 40 µl, e observados por 21 dias quanto à sobrevivência. 

 

3.12 Ensaio para a avaliação do fenômeno de ADE 

 

Para a avaliação do fenômeno de ADE em células possuidoras de receptores para a porção Fc 

dos anticorpos, inicialmente plaqueou-se 100.000 células da linhagem U937 em placas com 96 

poços em volume final de 200 µl de meio RPMI por poço suplementado com 5% SFB e L-

glutamina, a 37 °C, em atmosfera de 5% de CO2. Em placa estéril foram feitas as diluições em 

log2 de forma seriada em proporções de 1:10 até 1:1.0240 das misturas de soro de cada grupo 
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vacinal (com complemento inativado), em volume final de 50 µl/poço. Acrescentou-se aos 

anticorpos 50 µl/poço de partículas virais de NGC em MOI 1.0 em relação às células U937, e 

incubou-se a mistura por 30 min a 37 °C com 5% de CO2. Após a incubação, as células U937 

foram centrifugadas por 5 min a 1.500 RPM e o meio de cultura foi substituído pela alíquota de 

NGC opsonizado com o monoclonal anti-DENV 2H2 (controle positivo da geração de ADE), 

PBS (controle negativo) ou misturas de anticorpos e partículas virais, em volume final de 100 

µl/poço. As amostras foram novamente incubadas por 2 h a 37 °C com 5% de CO2. Ao fim da 

incubação, as células foram novamente centrifugadas e o meio de cultura foi substituído por 

RPMI suplementado com 10% SFB e L-glutamina, em volume final de 200 µl/poço, sendo 

incubadas por 36 h a 37 °C com 5% de CO2. Posteriormente à incubação, as células foram 

lavadas por 3 vezes, o meio de cultura foi substituído por PBS estéril em pH 7.2, e as células 

fixadas por 10 min a 4 °C com 100 µl/poço de PBS + 4% de paraformaldeído em pH 7.4. As 

células fixadas foram permeabilizadas pela repetição do procedimento de lavagem utilizando-se o 

tampão com saponina e bloqueadas com a adição de 100 µl/poço de saponina + 10% de SFB, por 

30 min a temperatura ambiente (TA).  

A marcação das células foi feita, em primeiro lugar com solução bloqueadora seguida por 

centrifugação e incubação com 100 µl/poço do monoclonal 4G2. As células foram novamente 

incubadas por 30 min a TA e, em seguida, tratadas com 100 µl/poço de saponina. Após novo 

ciclo de lavagem com saponina, iniciou-se a segunda marcação, com 50 µl/poço de anticorpo 

anti-IgG de camundongo conjugado à FITC com posterior incubação por 30 min a TA. 

Novamente foram adicionados 100 µl/poço de saponina seguidos por centrifugação e novo ciclo 

de lavagem com saponina. Por fim, as células foram ressuspendidas em 200 µl/poço de PBS + 

2% SFB e leitura em citometro de fluxo.  

 

3.13 Desafios letais (DL) com o isolado e a cepa NGC 

 

Camundongos imunizados foram desafiados duas semanas após a administração da última 

dose vacinal, como descrito anteriormente (55). Para o procedimento, os animais foram 

anestesiados pela via i.m. com 50 µl de uma mistura de ketamina (Dopalen, 100 mg/kg) e 

xilazina (Anasedan, 10 mg/kg) e, subsequentemente, desafiados pela via i.c. com 4 x a dose letal 

de 50% (DL50) (50 UFP) de JHA1 e 100 x DL50 (1x10
6
 UFP) de NGC, em volume final de 40 µl, 
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e observados por 21 dias para a determinação da sobrevivência. De forma paralela, durante os 21 

dias do desafio foram observados sinais característicos de morbidade (fraqueza muscular, 

paralisia de membros, arqueamento da coluna, paralisia total), conforme previamente definido na 

literatura (62). Ao indício de fraqueza muscular os animais foram considerados positivos para o 

aspecto de morbidade. 

 

3.14 Avaliação de possíveis efeitos deletérios associados às imunizações 

 

Para avaliar possiveis efeitos colaterais gerados em imunizações pela via TC utilizando 

partículas virais e LT, primeiramente foram feitas análises hematológicas utilizando amostras de 

sangue total dos animais imunizados. A colheita de sangue foi feita pelo plexo submandibular 48 

h após da última imunização (dia 30) (63). As amostras foram coletadas em tubos contendo 

citrato de sódio (7,8%) e utilizadas para confecção de hemogramas com auxílio de aparelho de 

hematologia (Auto Hematology Analyzer – BC2800vet - MINDRAY). Adicionalmente, também 

foram avaliados possíveis danos hepáticos por meio da mensuração da enzima lactato 

desidrogenase (LDH). Para estes ensaios foram utilizados kits analíticos seguindo as instruções 

do fabricante (Bioclin, Brasil). 

 

3.15 Análises estatísticas 

 

Todas as análises estatísticas foram calculadas utilizando o programa Prism 5 (GraphPad 

Software Inc, LA Jolla, CA) e diferenças com p≤0,05 foram consideradas significantes. Para 

comparações de resultados observados em diferentes grupos foi utilizado o teste estatístico 2way 

ANOVA em associação com o pós-teste de Bonferroni. A comparação de resultados entre 3 

grupos foi feita com a utilização do teste oneway ANOVA em associação com o pós-teste de 

Bonferroni. A significância entre as curvas de mortalidade foi determinada pelo teste de Mantel-

cox. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Expressão dos antígenos vacinais e adjuvante 

 

Diante da proposta de imunização de camundongos pela via TC com antígenos de DENV2, a 

primeira etapa do trabalho consistiu na produção de antígenos (partículas virais inativadas e 

domínio EDIII recombinante) e do adjuvante LT. Primeiramente, partículas virais foram 

coletadas de sobrenadantes de cultura de células C6/36 infectadas por 7 dias, a 28 °C, pelo vírus 

JHA1 e, posteriormente, submetidas à inativação a -20 °C por 15 a 30 dias, sendo a inativação 

confirmada por ensaios de titulação viral (ver métodos, seção 3.7). Após a confirmação da 

inativação das partículas virais, foi feita a avaliação da presença das proteínas estruturias do 

DENV2 por meio da observação do padrão de bandas em SDS-PAGE, na qual se destaca a 

proteína de envelope viral (E), com ~53 kDa, e menores quantidades das proteínas de capsídeo 

(C) e de pré-membrana (prM), com ~12,55 kDa e ~20kDa kDa, respectivamente (FIG 3A).  

A obtenção do EDIII recombinante foi feita em E. coli transformada com plasmídeo contendo 

a região codificadora da proteína de interesse. Nas condições empregadas, o EDIII, recombinante 

concentra-se em corpúsculos de inclusão na fração insolúvel do extrato bacteriano (dados não 

publicados). Segui-se, portanto, com protocolo de refolding proteico por meio de diluição 

pulsada, seguido por cromatografia de afinidade em coluna cromatrográfica contendo resina de 

níquel. Após o refolding e purificação, a proteína mostrou-se pura e com o tamanho esperado de 

~15 kDa em SDS-PAGE (FIG 3B).  

