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RESUMO 

PEREIRA, L. R. Desenvolvimento de formulações vacinais contra a dengue baseadas na 

proteína não estrutural 1 (NS1) administrada pela via intradérmica. [Dissertação (Mestrado em 

Parasitologia)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2016. 

 

A dengue é uma doença que nos últimos anos tem alcançado taxas de incidência alarmantes no 

mundo. Esta enfermidade é causada pela infecção com o vírus da dengue (DENV) para o qual o 

principal método de controle, combate ao vetor, não é totalmente eficaz.  Tal situação indica que 

a busca por vacinas seguras e eficazes seja uma prioridade mundial. Neste contexto o uso de 

proteínas não estruturais do vírus representa uma alternativa viável para o desenvolvimento de 

vacinas contra a dengue.  Assim, o presente trabalho teve por objetivo desenvolver e 

caracterizar estratégias vacinais contra o vírus da dengue, baseadas na proteína NS1, utilizando 

a via intradérmica (i.d.) de imunização. A primeira etapa do trabalho consistiu na obtenção dos 

antígenos NS1 e um fragmento derivado da mesma (∆CNS1), cuja deleção na porção C-

terminal (a.a 271-352) poderia resultar na atenuação de possíveis efeitos adversos em 

mamíferos, particularmente no ser humano. Diversas tentativas de obter a ∆CNS1 foram 

realizadas, mas a instabilidade da mesma inviabilizou sua utilização em tentativas de 

imunização.  Por outro lado, foi possível obter uma proteína quimérica envolvendo a fusão 

genética da proteína NS1 de DENV2 com anticorpos monoclonais específicos para receptores 

de células dendríticas (DEC205 e DCIR2). A proteína NS1 recombinante, assim como as 

proteínas quiméricas, foram administradas pelas vias i.d. e i.p em camundongos Balb/c e as 

respostas imunológicas (anticorpos) específicas foram analisadas em relação a diferentes 

parâmetros. A imunização com as proteínas quiméricas resultou em modulação do perfil de 

subclasses de IgG sérico e aumento da afinidade dos anticorpos NS1-específicos frente ao 

antígeno alvo. Além disso, demonstramos a ausência de efeitos adversos associados às 

formulações vacinais, característica essencial em vacinas baseadas na NS1 de DENV. Desta 

forma, o conjunto de dados obtidos neste trabalho destaca, de forma inédita, a combinação da 

estratégia de direcionamento do antígeno para células dendríticas com o uso da via i.d., nunca 

antes testada para antígenos desta natureza. Os resultados lançam perspectivas promissoras para 

o desenvolvimento de vacinas de subunidade contra o vírus da dengue.  

 

Palavras-chave: Dengue. Vacina. NS1. DEC. DCIR2. Intradérmico.  

  



ABSTRACT 

PEREIRA, L. R. Development of vaccines formulations against dengue based on the 

nonstructural protein 1 (NS1) administered by the intradermal route. [Masters thesis 

(Parasitology)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2016. 

 

Dengue is a disease that in recent years has reached alarming incidence rates in the world. This 

disease is caused by infection with the dengue virus (DENV) to which the main control method 

based on the vector control is not fully  effective. This situation indicates that the search for safe 

and effective vaccines is a global priority. In this context the use of virus non-structural proteins 

is a viable alternative to the development of dengue vaccines. Thus, this study aimed to develop 

and characterize vaccine strategies against dengue virus based on the NS1 protein using the 

intradermal (i.d.) immunization route. The first step in this work consisted in obtaining the NS1 

antigen and a fragment derived from it (ΔCNS1), in which a of the C-terminal part (aa 271-352) 

might result in the attenuation of possible side effects in mammals, particularly humans. Several 

attempts to obtain ΔCNS1 were performed, but the instability of the recombinant protein 

precluded its use in immunization experiments. Moreover, it was possible to obtain a chimeric 

protein based on the genetic fusion of the DENV2 NS1 protein with monoclonal antibodies 

specific for dendritic cell receptors (DCIR2 and DEC205). The recombinant NS1 protein, as 

well as the chimeric proteins, were administered by the routes i.d. and i.p. routes to Balb / c 

mice and various parameters of the specific immune responses (antibodies) were analyzed. 