A LT recombinante foi produzida em E. coli seguido por puruficação por cromatografia de 

afinidade em coluna contendo D-galactose imobilizada (64). A estrutura da LT permite a 

identificação dos monômeros da subunidade A (28 kDa) (FIG 3C) e a subunidade Bna sua forma 

de pentâmero (sem desnatuação) ou monômero, após desnaturação (11,5 kDa) (FIG 3C). Após 

produção e purificação, a LT mostrou com grau de pureza elevada em SDS-PAGE (FIG. 3C). 
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4.2 Indução de resposta humoral específica contra partículas de JHA1 e proteínas EDIII em 

camundongos submetidos à imunização pela via TC  

 

As primeiras imunizações foram realizadas para avaliar a imunogenicidade do EDIII 

recombinante pela via TC (FIG 4). Para isto foi estabelecemos um regime de imunização 

composto por 4 doses intercaladas por 14 dias, sendo coletadas amostras de sangue pelo plexo 

submandibular um dia antes de cada dose e 14 dias após a última dose (ver métodos, seção 3.8). 

Após 4 doses do antígeno sem o adjuvante não se observou aumento na resposta humoral 

estatisticamente significante (FIG 4A). Na vacina com LT o pico de resposta humoral contra o 

antígeno foi atingido na quarta dose (FIG 4B), mas os valores forma baixos quando comparados 

com imunizações que utilizam a proteína LT por outras vias (54). Além disso, quando 

comparadas às respostas entre os grupos que receberam ou não o adjuvante LT, não foi possível 

observar diferença estatística significante, seja contra partículas virais (FIG 4C) ou o antígeno 

Figura 3. Antígenos e adjuvante incluídos nas análises e vacinas anti-DENV2. A) Partículas inativadas de 

DENV2 coletadas a partir de sobrenadantes de cultura de células C6/36 após 7 dias de infecção com a cepa de 

DENV2 JHA1. A amostra (2 µg de proteína total) foi submetida à corrida em SDS-PAGE utilizando gel de 15% 

de poliacrilamida e corada com comassie blue. Amostras: M, marcador de peso molecular; canaleta 1: Partículas 

de DENV2 JHA1 inativadas. Posições correspondentes à proteína de envelope (~55 kDa), proteína de pré-

membrana (~20 kDa) e proteína de capsídeo (~12,55 kDa) são indicadas na figura. B) Proteína EDIII 

recombinante purificada (0,5 µg) corrida em SDS-PAGE utilizando gel de 15% de poliacrilamida e corada com 

comassie blue. Amostras: M, marcador de peso molecular; canaleta 1: proteína EDIII purificada. C) Proteína LT 

recombinante (1 µg) produzida por E. coli recombinante e corrida em SDS-PAGE utilizando gel de 17,5% de 

poliacrilamida e corada em comassie blue. Amostras: M, marcador de peso molecular; canaleta 1: proteína corrida 

sem tratamento térmico; canaleta 2: proteína corrida após desnaturação por calor (100 ºC por 10 min). Posições 

correspondentes aos pentâmeros da subunidade B e aos monômeros das subunidades A e B são indicadas na 

figura.  
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EDIII (FIG 4D). Os dados indicam que a via TC não se mostrou apropriada para as imunizações 

com a proteína recombinante purificada, o que nos levou a trabalhar na administração de 

partículas virais de JHA1 inativadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em seguida, foi realizada uma nova imunização com mesmo regime vacinal, mas 

substituindo-se o antígeno EDIII por vírions inativados, contidos no sobrenadante de células 

infectadas com JHA1. Após a obtenção das amostras de soro, os anticorpos gerados foram 

quantificados por meio de ELISA. Observou-se que apenas três doses vacinais administradas pela 

via TC foram suficientes para induzir a produção máxima de anticorpos (FIG 5A), não sendo 
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Figura 4 - Resposta humoral sistêmica desencadeada pela administração pela via TC de EDIII em associação 

com LT como adjuvante. Misturas de soros de camundongos BALB/c imunizados (n=7/grupo) com EDIII (10 

µg/dose), coadministradas ou não a LT (10 μg/dose), foram utilizadas para detecção de IgG específico em ELISA. Os 

dados apresentados representam os níveis de IgG antivírus e anti-EDIII encontrados duas semanas após cada uma das 

doses do regime vacinal. (A) Resposta humoral específica anti-JHA1. (B) Resposta humoral específica anti-EDIII. 

(C) Valores médios (barras pretas) e individuais (círculos brancos) de IgG sérico anti-DENV2 duas semanas após a 

última dose do regime vacinal (dia 56). (D) Valores médios (barras pretas) e individuais (círculos brancos) de IgG 

sérico anti-EDIII duas semanas após a última dose do regime vacinal (dia 56). O regime vacinal consistiu de 4 doses, 

administradas com intervalo de 2 semanas (dias 0, 14, 28 e 42). **p<0,001. (ANOVA, teste post-hoc: Bonferroni). 
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encontrada diferença estatística para a presença de IgG DENV2-específico entre as amostras de 

soro da terceira e quarta doses (FIG 5A). A quantidade de anticorpos EDIII-específicos presentes 

em camundongos imunizados com partículas virais inativadas foi baixa e quantificável com 

diferença estatística apenas no grupo adjuvantado, após a quarta dose vacinal (FIG. 5B). A 

incorporação de LT mostrou-se essencial na geração de uma resposta imunológica robusta, 

aumentando significativamente os níveis de anticorpos produzidos entre os grupos vacinais (FIG 

5C), mesmo quando quantificados para a presença de anticorpos EDIII-específicos (FIG 5D). 

Portanto, os resultados da imunização confirmaram o potencial antigênico de partículas virais 

inativadas de DENV2 quando administradas pela via TC. Os resultados também indicaram 

claramente que a coadministração de LT é essencial para a indução de respostas imunológica 

robustas.  
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4.3 Caracterização da resposta humoral de camundongos submetidos à imunização pela via TC 

com partículas virais de JHA1  

 

Para a caracterização da resposta humoral gerada após as imunizações, foi avaliado o balanço 

de IgG1/IgG2a presente nos soros colhidos após a última dose vacinal . Observou-se uma 

predominância de anticorpos da subclasse IgG1 nos animais imunizados com aumento das 

respostas no grupo imunizado com LT (FIG 6A). A razão de IgG1/Ig2a detectada nas amostras 

colhidas após a quarta dose de imunização sem adjuvante foi de 428,4, enquanto que as amostras 

colhidas a partir de camundongos imunizados com LT apresentaram uma resposta de subclasses 

cerca de 10 vezes mais balanceada, com uma razão de IgG1/IgG2a de 35,9 (FIG. 6A). Pode ser 
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Figura 5 - Resposta humoral sistêmica desencadeada após administração pela via TC de partículas inativadas 

da cepa JHA1 em associação com LT como adjuvante. Soros individuais de camundongos BALB/c imunizados 

(n=12/grupo) com partículas inativadas da cepa JHA1 (10 µg/dose), coadministradas ou não a LT (10 μg/dose), 

foram utilizadas para detecção de IgG específico em ELISA. Os dados representam os níveis de IgG antivírus e anti-

EDIII encontrados duas semanas após cada uma das doses do regime vacinal. (A) Resposta humoral específica anti-

DENV2 JHA1. (B) Resposta humoral específica anti-EDIII. (C) Valores médios (barras pretas) e individuais 

(círculos brancos) de IgG sérico anti-DENV2 duas semanas após a ultima dose do regime vacinal (dia 56). (D) 

Valores médios (barras pretas) e individuais (círculos brancos) de IgG sérico anti-EDIII duas semanas após a última 

dose do regime vacinal (dia 56). O regime vacinal consistiu de 4 doses administradas com intervalo de 2 semanas 

(dias 0, 14, 28 e 42). ***p<0,001. (ANOVA, teste post-hoc: Bonferroni). 
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percebida a ação do adjuvante em elevar respostas de subclasse de IgG com tendência 

balanceada. 