Immunization with the chimeric proteins resulted in modulation of serum IgG subclass response 

and increased affinity of the NS1-specific antibodies to the target antigen. Furthermore, we 

demonstrated the absence of adverse effects associated with administration of the vaccine 

formulations, an essential characteristic of vaccines based on DENV NS1. Thus, the data set 

obtained in this study highlights, in an unprecedented manner, the combination of a dendritic 

cell antigen targeting approach and the i.d. administration route, a strategy not used before. The 

results raise promising perspectives with regard to the development of subunit vaccines against 

dengue virus. 

 

Keywords: Dengue. Vaccine. NS1. DEC. DDR2.  Intradermal. 

  



1 INTRODUÇÃO 

1.1 A Dengue  

A dengue é uma doença que atinge mais de 100 países em todo mundo e nos últimos 

anos tem alcançado taxas de incidência alarmantes (1). Esta enfermidade é a principal 

arbovirose circulante em humanos, sendo causada pela infecção com o vírus da dengue 

(DENV), um arbovírus pertencente à família Flaviviridae, gênero Flavivirus, que se 

apresenta sob a forma de quatro sorotipos com capacidade de infectar humanos: DENV-

1, 2, 3 e 4 (2). Estima-se que cerca de 390 milhões de infecções com o DENV ocorram 

por ano em nível global. A disseminação da doença entre continentes tem crescido 

consideravelmente e, sobretudo, a Ásia e as Américas foram caracterizadas como 

regiões de risco, com incidência na faixa de 13 a 67 milhões de infecções em 2010 (3). 

O surgimento global acelerado desta doença está relacionado com as alterações 

demográficas, sociais e climáticas evidenciadas nos últimos anos, incluindo o 

crescimento populacional, a maior circulação de pessoas entre cidades e países, a 

urbanização descontrolada, e a precária infra-estrutura dos programas públicos de saúde 

e controle de vetores (4). Assim, tomando em conta os impactos econômicos e de saúde 

que a dengue causa, a busca por novos métodos efetivos de controle do vírus, como o 

desenvolvimento de uma vacina, torna-se imprescindível. 

A transmissão do DENV ao homem se faz pela picada de mosquitos do gênero 

Aedes, principalmente a espécie Aedes aegypti, durante o processo de hematofogia (5). 

Depois da picada do mosquito, o DENV infecta inicialmente células dendríticas, 

macrófagos e linfócitos (1), na qual o vírus pode ficar em um período de incubação de 

3-14 dias (média de 4 a 7 dias), após o qual o indivíduo infectado pode apresentar um 

estado febril agudo, correlacionado com quadro de viremia.  É principalmente neste 

período de viremia que os mosquitos, ao picarem uma pessoa infectada, podem adquirir 

o DENV, estando apto em cerca de 8-12 dias (período de incubação extrínseca) a 

transmitir o vírus a hospedeiros suscetíveis (6). O reconhecimento e a entrada da 

partícula viral na célula são mediados por interações com a proteína do envelope viral 

(proteína E), no qual o vírus entra na célula por processo de endocitose mediada por 

receptor (7). Após entrada, o endossomo sofre um processo de acidificação, fenômeno 

que propicia mudanças conformacionais na proteína E, com consequente fusão do 

envelope viral à membrana endossomal, liberando o capsídeo para o citoplasma celular. 

Neste último compartimento, há dissociação do capsídeo e liberação do RNA viral, 



evento que torna o RNA disponível para replicação e tradução das proteínas virais. Com 

as proteínas sintetizadas e o material genético replicado, procede-se a morfogênese 

viral, com posterior liberação de partículas maduras infectantes (8).    