 Adicionalmente às respostas de subclasses de IgG, foi avaliada a avidez dos anticorpos anti-

DENV ao antígeno. Para isso, foram feitos ensaios de ELISA com a adição de tiocianato de 

amônio como agente desnaturante após a ligação dos anticorpos aos seus antígenos (FIG 6B). 

Observou-se que a avidez dos anticorpos manteve-se próxima sem diferenças estatísticas em 

nenhum ponto da curva de dissociação (FIG 6B). A concentração de tiocianato de amônio 

necessária para desprender 50% dos anticorpos do grupo imunizado com apenas vírus foi de 

0,69M e para o grupo imunizado com vírus + LT foi de 0,719M (FIG 6B), o que demonstra que o 

adjuvante não levou ao aumento da força de ligação do anticorpo ao antígeno.  

Ainda em uma avaliação qualitativa dos anticorpos, foi observada a preferência de ligação 

dos anticorpos gerados a epítopos conformacionais da proteína do envelope viral. Para tal, foi 

avaliada à redução das reatividades após desnaturação do antígeno usado sensibilização das 

placas. Soros recolhidos dos diferentes grupos de imunização reagiram menos (uma redução 

superior a 50%) com partículas de JHA1 após a desnaturação do antígeno tanto em amostras 

colhidas de animais que receberam o antígeno como aqueles que receberam o antígeno 

combinado ao adjuvante (FIG 6C). Os resultados indicam que, com as formulações vacinais 

testadas, a coadministração do adjuvante influenciou na quantidade de anticorpos, mas não 

alterou a avidez dos anticorpos ao antígeno.  
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4.4 Avaliação da imunidade protetora em camundongos submetidos à imunização pela via TC 

com partículas de JHA1 

 

Após a caracterização da resposta humoral gerada pelas imunizações, avaliou-se a capacidade 

neutralizante in vitro de tais anticorpos. Para isso utilizamos a cepa NGC de DENV2 e amostras 

de soros obtidas após a última dose vacinal em ensaios de neutralização viral. A redução da 

quantidade de placas de lise formadas foi avaliada em relação a poços controle que não foram 

expostos a soro hiperimunes. Não se observou neutralização viral para nenhum dos soros gerados 

a partir das formulações vacinais testadas, diferente do observado com o anticorpo monoclonal 
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Figura 6 - Caracterização da resposta humoral de camundongos imunizados pela via TC com partículas 

de JHA1 inativadas coadministradas ou não com LT. (A) Subclasses de IgG sérico em camundongos 

submetidos à imunização pela via TC. As barras representam a média e os círculos os valores individuais dos 

níveis de subclasses de IgG detectados em soros colhidos duas semanas após a última dose de imunização (dia 

56). Os valores na parte superior da figura representam a relação de IgG1/IgG2a de cada grupo de imunização. 

(B) Avidez dos anticorpos contra seus antígenos determinada em placas de ELISA com 1,4 µg de partículas de 

JHA1 inativadas e submetidas, posteriormente, a um passo de dissociação com diferentes concentrações de 

tiocianato de amónio (0,025M – 4M). A linha pontilhada indicada do ponto em que a quantidade de tiocianato de 

amônio dissocia 50% dos anticorpos ligados às partículas DENV2. (C) Os anticorpos produzidos em 

camundongos submetidos à TC se ligam preferencialmente a epítopos conformacionais das partículas de 

DENV2. As placas de ELISA foram preparadas com partículas de vírus submetidas, ou não, a um tratamento de 

desnaturação por calor (100 °C durante 10 min). Misturas de soros de cada um dos grupos de imunização, 

colhidos duas semanas após a última dose de vacina, foram testadas (dia 56). A análise estatística foi realizada 

por ANOVA 2way em associação com pós-teste de Bonferroni * p <0,05. 
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neutralizante 1A10, utilizado como controle positivo de neutralização (TAB 3). A ausência de 

efeito neutralizante in vitro nos levou a testar in vivo os soros obtidos após as imunizações.  

 

 

Grupos de imunização 
Cepa 

viral 

Título de 

IgG 

Cepa 

viral 

Título de 

IgG 
PRNT50 

1
 

Vírus+LT 4
ª
 dose JHA1 129772 NGC 44375 ND

2 

Vírus 4
ª
 dose JHA1 30021 NGC 9267  ND 

Salina 4
ª
 dose JHA1 17 NGC 6,73  ND 

Controle positivo (1A10) JHA1 ND NGC ND 2560 
3
 (~0,04 µg) 

 

 

 

Foram feitos dois ensaios de neutralização in vivo: um baseado na incubação das partículas 

virais viáveis com amostras dos soros testadas e posterior inoculação em camundongos não 

vacinados e, na segunda abordagem, foram feitos desafios letais pela via i.c. com animais 

previamente submetidos à imunização pela via TC. Nos ensaios de neutralização in vivo foi 

utilizada a cepa JHA1 de DENV2 que se mostra letal após desafios pela via i.c. em camundongos 

imunocompetentes (AMORIM et al., 2012a). Tanto a soroneutralização in vivo (n=5) (FIG 7A) 

quanto o ensaio desafio (FIG 7B) demonstraram que os anticorpos não possuem capacidade 

neutralizante contra a cepa JHA1. 

 

 

 

 

 

 

1 
Valores obtidos após a comparação da quantidade de placas de lise formadas após incubação com soros em 

relação aos valores obtidos em amostras não submetidos ao tratamento. Foram utilizados soros da última dose 

vacinal das imunizações feitas com o vírus inativado, coadministrado ou não com o adjuvante LT. 
2
 Valor não 

determinado.
3
 Diluição neutralizante máxima. 

Tabela 3 - Determinação dos níveis neutralizantes de anticorpos (PRNT50) obtidos após o protocolo vacinal 

utilizando partículas inativadas de JHA1 pela via TC. 
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Também foram feitos ensaios in vitro para avaliar a capacidade dos anticorpos gerados em 

promover o efeito de ADE. O ponto chave do ensaio consiste na utilização de células possuidoras 

de receptores contra a porção Fc dos anticorpos, sendo capazes de reconhecê-los e fagocitar 

imunocomplexos (partículas virais opsonizadas). Na hipótese da geração de respostas humorais 

subneutralizantes, as partículas opsonizadas permanecem infectantes, provocando um aumento de 
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Figura 7 - Soroneutralização in vivo e curva de sobrevivência de camundongos imunizados pela via TC com 

partículas inativadas da cepa JHA1 em associação ou não com LT e desafiados com a mesma cepa JHA1. 

(A) Curva de sobrevivência de camundongos não imunizados e desafiados com a cepa JHA1 previamente 

incubada com soro de animais imunizados pela via TC. Grupos de camundongos BALB/c (n=5) foram desafiados 

pela via i.c. com uma mistura contendo vírus viáveis (50 UFP) previamente incubados na presença de soro obtido 

de animais imunizados pela via TC com diluição 1/10. Para esse ensaio foram utilizadas alíquotas de soro obtidas 

no dia 55 do regime vacinal e que correspondem a duas semanas após a última dose. (B) Duas semanas após a 

última dose do protocolo vacinal (dia 56) os grupos de animais imunizados (n=17) foram desafiados pela via i.c. 

com 50 UFP do JHA1. A sobrevivência dos animais foi avaliada ao longo de 21 dias. (Mantel-Cox). 
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infecção quando comparadas com o grupo controle. O ensaio foi realizado com misturas de soros 

das 1ª (FIG 8A), 2ª (FIG 8B), 3ª (FIG 8C) e 4ª doses (FIG 8D). Mais uma vez, não foi observada 

redução no índice de infecção das células após incubação com as amostras de soro testadas (FIG 

8C). Por outro lado, constatamos que os soros testados promoveram o efeito de ADE, 

funcionando como potencializadores da infecção. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 - Avaliação da indução do fenômeno de ADE pelas amostras de soros obtidos de animais 

imunizados pela via TC. Misturas de soros das 1ª, 2ª, 3ª e 4ª doses (A-D) foram diluídas em log2 para a 

avaliação do perfil neutralizante dos anticorpos gerados após a imunização de camundongos BALB/c (n=5) pela 

via TC com partículas inativadas de JHA1. Células U937, possuidoras de receptores para a porção Fc de 

anticorpos, foram infectadas com a cepa NGC de DENV2 opsonizada com os soros obtidos durante o protocolo 

vacinal. O anticorpo monoclonal 2H2 foi utilizado como controle positivo de aumento de infecção. Partículas 

virais expostas ao tampão PBS foram utilizadas para estabelecer a infecção de referência (controle negativo). As 

células foram permeabilizadas e marcadas para a presença da proteína E de DENV com a utilização de 

anticorpos monoclonais 4G2, específicos para flavivírus.  
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4.5 Purificação de partículas virais do isolado JHA1 

 

Em uma segunda etapa avaliamos o uso de partículas de DNV2 purificadas como antígeno 

vacinal administrado pela via TC. A purificação das partículas virais resultou em um único pico 

protéico de eluição, contido entre 326,4 mM e 434,4 mM de Na3PO4 (FIG 9A). As frações com 

partículas virais foram analizada em SDS-PAGE e três bandas características das proteínas 

estruturais de DENV (E, prM e C) foram observadas (FIG 9B). As partículas virais 

permaneceram viáveis após o procedimento de purificação, sendo capazes de replicar e causar 

lise em células permissivas à infecção (FIG 9C). O antígeno obtido foi utilizado em novas 

imunizações pela via TC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Purificação das partículas virais de JHA1 por cromatografia de troca iônica. Partículas virais do 

DENV2 foram passadas por coluna trocadora de cátions em concentração de 60 mM de tampão fosfato de sódio 

(Na
3
PO

4
) e eluídas por gradiente de Na

3
PO

4 
até a concentração máxima de 600 mM. (A) Cromatograma obtido após 

a purificação viral, contendo pico de eluição entre os níveis 326,4 mM e 434,4 mM de (Na
3
PO

4
). (B) SDS-PAGE 

das frações eluídas na purificação. (C) Foto representativa de poço referente a ensaios de titulação utilizando 

partículas virais purificadas. 
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4.6 Indução de resposta humoral específica contra partículas purificadas de JHA1 em 

camundongos submetidos à imunização pela via TC 

 

Com os vírus purificados, foi feita uma imunização pela via TC com 3 doses vacinais, sendo 

os grupos vacinados com 10 µg de vírus purificado não inativado, coadministrado ou não a LT 

(n=10), ou apenas salina apirogênica (n=5). A escolha por utilizar os vírus na forma viável 

ocorreu em função da preocupação de que os vírus inativados poderiam ser apresentados ao 

sistema imunológico com epítopos diferentes da realidade da partícula viral nativa, e que isso, 

somado às proteínas antes presentes no sobrenadante de cultura celular, impediria a obtenção de 

uma resposta protetora. A obtenção de soro foi feita da mesma forma que nas imunizações 

utilizando vírus inativados. Observou-se níveis de IgG específico semelhantes aos encontrados na 

3ª dose vacinal com vírus inativados (FIG 10A). Também comprovamos o efeito adjuvante de LT 

na elevação dos níveis de anticorpos específicos (FIG 10B).  
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Figura 10 - Resposta humoral sistêmica desencadeada pela administração pela via TC de partículas 

purificadas de JHA1 em associação com LT como adjuvante. Soros individuais de camundongos BALB/c 

imunizados (n=5/grupo) com partículas purificadas de JHA1 (10 µg/dose), coadministradas ou não a LT (10 

μg/dose), foram utilizadas para detecção de IgG específico em ELISA. (A) Os dados apresentados representam 

os níveis de IgG anti-DENV2 encontrados duas semanas após cada uma das doses do regime vacinal. (B) 

Valores médios (barras pretas) e individuais (círculos brancos) de IgG sérico anti-DENV2 duas semanas após a 

ultima dose do regime vacinal (dia 42). O regime vacinal consistiu de 3 doses, administradas com intervalo de 2 

semanas (dias 0, 14 e 28). ***p<0,001. (ANOVA, teste post-hoc: Bonferroni). 
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4.7 Caracterização da resposta humoral de camundongos submetidos à imunização pela TC com 

partículas virais de JHA1 purificadas  

 

A caracterização foi feita de forma semelhante à utilizada nas imunizações anteriores, com a 

modificação dos antígenos de fase sólida utilizados na sensibilização das placas de ELISA, mas 

com a substituição dos vírus inativados por vírus purificados. Foi possível observar que a 

administração de partículas virais purificadas induziu uma menor quantidade de anticorpos da 

subclasse IgG2a quando comparadas com a imunização utilizando partículas inativadas em 

sobrenadante de cultura, alcançando diferença estatística apenas no grupo com adjuvante (FIG 

11A). Além disso, notou-se que a razão IgG1/IgG2a foi modificada com a mudança de 

formulação vacinal, pois a introdução da LT, ao contrário do que fora visto com vírus não 

purificados, acabou por aumentar a razão IgG1/IgG2a.  

Outra diferença observada nesta nova imunização foi a avidez dos anticorpos gerados entre os 

diferenes grupos de imunização. Observou-se que a avidez pelos antígenos foi aumentada após a 

coadministração de LT, atingindo diferença estatística em relação ao grupo imunizado apenas 

com partículas virais (FIG 11B). Para o grupo imunizado com apenas partículas virais 

purificadas, o valor de tiocianato de amônio necessário para reduzir a reatividade do soro pela 

metade foi de 0,85M, enquanto que para o grupo imunizado com partículas virais purificadas 

coadministradas com LT o valor encontrado foi de 1,09M. Em relação à reatividade a epítopos 

conformacionais, observamos resultados semelhantes aos encontrados em imunizações feitas com 

partículas virais inativadas com queda acentuada da reatividade dos anticorpos frente ao antígeno 

desnaturado (FIG 11C). No entanto, a incorporação de LT aumentou a reatividade dos anticorpos 

gerados após imunização pela via TC com partículas virais purificadas tanto para o antígeno 

intacto como para o antígeno desnaturado (FIG 11C). A mudança da formulação vacinal, 

portanto, melhorou em parte o efeito adjuvante proporcionado pela LT, aumentando o nível de 

avidez dos anticorpos pelos seus antígenos seja para epitopos conformacionais como para 

lineares. 
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4.8 Avaliação da imunidade protetora em camundongos submetidos à imunização pela via TC 

com partículas de JHA1 purificadas 

 

Para o esclarecimento da capacidade neutralizante dos soros gerados após a imunização com 

formulações vacinais contendo JHA1 purificado, foram feitos ensaios de soroneutralização in 

vitro utilizando a cepa NGC de DENV2. De forma semelhante aos ensaios utilizando vírus 

inativados, foi utilizado o anticorpo monoclonal 1A10 como controle positivo de neutralização 