O DENV consiste de um vírus envelopado, cujo material genético é constituído de 

uma fita simples de RNA com orientação positiva, de aproximadamente 10,1 kb. O 

genoma viral codifica para uma poliproteína, a qual após proteólise origina três 

proteínas estruturais (E, C e prM) que compõem a partícula viral, e sete proteínas não 

estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5), que estão envolvidas com a 

replicação viral no interior da célula e a interação com o sistema imunológico do 

hospedeiro (1). A infecção apresenta, em geral, curso de caráter agudo e autolimitado, 

sendo a forma mais banda da doença classificada como Dengue. Entretanto, em alguns 

indivíduos, por mecanismos ainda não totalmente conhecidos, há manifestação de 

formas mais graves da doença, sendo classificadas como Dengue com Sinais de Alarme 

ou Dengue Grave (4,9). A ocorrência destas duas formas graves correlaciona-se, dentre 

outros fatores, com elevada viremia e, especialmente, com infecções secundárias pelo 

vírus da dengue em indivíduos que possuem imunidade prévia contra sorotipos 

heterólogos. Sob este aspecto, a teoria da ADE, do inglês antibody dependent 

enhancement, proposta por Halstead em 1970, defende que a segunda infecção por um 

vírus de sorotipo diferente seria exacerbada pela ligação de anticorpos não 

neutralizantes, gerados durante a primeira infecção, às partículas virais do segundo 

sorotipo viral. Desta forma, haveria a facilitação da entrada de partículas virais em 

células alvo que expressam receptores do tipo Fcγ e, consequentemente, aumento da 

carga viral. Esta última ocorrência em geral resulta em danos teciduais e alteração do 

perfil inflamatório do indivíduo, sobretudo, pela estimulação exacerbada de células do 

sistema imune, que liberam grande quantidade de citocinas, fato que pode levar a 

diversas conseqüências danosas para o indivíduo, sendo este fenômeno uma das 

principais dificuldades ao desenvolvimento de vacinas contra a dengue (11,12). 

1.2 Desenvolvimento de vacinas contra o vírus da dengue. 

Diante de toda esta problemática, e levando em consideração que o método atual de 

combate ao vírus consiste no controle dos mosquitos vetores, que por sua vez não é 

totalmente eficaz, a Organização Mundial de Saúde (OMS) designou que o 

desenvolvimento de uma vacina contra a dengue, com caráter tetravalente, é uma 

prioridade para uma abordagem mais custo-efetiva na prevenção da doença (6). Com 



este suporte da OMS, nos últimos anos as pesquisas de formulações vacinais contra o 

DENV têm avançado consideravelmente. As principais abordagens vacinais em 

desenvolvimento incluem a utilização de vírus vivos atenuados ou inativados, vacinas 

quiméricas recombinantes, vacinas de vetores virais ou DNA, além de vacinas baseadas 

em proteínas recombinantes (1). Dentre estas estratégias as vacinas baseadas em vírus 

atenuados e quiméricos recombinantes compõem os primeiros esforços no estudo de 

vacinas contra o DENV, os quais se encontram em estágios mais avançados de 

desenvolvimento.  

As vacinas vivas atenuadas (VVA) tem como vantagem o mimetismo à infecção 

natural, em geral sendo capaz de induzir respostas humorais e celulares de longa 

duração. Embora o risco de reversão da atenuação seja alto, vacinas utilizando esta 

plataforma tiveram sucesso como, a da febre amarela (YFV) e da encefalite Japonesa 

(JEV), sendo que a candidata para dengue com maior avanço foi desenvolvida pela 

Walter Reed Army Institute of Research (WRAIR) and GlaxoSmithKline (GSK), com 

caráter tetravalente, tendo em sua composição isolados de DENV atenuados por 

passagem seriada em cultura de células. Ensaios clínicos de fase I e II revelaram a boa 

imunogenicidade da vacina , entretanto, foram encontrados problemas de atenuação 

com alguns virus vacinais (especialmente DENV1 e 4) (1,13). Com a evolução da 

biologia molecular conquistas foram realizadas, sobretudo no aperfeiçoamento dos 

métodos de atenuação e manipulação genética viral. 