(TAB 4). De forma semelhante aos experimentos anteriores, não se observou níveis de redução 

de placas virais em nenhuma das amostras de soro testadas (TAB 3). A deficiência dos anticorpos 

em neutralizar partículas virais in vitro nos levou a avaliar o potencial neutralizante dos 
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Figura 11 - Caracterização da resposta humoral de camundongos imunizados pela via TC com partículas 

purificadas de JHA1 coadministradas com LT. (A) Subclasses de IgG sérico em camundongos submetidos à 

imunização pela via TC. As barras representam a média e os círculos os valores individuais dos níveis de 

subclasses de IgG detectados em soros colhidos duas semanas após a última dose de imunização (dia 42). Os 

valores na parte superior da figura representam a relação de IgG1 / IgG2a de cada grupo de imunização. (B) 

Avidez dos anticorpos contra seus antígenos determinada em placas de ELISA com 1,4 µg de partículas DENV2 

JHA1 purificadas e submetidas, posteriormente, a um passo de dissociação com diferentes concentrações de 

tiocianato de amónio (0,025M – 4M). A linha pontilhada indicada do ponto em que a quantidade de tiocianato 

de amônio dissocia 50% dos anticorpos ligados às partículas DENV2. (C) Os anticorpos produzidos em 

camundongos submetidos à imunização pela via TC se ligam preferencialmente a epítopos conformacionais das 

partículas de DENV2. As placas de ELISA foram preparadas com partículas de vírus submetidas, ou não, a um 

tratamento de desnaturação por calor (100 °C durante 10 min). Misturas de soros de cada um dos grupos de 

imunização, colhidos duas semanas após a última dose de vacina (dia 42), foram testadas. A análise estatística 

foi realizada por ANOVA 2way em associação com pós-teste de Bonferroni * p <0,05. 
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anticorpos em condições in vivo tanto em ensaios de soroneutralização com animais não 

imunizados como em ensaios de proteção com animais vacinados.  

 

 

Grupos de imunização 
Cepa 

viral 

Título 

de IgG 

Cepa 

viral 

Título de 

IgG 
PRNT50

1 

V.P+LT 3
ª
 dose JHA1 145913 NGC 60815  ND

2 

V.P. 3
ª
 dose JHA1 12731 NGC 9012  ND 

Salina 3
ª
 dose JHA1 14 NGC 14  ND 

Controle positivo (1A10) JHA1 ND NGC ND 2560
3
 (~0,04 µg) 

 

 

 

Os dois ensaios in vivo realizados confirmaram a falta de proteção observada nos 

experimentos anteriores e não conferiram proteção a animais BALB/c e submetidos a desafios 

letais com o JHA1. Novamente, tanto a soroneutralização in vivo (n=5) (FIG 12A), quanto o 

ensaio de desafio (FIG 12B) demonstraram que os anticorpos gerados com partículas purificadas 

viáveis não possuem capacidade neutralizante contra a cepa JHA1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

1
Valores obtidos após a comparação da quantidade de placas de lise em relação aos valores obtidos em amostras 

não submetidos ao tratamento com os anticorpos. Foram utilizadas amostras de soro da última dose vacinal das 

imunizações feitas com o vírus purificado, coadministrado ou não com o adjuvante LT. 
2
 Valores não 

determinados.
3
 Diluição neutralizante máxima. 

Tabela 4 - Determinação in vitro dos níveis neutralizantes de anticorpos (PRNT50) obtidos após o regime 

vacinal com partículas purificadas de JHA1 após imunização pela via TC. 
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Para avaliar se a mudança da pureza das formulações vacinais afetou o potencial de infecção 

de células possuidoras de receptores para a porção Fc dos anticorpos, repetimos o ensaio de ADE 

com amostras de soro da imunização feita com víruis viáveis purificados. Ainda em busca de 

possíveis janelas de proteção, foram avaliadas misturas de soros das 1ª (FIG 13A), 2ª (FIG 13B) e 

3ª doses (FIG 13C) do protocolo vacinal. Como observado na Figura 13, mais uma vez 

observamos que as amostras de soro testadas promoveram a exacerbação da infecção em relação 
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Figura 12 - Ensaio de soroneutralização in vivo e curva de sobrevivência de camundongos imunizados pela 

via TC com partículas purificadas da cepa JHA1 e submetidos a desafio letal com a cepa JHA1. (A) Curva 

de sobrevivência de camundongos não imunizados e desafiados com a cepa JHA1 previamente incubada com 

soro de animais imunizados pela via TC. Grupos de camundongos BALB/c (n=5) foram desafiados pela via i.c. 

com uma mistura contendo vírus DENV2 (50 UFP) previamente incubado na presença de soro obtido de animais 

imunizados pela via TC na diluição 1/10. Para esse ensaio foram utilizadas alíquotas de soro obtidas no dia 42 do 

regime vacinal e que correspondem à resposta imunológica humoral induzida duas semanas após a última dose. 

(B) Duas semanas após a última dose do regime vacinal (dia 42) os grupos de animais imunizados (n=10) foram 

desafiados pela via i.c. com 50 UFP do vírus JHA1. A sobrevivência dos animais foi avaliada ao longo de 21 

dias. (Mantel-Cox). 
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à amostra de soro do grupo controle negativo. Concluímos que os anticorpos gerados não 

apresentam potencial neutralizante e apresentam potencial para levar ao fenômeno de ADE.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.9 Indução de respostas contendo anticorpos séricos específicos contra partículas purificadas de 

DENV2 NGC em camundongos submetidos à imunização pelas vias TC e ID 

 

Para avaliarmos se o isolado viral poderia influenciar na geração de respostas protetoras após 

imunização pela via TC, realizamos um novo ensaio de imunização com partículas virais da cepa 

NGC de DENV2 como antígeno vacinal (n=5). Além disso, para aumentamos testamos um novo 

grupo de imunização que recebeu 50 µg de partículas virais. O novo ensaio foi baseado em 

Figura 13 - Avaliação dos soros obtidos quanto à indução do fenômeno de ADE. Misturas de soros das 1ª, 2ª 

e 3ª doses (A-C) foram diluídas em log2 para a avaliação do perfil neutralizante dos anticorpos gerados após a 

imunização de camundongos BALB/c (n=5) pela via TC com partículas purificadas de JHA1. Células U937 

foram infectadas com NGC opsonizados com os soros obtidos durante o protocolo vacinal. O anticorpo 

monoclonal 2H2 foi utilizado como controle positivo de aumento de infecção. Partículas virais expostas ao 

tampão PBS foram utilizadas para estabelecer a infecção de referência (controle negativo). As células foram 

permeabilizadas e marcadas para a presença da proteína E de DENV com a utilização de anticorpos monoclonais 

4G2, específicos para flavivírus.  
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grupos imunizados com LT visto que nos experimentos anteriores ficou claro o papel importante 

do adjuvante na indução de respostas imunológicas. Paralelamente, testamos uma via parenteral 

(ID) como forma de comparar os resultados obtidos em camundongos BALB/c submetidos à 

imunização pela via TC. Os grupos de imunização passaram por tratamento idêntico e foram 

submetidos ao mesmo regime vacinal. Os resultados revelaram que as respostas de IgG DENV2-

específicos foram maiores com o JHA1 (FIGS 5 e 10A) do que com o NGC (FIG 14A) após 

imunização pela via TC. A comparação das imunizações feitas pelas duas vias (TC e ID) indicou 

que ambas as vias de imunização necessitam de 3 doses vacinais para elevar quantidades 

significativas de anticorpos específicos contra as partículas virais (FIGS 14A e 14B). Além disto, 

os valores finais de IgG específico foram um pouco maiores nos animais imunizados pela via ID 

(FIG 14B). Adicionalmente, foi observada a saturação das respostas humorais específicas 

induzidas após imunização pela TC com a menor quantidade de antígeno testada, uma vez que 

não observamos aumento na produção de anticorpos quando comparados os grupos que 

receberam 10 µg e 50 µg de partículas virais (FIG 14C). O mesmo não se observou na 

imunização pela via ID na qual o aumento da quantidade de antígeno levou a aumento 

significativo na resposta de anticorpos específicos (FIG 14D). De um modo geral, o resultado 

demonstra que as duas vias de imunização levaram a respostas imunológicas semelhates, em 

termos quantitativos, contra os antígenos administrados. 
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4.10 Caracterização da resposta humoral de camundongos submetidos à imunização pelas vias 

TC e ID com partículas virais de NGC 

 

A caracterização das respostas humorais obtidas após imunização com vírus da cepa NGC 

seguiu a mesma metodologia utilizada nas imunizações com o isolado JHA1. As respostas de 

subclasses de IgG nos animais submetidos à TC variaram de forma surpreendente (FIG 15A). As 

maiores variações oram observadas no grupo sem adjuvante e entre os grupos que receberam 10 

µg e 50 µg na presença de LT. Em geral, as respostas de IgG2a foram muito baixas ou ausentes. 