Neste sentido outro candidato que demonstrou expressivo avanço nos últimos anos 

foi desenvolvido pelo National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID) e 

se encontra em teste clínico no Brasil junto ao Instituto Butantã. A atenuação dos vírus 

vacinais, obtida por genética reversa, foi resultante de deleções relizadas nas regiões não 

traduzidas (UTR’s) de cepas de DENV. Ensaios clínicos de fase I e II foram realizados, 

sendo demonstrado segurança e imunogenicidade extremamente promissoras, tendo 

recentemente evidenciado capacidade protetora em modelo de desafio humano (1,14–

16). Além desta, outras estratégias de vírus recombinantes quiméricos estão em fase 

clínica de testes, como a DENVax desenvolvida pelo Center for Disease Control (CDC) 

(17,18). 

 A estratégia vacinal contra a dengue mais avançada até o momento foi desenvolvida 

pela Acambis, licenciada pela Sanofi Pasteur e denominada CYD-TDV (do inglês 

Chimeric Yellow Fever Virus–DENV Tetravalent Dengue Vaccine), e utiliza tecnologia 

de vírus atenuado quimérico, sendo recentemente registrada para uso no México e no 



Brasil. A CYD-TDV foi gerada tendo como base o vírus vacinal da febre amarela (YFV 

17D), o qual teve os genes das proteínas estruturais, prM e E, substituídos pelos do 

DENV, gerando uma vacina tetravalente contendo quatro vírus quiméricos (um 

representativo de cada sorotipo).  Embora esta vacina seja a única que tenha concluído 

ensaios clínicos de fase 3, a comunidade científica tem demonstrado preocupação com 

esta estratégia pois, apesar da segurança, tolerabilidade e imunogenicidade terem sido 

comprovadas junto a ensaios clínicos de fase I e II (19,20), foram observados nos 

ensaios de fase IIb e III proteção parcial não equilibrada entre os sorotipos de DENV, 

com a menor proteção contra o sorotipo 2 (21,22). Esses achados levantaram também 

questionamentos sobre a real fidelidade do correlato de proteção atual existente 

(anticorpos neutralizantes), uma vez que a robusta e tetravalente proteção observada em 

ensaios in vitro (PRNT) não tem se correlacionado com eficácia descrita nos ensaios 

clínicos (23). Além disso, o envolvimento de imunidade celular na proteção contra 

DENV, sobretudo contra proteínas não-estruturais, vem sendo estudadas e mostram-se 

importantes (24).  

Associado a essa última observação, estratégias vacinais de subunidade tendo por 

base proteínas não estruturais do DENV representam uma alternativa atrativa, as quais 

não estão relacionadas ao fenômeno da ADE, sendo, portanto, seguras e promissoras. 

1.3 A NS1: patogênese x antígeno vacinal. 

A NS1 é uma glicoproteína de 46-55 kDa que, apesar de não ter função totalmente 

estabelecida,  é possivelmente requerida na replicação viral, na síntese do RNA de 

orientação negativa e na evasão do vírus ao sistema imunológico do hospedeiro. Esta 

quando é produzida nas células infectadas pode se apresentar associada à membrana 

citoplasmática, ou ainda, de forma diferente das outras proteínas não estruturais do 

DENV, pode ser secretada para o meio extracelular, sendo altamente imunogênica e 

capaz de estimular a indução de resposta imunológica humoral e celular (25,26).  

De acordo a alguns estudos, existe conhecimento da ocorrência de mimetismo 

molecular entre a proteína NS1 do DENV e proteínas humanas. Em conseqüência desta 

similaridade, tem-se relatado a ocorrência de reatividade cruzada de anticorpos anti-

NS1 com proteínas presentes na superfície de células do hospedeiro, sendo já descrita a 

ligação cruzada destes anticorpos às células endoteliais, plaquetas e alguns fatores da 

coagulação  (27–32). Embora esses efeitos relatados não estejam bem esclarecidos, a 

ligação de anticorpos anti-NS1 cruzada com plaquetas podem resultar na depleção das 



mesmas ou inibir a sua agregação (Figura 1A), assim como ao se ligarem às células 

endoteliais (CE) poderão ocasionar danos às mesmas via ativação do sistema 

complemento, citotoxicidade celular mediada por anticorpo (ADCC) (Figura 1B) ou sua 

ativação direta com conseqüente indução de apoptose. Além disso, a proteína NS1 pode 

contribuir para um aumento da carga viral por perturbar o sistema complemento 

(inibindo a virólise mediada por complemento) (Figura 1C) ou ainda, ao interagir 

diretamente com as CE via TLR4, pode ativar as mesmas e contribuir para o aumento da 

permeabilidade vascular.  (2,27,28,33–36).  

 

  

Figura 1 - Participação da proteína NS1 na imunopatogênese da dengue. Os anticorpos anti-NS1 

podem se ligar às plaquetas induzindo sua depleção ou inibir a sua agregação (A) ou ainda ligarem às 

células endoteliais e induzir danos às mesmas por ativação do sistema complemento ou ADCC (B). Além 

disso, a NS1 contribui para um aumento da carga viral por perturbar o sistema do complemento, o que 

conduz à proteção das partículas de DENV por inibição da virólise mediada por complemento (C). Juntos, 

estes mecanismos são acreditados para contribuir significativamente para o desenvolvimento de formas 

graves da dengue (DHF/DSS). Adaptado de Amorim et al., (2014).  

Apesar destes achados a proteína NS1 mostra-se como um antígeno vacinal 

importante, a qual apresenta epítopos conservados entre os quatro sorotipos do vírus 

(37), fato que pode contribuir para uma imunidade cruzada importante para uma vacina 



tetravalente contra o DENV. Ao longo dos últimos 27 anos, diferentes abordagens 

vacinais baseadas na NS1, em associação com diferentes vias e adjuvantes, foram 

descritas (38–40), sendo que a imunização de camundongos com a NS1, na forma de 

proteína recombinante ou codificada por vacinas de DNA, tem demonstrado resultados 

promissores, na qual se observa níveis de proteção de até 100% (41–43). Resultados 

animadores também foram encontrados pelo nosso grupo de pesquisa (41), no qual ao 

testarmos uma formulação baseada na NS1 recombinante, em associação com 

adjuvantes, observamos uma taxa de proteção de 50% em modelo de desafio utilizando 

vírus DENV2. Em outro trabalho realizado também em associação com nosso grupo de 

pesquisa (44), ao produzir a proteína NS1 fusionada a dois anticorpos monoclonais 

direcionados para receptores de células dendríticas, foi possível observar a indução de 

respostas imunológicas celular e humoral capazes de conferir proteção aos animais 

imunizados frente ao desafio letal com DENV2 cepa NGC (New Guinea C).   

 Além disso, apesar dos efeitos deletérios da NS1 comentados anteriormente, em 

estudo realizado ao se testar uma forma recombinante e editada da proteína NS1, 

denominada ΔC-NS1 (que apresenta uma deleção aa 271-352 em sua região C-

terminal), foi observado que a formação de anticorpos capazes de reagir cruzadamente 

com plaquetas in vitro foi abolida (45). Também já foi observado que a imunização 

passiva de camudongos com anticorpos direcionados para a ΔC-NS1 reduziu os efeitos 

deletérios observados em modelo de camundongo, como o tempo de sangramento e 

eventos hemorrágicos (46). Diante disso, a NS1 em sua forma editada, reduz seus 

possíveis efeitos danosos sobre o hospedeiro, sendo um antígeno atrativo ao se pensar 

em desenvolvimento de vacinas contra a dengue. Entretanto, o efeito protetor da ΔC-

NS1 frente ao desafio com o vírus da dengue ainda não foi caracterizado, sendo, 

portanto, uma lacuna a ser preenchida de extrema relevância para o campo de vacinas 

contra o DENV e também para o entendimento do real papel da proteína NS1 na 

imunopatogênese da doença. 