Os animais imunizados pela via ID apresentaram respostas mais balanceadas, mas ainda com 

padrão Th2, sendo a razão IgG1/IgG2a diminuída à medida que se aumentou a quantidade de 

antígeno (FIG 15B). 
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Figura 14 - Respostas humorais sistêmicas desencadeadas após administração pela via TC e ID de 

partículas de NGC em associação com LT como adjuvante. Soros individuais de camundongos BALB/c 

imunizados (n=5/grupo) com partículas de NGC (10 µg ou 50 µg /dose), coadministradas ou não a LT (10 

μg/dose), pelas vias TC ou ID foram utilizadas para detecção de IgG específico em ELISA. (A) Níveis de IgG 

anti-DENV2 NGC encontrados duas semanas após cada uma das doses do regime vacinal aplicado pela via TC. 

(B) Níveis de IgG anti-DENV2 NGC encontrados duas semanas após cada uma das doses do regime vacinal 

aplicado via ID. (C) Valores médios (barras pretas) e individuais (círculos brancos) de IgG sérica DENV2-

específico duas semanas após a última dose vacinal (dia 42) aplicada pela via TC. (C) Valores médios (barras 

pretas) e individuais (círculos brancos) de IgG sérico DENV2-especifico duas semanas após a última dose do 

regime vacinal (dia 42) aplicado pela via ID. Os regimes vacinais consistiram de 3 doses, administradas com 

intervalo de 2 semanas (dias 0, 14 e 28). ***p<0,001. (ANOVA, teste post-hoc: Bonferroni). 
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O padrão de resposta dos camundongos submetidos à imunização pela via TC, no que se diz à 

avidez dos anticorpos ao antígeno, se mostrou semelhante entre os grupos sendo que a introdução 

do adjuvante não mostrou qualquer efeito (FIG 15C). A reatividade dos anticorpos gerados pelos 

animais que não receberam adjuvante necessitou de 0,97M para ser reduzida em 50%, enquanto 

os resultados nos grupos que receberam 10 µg e 50 µg do antígeno coadministrado com LT 

necessitaram de 1,13M e 1,25M respectivamente. Nos animais imunizados pela via ID nota-se o 

papel importante de LT na elevação da avidez dos anticorpos IgG-específicos ao antígeno (FIG 

15D). Esse aumento pode também ser observado com a mudança da quantidade de antígeno 

administrado, sendo necessário adicionar 0,85M de tiocianato de amônio no grupo sem adjuvante 

e 1,10M e 1,67M nos grupos que receberam o adjuvante e 10 µg ou 50 µg de antígeno, 

respectivamente. 

O reconhecimento preferencial de epítopos conformacionais foi marcante em ambas as vias 

(FIGS 15E e 15F), sendo observadas reduções de reatividades quando o antígeno utilizado nas 

placas de ELISA era desnaturado. A diferença estatísca esteve presente desde a primeira até a 

útima diluição dos soros de camundongos imunizados tanto pela via TC quanto pela via ID (FIGS 

15E e 15F). Os dados obtidos nas duas vias confirmaram que a mudança de antígeno reproduziu 

os dados obtidos com o isolado JHA1, mas com alterações interessantes na qualidade da resposta, 

como demonstrado pelas respostas de subclasses de IgG e avidez ao antígeno.  
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4.11 Avaliação da imunidade protetora conferida a camundongos submetidos à imunização pelas 

TC ou ID com partículas virais da cepa NGC 

 

A determinação da capacidade protetora das respostas geradas frente às imunizações pelas 

vias TC ou ID com NGC foi feita por meio de desafio letal com o mesmo vírus. . Para isso foi 

utilizada a dose letal definida previamente para camundongos BALB/c. A mudança do antígeno 
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Figura 15 - Caracterização das respostas humorais de camundongos imunizados pelas vias TC e ID com 

partículas de NGC, coadministradas ou não, com LT. (A e B) Subclasses de IgG sérico em camundongos 

submetidos à imunização pela via (A) TC ou (B) ID. As barras representam a média e os círculos os valores 

individuais dos níveis de subclasses de IgG detectados em soros colhidos duas semanas após a última dose de 

imunização (dia 42). Os valores na parte superior da figura representam a razão de IgG1/IgG2a de cada grupo de 

imunização. (C e D) Avidez dos anticorpos de camundongos submetidos à imunização pela via (C) TC ou (D) ID 

contra seus antígenos. A determinação de avidez foi feita em placas de ELISA com 1,4 µg de partículas DENV2 

NGC submetidas, posteriormente, a um passo de dissociação com diferentes concentrações de tiocianato de amónio 

(0,025M – 4M). A linha pontilhada indicao ponto em que a quantidade de tiocianato de amônio dissocia 50% dos 

anticorpos ligados às partículas DENV2. (E e F) Os anticorpos produzidos em camundongos submetidos à 

imunização pela via (E)TC ou (F) ID se ligam preferencialmente a epítopos conformacionais das partículas de 

DENV2. As placas de ELISA foram preparadas com partículas de vírus submetidas, ou não, a um tratamento de 

desnaturação por calor (100 °C durante 10 min). Foram testadas misturas de soros de cada um dos grupos de 

imunização colhidos duas semanas após a última dose de vacina (dia 42). A análise estatística foi realizada por 

ANOVA 2way em associação com pós-teste de Bonferroni * p <0,05. 



62 

 

vacinal e do vírus empregado no desafio possibilitou a obtenção de respostas protetoras de forma 

significativa quando comparadas com o grupo controle de imunização (FIG 16A). Apenas os 

grupos que receberam o adjuvante LT apresentaram níveis de proteção elevados em relação ao 

controle emesmo não havendo diferença significativa entre as respostas geradas pelos grupos que 

receberam diferentes quantidades de antígeno, o grupo que recebeu 50 µg de partículas virais 

apresentou 100% de sobrevivência, seguido por apenas 60% do que recebeu 10 µg (FIG 16A).  