1.4 Direcionamento de antígenos para células dendríticas 

Uma estratégia que tem demonstrado impacto no aumento da imunogenicidade de 

proteínas consiste no direcionamento destas para populações de células dendríticas 

(DC’s). As DC’s são células especializadas em apresentação de antígenos cujas 

principais funções incluem a iniciação e a regulação da resposta imunológica. Como 

possuem capacidade migratória, estas células permitem uma interação entre a 



imunidade inata e adaptativa, captando antígenos em diversos tecidos e apresentando-os 

de forma eficiente, após processamento, aos linfócitos T em órgãos linfóides, podendo 

gerar a indução de respostas imunes antígeno específicas (47,48).  

Uma característica importante das DC’s consiste na presença de receptores 

endocíticos em sua superfície, os quais permitem a captação por endocitose de seus 

ligantes e conseqüente processamento dos mesmos por estas células. Aproveitando-se 

desta propriedade um método eficiente desenvolvido para direcionar antígenos protéicos 

para as DC’s consiste na fusão genética dos mesmos a anticorpos monoclonais (mAb), 

sendo estes capazes de se ligarem especificamente a receptores endocíticos. Assim, o 

antígeno associado ao mAb é direcionado para populações específicas de DC’s quando 

administrados in vivo,  sendo que a captação e processamento do complexo antígeno-

anticorpo leva, em condições adequadas de inflamação, à apresentação antigênica e 

geração de resposta imune celular e humoral direcionada ao antígeno alvo (44,49). Os 

receptores endocíticos DEC205/CD205 e DCIR2 são alguns dos principais alvos desta 

estratégia, ambos pertencentes à família de lectinas do Tipo C (I e II, respectivamente). 

Os mAbs αDEC205 e αDCIR2 (também conhecido como 33D1) tem como alvos 

principais as subpopulações de DC’s CD8
+
DEC205

+
 e CD8

-
DCIR2

+
, respectivamente. 

Estudos comparativos mostraram diferenças na indução de resposta antígeno-específica 

tendo por base estes dois mAbs, na presença de Poly (I:C), sendo observado  que o 

direcionamento para DCIR2 mostrou-se mais eficiente na apresentação de antígenos 

para linfócitos T CD4
+
, cuja população CD8

-
DCIR2

+
 é mais eficiente na apresentação 

de antígeno via MHC-II, enquanto que o direcionamento para DEC205 foi superior na 

indução de resposta mediada por linfócitos T CD8
+
 , uma vez que a população 

CD8
+
DEC205

+
 apresenta conhecida capacidade de realizar apresentação cruzada de 

antígenos (47,50).  

Apesar destes achados, a utilização destes anticorpos, contendo antígenos 

fusionados, mostrou-se capaz de estimular e aumentar a geração de resposta de células 

tanto TCD4
+
 quanto TCD8

+
 antígeno-específicas, bem como estimular potente resposta 

humoral quando na presença de moléculas estimuladoras para ativação e maturação de 

células dendríticas, principalmente o Poly (I:C) e αCD40 (44,51–55). Em virtude dos 

resultados promissores obtidos até o momento, essas estratégias tornaram-se atrativas e 

promissoras ao campo de vacinologia, tendo inclusive evoluído para testes clínicos. 