Foi possivel observar diferentes graus de morbidade nos camundongos desafiados. No grupo 

controle, 80% dos animais sucumbiram ao desafio letal, porém 100% dos camundongos apresentaram 

pelo menos grau 1 de morbidade (FIGS 16A e 16B). De forma concordante, o grupo que recebeu 50 

µg de antígeno apresentou o menor índice de morbidade, com apenas um animal positivo (20%) 

no dia 20 após o desafio. O grupo que recebeu 10 µg de antígeno teve morbidade exatamente 

igual ao valor de mortalidade (60%). O desafio feito nos animais imunizados pela via ID 

apresentou comportamento semelhante ao observado nos camundongos imunizados pela via TC, 

porém, o grupo controle apresentou apenas 40% de mortalidade (FIG 16C). Foi observado 100% 

de sobrevivência no grupo que recebeu 50 µg de antígeno e 80% no que recebeu 10 µg de 

antígeno coadministrado com LT, mas não houve diferença estatísca devido à grande proporção 

de sobreviventes do grupo controle (FIG 16C). Em termos de morbidade 100% do grupo controle 

apresentou algum grau de resposta após o desafio, enquanto que todos os camundongos do grupo 

de 50 µg de antígeno foram protegidos (FIG 16D). Por outro lado, os animais que receberam LT 

e 10 µg de vírus apresentaram 60% de morbidade contra 20% do grupo em que o adjuvante não 

foi administrado (FIG 16D).  
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4.12 Avaliação de possíveis efeitos adversos decorrentes das imunizações pelas via TC ou ID 

com partículas de NGC 

 

Foram avaliadas alterações no hemograma completo ou nas concentrações séricas da enzima 

LDH nos camundongos imunizados. A avaliação de todos os parâmetros testados não mostrou 

nenhuma característica deletérea decorrente das imunizações, seja pela via TC ou ID (FIG 17A-

H). Não foram encontradas diferenças estatísticas entre os grupos de administração, sendo 

algumas discrepâncias encontradas nos animais que se submeteram a imunizações por diferentes 

vias, mas todos os valores observados mantiveram-se abaixo dos valores considerados relevantes 

clinicamente (FIGS 17C, 17D, 17G e 17H). Conclui-se que as formulações utilizadas não 
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Figura 16 - Curvas de sobrevivência e morbidade em camundongos imunizados pelas vias TC e ID com 

partículas de NGC, em associação ou não com LT, após desafio com NGC. (A e B) Curvas de sobrevivência e 

morbidade de camundongos imunizados pela via TC e desafiados com NGC. Duas semanas após a última dose do 

regime vacinal (dia 42) os grupos de animais imunizados (n=5) foram desafiados pela via i.c. com 1 x 10
6
 UFP de 

DENV2 NGC. (A) A sobrevivência dos animais foi avaliada ao longo de 21 dias. (B) A evolução de fraqueza 

muscular, paralisia de membros, arqueamento da coluna e paralisia total foi observada durante o mesmo período. 

(C e D) Curvas de sobrevivência e morbidade de camundongos imunizados pela via ID e desafiados com NGC. 

Duas semanas após a última dose (dia 42) os grupos de animais imunizados (n=5) foram desafiados pela via i.c. 

com 1 x 10
6
 UFP do NGC. (C) A sobrevivência dos animais foi avaliada ao longo de 21 dias. (D) A evolução de 

fraqueza muscular, paralisia de membros, arqueamento da coluna e paralisia total foi observada durante o mesmo 

período. (Mantel-Cox). 
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apresentaram efeito deletéreo após administração acamundongose, portanto, podem ser 

consideradas seguras. 
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Figura 17 - Avaliação de possíveis efeitos adversos após a administração das formulações vacinais com 

NGC pelas vias TC e ID. Amostras de sangue e soro de camundongos imunizados pelas vias TC ou ID 

(n=5) foram coletadas 48h após a administração da última dose do protocolo de imunização (dia 30). Foram 

avaliados parâmetros de hemograma (A-G), além do marcador de lesão tecidual LDH. (H). A análise 

estatística foi realizada por ANOVA 2way em associação com pós-teste de Bonferroni * p <0,05. 
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5 DISCUSSÃO 

 

Apesar do elevado número de publicações que reportaram o usa da via TC para a 

imunização com diferentes antígenos bacterianos e virais (30–35,66–74), não há relatos 

publicados sobre a utilização desta via para a administração de formulações vacinais com 

antígenos de DENV. O presente trabalho mostra que respostas imunológicas podem ser 

geradas contra antígenos de DENV por meio da utilização de um método não invasivo de 

aplicação tópica. Observamos que a aplicação do método mostrou resultados promissores 

com partículas virais inativadas em relação à formulação contento uma proteína 

recombinante (EDIII). Os resultados obtidos demonstram que houve aumento na resposta 

humoral específica contra o DENV. Confirmamos a necessidade da administração de um 

número mínimo de 3 doses vacinais para elevar a resposta humoral a níveis máximos em 

modelo experimental, o que está de acordo com outros trabalhos que utilizaram a via TC 

com antígenos virais (31,33,35,75). Também confirmamos a necessidade de incorporar-se 

um adjuvante de mucosa (LT) aos adesivos vacinais para a correta estimulação do sistema 

imunológico dos animais. Adicionalmente, quando comparada com uma via parenteral, a 

via TC mostrou-se capaz de induzir níveis semelhantes de proteção frente a desafio letal 

(cepa de DENV2 NGC). Em suma, o presente estudo confirma a viabilidade da via TC 

como alternativa para a administração de vacinas contra a dengue. 

Relatos prévios mostraram que a imunização com partículas inativadas de DENV 

induzem respostas imunológicas em camundongos quando administrados por vias 

parenterais (76,77). Além disto, apenas uma pequena fração dos anticorpos gerados é 

direcionada contra a o domínio III da proteína E (21,78–81). Foi observado que a depleção 

de anticorpos direcionados contra esse ectodomínio é irrelevante para a neutralização viral, 

e por vezes, estes podem até mesmo induzir o fenômeno de ADE (dados não publicados), o 

qual resulta em uma maior carga de infecção viral dentro das células infectadas devido a 

presença de partículas opsonizadas, mas subneutralizadas, para o interior de células com 

receptores do tipo FCγ (82). Tais achados podem explicar a falta de proteção encontrada 

nos ensaios feitos com partículas virais em alguns dos testes feitos.  

Os estudos que utilizam partículas virais como antígeno, normalmente possuem doses 

vacinais contendo de 5 µg a 10 µg de vírus como dose padrão (76,83). Porém, como a 
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absorção de antígenos de DENV pela via TC não havia sido caracterizada, investigamos o 

uso de quantidades maiores na formulação (50 µg/dose). A via ID teve a resposta 

potencializada com o aumento da quantidade de antígeno, demonstrando a grande 

capacidade de sinergia na ativação das células em linfonodos drenantes, seja pela migração 

do antígeno, seja pela apresentação via células apresentadoras de antígenos (APCs) (como 

as LCs) (84). O mesmo não foi observado nos grupos imunizados via TC, que apresentaram 

respostas de menor magnitude, contrastando com relato anterior de comparação entre as 

vias TC e i.m. (85). Ambas as vias mostraram-se dependentes da adição de adjuvantes para 

atingir o nível máximo da produção de anticorpos, corroborando observações anteriores 

(40). Contudo, quando avaliados os grupos que receberam apenas 10 µg de antígeno, os 

níveis de anticorpos produzidos pelas duas vias foram comparáveis demonstrando que, na 

dose padrão de estudo, a via TC é capaz de induzir respostas imunológicas antígeno-

específicas de magnitude semelhante ao que pode ser obtidos por meio de vias parenterais. 

Associada à magnitude das respostas de anticorpos está a modulação das respostas 

imunológicas provocada pela administração dos antígenos. Para isso, foram analisados os 

níveis das subclasses de IgG1 e IgG2a presentes no soro dos camundongos imunizados, 

como indicativo de uma tendência de modulação para respostas do tipo Th2 ou Th1, 

respectivamente. Os resultados obtidos são consistentes com a literatura ao se observar os 

altos níveis de IgG1 e de IgG2a após administração pela via ID (86,87). Ficou clara 

tendência de modulação para perfil Th2 quando utilizada a via TC, com altos níveis de 

IgG1 sendo produzidos, o que indica que a TC modula preferencialmente respostas 

humorais com um perfil Th1 (30,88–90). O papel da LT pôde ser observado na diminuição 

das razões de IgG1/IgG2a observadas, confirmando sua característica de induzir respostas 

imunológicas mais balanceadas em termos de ativação de linfócitos T CD4
+
 (54). 

Adicionalmente, a capacidade da via TC em levar à apresentação cruzada de antígenos 

virais (91), o que pode explicar a ação da LT na geração de IgG2a em uma menor 

quantidade. Portanto, a LT se mostrou necessária para um maior desenvolvimento da 

resposta do tipo Th1, decorrente da vacinação pela via TC, envolvimento esse já apontado 

como possível fator chave no controle da infecção por DENV (92). 

As respostas de anticorpos anti-DENV são usualmente estudadas no que se diz à 

capacidade de neutralização viral. Há relatos que mostram a relação entre a avidez dos 
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anticorpos e sua eficiência no controle de infecções (93), bem como casos nos quais um 

maior índice de severidade da doença se correlacionou com anticorpos com menor avidez 

pelas partículas de DENV (94). Também foram feitos relatos recentes sobre anticorpos 

anti-DENV que podem se ligar com baixa avidez ao vírus Zika (ZIKV) e provocar o 

fenômeno de ADE (95). A TC utilizando JHA1 inativado coadministrado com LT não 

levou a diferenças na avidez dos anticorpos específicos quando comparada com os grupos 

imunizados sem adjuvante, o que contrasta com relatos anteriores LT mutantes (96,97). 

Contudo, os resultados obtidos a partir da imunização com partículas de JHA1 purificadas e 

partículas de NGC mostraram um aumento significativo na avidez dos anticorpos gerados, 

mesmo pela via ID, o que evidencia o papel da qualidade do antígeno na melhora da 

resposta humoral e a importância da incorporação de LT. O aumento da avidez dos 

anticorpos produzidos por vacinação é um importante aspecto para o controle da dengue e 

deve ser um dos fatores acompanhados durante a avaliação vacinal. 

Entre os flavivírus, os anticorpos direcionados contra a proteína E aparentam ter uma 

especificidade dependente da conformação da proteína (78,98–100). Isso explicaria a 

diminuição da reatividade dos anticorpos específicos em placas de ELISA sensibilizadas 

com partículas de JHA1 ou NGC desnaturadas pelo calor, independente da via de 

administração. A literatura mostra também que a integridade do antígeno é essencial para a 

elevação de respostas imunológicas (69). Portanto, a inativação dos vírus a -20 ºC 

possivelmente tem uma melhor apresentação antigênica ao sistema imunológico quando 

comparada com a inativação por aumento da temperatura, enquanto que a apresentação das 

partículas virais íntegras e/ou purificadas de vírus atenuados seria ainda mais adequada. 

Isso se comprova na observação das vacinas mais em evidencia para a prevenção da 

dengue, seja aquela disponível para uso em humanos (101) seja aquela em estágio de teste 

clínico fase 3 (102), as quais são baseadas na administração de vírus com a estrutura 

antigênica preservada.  

Observamos que tanto partículas inativadas quanto viáveis de JHA1 não foram capazes 

de induzir proteção frente ao desafio letal em camundongos imunizados pela via TC. O 

JHA1 consiste em um isolado viral contendo várias populações distintas de vírus, com 

diversas modificações entre elas (dados não publicados). Essas variações poderiam levar à 

geração de anticorpos contra regiões conservadas do vírus, como já observado em respostas 
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celulares (103), mas que não são necessariamente neutralizantes. Nesse caso, uma grande 

quantidade de anticorpos subneutralizantes permitiria a entrada dos vírus em células 

possuidoras de receptores FCγ, exacerbando a infecção, o que foi observado e confirmado 

pelos ensaios de ADE. Uma segunda hipótese se baseia na neurovirulência acentuada da 

cepa JHA1 (55), que poderia constituir uma barreira significativa para se atingir níveis de 

proteção vacinal. Outros trabalhos evidenciaram que imunizações utilizando partículas 

virais de cepas de DENV por diferentes vias de administração induzem proteção 

(65,77,104,105), indicando que o vírus JHA1 como vírus de desafio possivelmente 

subestima os níveis protetores das vacinas testadas. 

Como avaliação das hipóteses levantadas, partimos para mudanças nas formulações 

vacinais e no vírus para uso no desafio letal, como resultado obtivemos resultados positivos 

no quadro de proteção observado após as imunizações. A utilização de um vírus que 

provoca doença de forma menos abrupta nos camundongos permitiu a observação de 

quadros de morbidade que corroboraram os observados na literatura (106). A escolha da 

dose desafio também seguiu a literatura, visto que o NGC é característico por apresentar 

uma variação ne sobrevivência nos animais não imunizados submetidos a desafio letal 

(104,106,107). Os resultados demonstraram que o percentual de sobrevivência do grupo 

controle varia de 20% a 60%, porém, com o aspecto de morbidade todos os camundongos 

apresentaram-se afetados. De forma interessante, mesmo não sendo observada nenhuma 

diferença entre os níveis de resposta, ou qualidade da resposta humoral gerada, apenas o 

grupo que recebeu 50 µg de vírus pela via TC foi capaz de atingir 100% de sobrevivência 

frente ao desafio, o que indica que provavelmente algum componente da resposta celular 

pode ter sido melhor ativado com o aumento da quantidade de antígeno. Novamente, a via 

TC mostrou ser eficiente na geração de respostas DENV-específicas e com capacidade de 

induzir imunidade protetora, podendo ser considerada uma alternativa válida em relação à 

imunização por outras vias. 

Monitoramos diferentes parâmetros fisiológicos na busca de evidências sobre a indução 

de efeitos adversos associados à formulação vacinal testada. Para isso, coletou-se sangue e 

soro dos camundongos 48h após a administração das vacinas, período no qual há a maior 

reação inflamatória, particularmente estudos com LT (63). Não foram encontradas 

alterações hematológicas e enzimáticas que apontassem a incidência de efeitos deletérios 



69 

 

entre os grupos de imunização pela via TC, o que demonstra a capacidade da via em 

expressar o poder adjuvante da LT sem sofrer com eventuais efeitos inflamatórios. De 

forma interessante, a via ID apresentou também efeitos colaterais reduzidos com a 

administração do adjuvante, porém, a redução do hematócrito atingiu diferença estatística e, 

em alguns aspectos, pode-se notar uma tendência de possíveis alterações. 
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6 CONCLUSÕES 

 

Diante dos resultados obtidos pôde-se concluir que a via TC é capaz de gerar respostas 

imunológicas humorais em níveis elevados contra antígenos de dengue, sendo o adjuvante 

LT fundamental na potencialização e modulação das respostas geradas. Adicionalmente, 

vacinas baseadas em DENV2 NGC e desafiadas com o mesmo vírus induziram proteção 

em camundongos BALB/c imunocompetentes quando administradas pela via TC, porém, o 

mesmo não foi observado quando utilizado DENV2 JHA1. As vias TC e ID mostraram-se 

comparáveis em termos de proteção, sendo maior a robustez da resposta observada na via 

ID, e os menores efeitos deletérios causados pelas vacinas administradas pela via TC. Desta 

forma, o presente estudo demonstra que a utilização da via TC com antígenos de DENV é 

válida. Além disso, o emprego desta via de imunização traz vantagens econômicas e 

psicológicas, para o usuário, que devem ser consideradas. 
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