 Além do exposto, um aspecto importante quando se utiliza a estratégia de 

direcionamento antigênico aqui descrita é a necessidade de utilizar moléculas com 

capacidade ativadora sobre DC’s, como agonistas de receptores do tipo toll (TLRs), 

caso contrário, ocorre à indução de tolerância ao antígeno utilizado. Sob este aspecto, o 

adjuvante Poly (I:C), constituído de sequências sintéticas de dsRNA e, portanto, 

agonista de TLR3 e MDA5, demonstrou ser efetivo para o direcionamento de antígenos 

para DC’s via mAbs αDEC205 e αDCIR2, sendo aceito para uso em humanos 

(44,48,56). Ao interagir com o TLR3 ou MDA5 o Poly (I:C) pode induzir a produção de 

interferons tipo I  que, além de diversas propriedade antivirais, podem também 

contribuir para maturação de células dendríticas e na polarização da resposta 

imunológica para um perfil Th1  (Longhi et al., 2009). Assim, as características 

descritas tornam Poly (I:C) um promissor adjuvante para combinação da estratégia de 

direcionamento de antígeno para DC’s em associação com uma  via de imunização  rica 

em células dendríticas, como a intradérmica. 

1.5 Via intradérmica de imunização. 

Além da escolha de um antígeno promissor, no desenvolvimento de vacinas, 

especialmente quando se utiliza estratégias baseadas em proteínas purificadas, a indução 

de respostas imunológicas eficazes depende também da escolha de vias de 

administrações adequadas. Atrelado a isso, estudos têm mostrado que a 

imunogenicidade de proteínas pode ser melhorada quando estas são processadas e 

apresentadas por células dendríticas, sendo consenso que imunizações utilizando a via 

intradérmica (i.d) podem ser eficientes devido à elevada proporção de células 

dendríticas nas camadas dérmicas da pele, induzindo respostas imunológicas 

específicas, com elevada produção de IFN-γ (57).  

Trabalhos têm destacado o potencial de utilização da via i.d. para estratégias vacinais 

contra dengue, sendo observado que ao realizar imunizações com partículas do DENV-

2, utilizando a via i.d, observou-se um aumento do número de células dendríticas 

(células de Langerhans) no sítio de inoculação, bem como maiores títulos de anticorpos 

neutralizantes, que persistiram por mais tempo, em comparação com imunizações pela 

via intramuscular (58).   Além disso, um estudo de fase clínica, utilizando uma 

estratégia vacinal tetravalente (DENVax) contra o DENV  baseada em vírus atenuado 

recombinante, demonstrou que a utilização da via i.d é segura, sendo passível de induzir 



a produção de anticorpos neutralizantes (17,18,59). Desta forma, estudos com 

abordagens vacinais contra o DENV, pela via i.d., demonstram-se atuais e prósperos.   

Apesar destes achados, ainda não existem na literatura estudos de formulações 

vacinais contra o vírus da dengue, baseadas na proteína NS1, utilizando direcionamento 

deste antígeno para DC’s em associação com a via de inoculação i.d. Deste modo, a 

realização do presente projeto teve por expectativa contribuir para geração de dados que 

auxiliem no desenvolvimento de uma vacina eficaz contra o vírus da dengue, na qual 

combinando a proteína NS1 com adjuvante, e administrando esta formulação pela via 

i.d., espera-se obter respostas imunológicas celulares e humorais efetivas contra o 

DENV. 

  



2 CONCLUSÕES 

 As proteínas NS1-JHA1 e ∆CNS1-JHA1 foram expressas em linhagem de 

Escherichia coli, sendo possível obter somente a proteína NS1-JHA1 em 

quantidade e qualidade compatíveis à realização de ensaios de imunização. 

 As proteínas NS1 NGC em fusão com os anticorpos αDEC e αDCIR2 

mostraram-se imunogênicas quando administradas tanto pela via i.d quanto pela 

via a i.p., sendo capazes de desencadear potentes respostas humorais NS1-

específica que reconheceu predominantemente epítopos conformacionais 

termolábeis. 

 A imunização por via i.d. demonstrou-se promissora ao uso de vacinas de 

subunidades baseadas na proteína NS1 de DENV, sendo capaz de induzir 

anticorpos NS1-específicos de elevada afinidade mesmo na ausência de 

direcionamento para DC’s. 

 Não foi observada diferença significativa na utilização das vias i.d ou i.p sobre 

os perfis de respostas imunológicas induzidas pelas formulações vacinais, bem 

como sobre a capacidade de memória imunológica antígeno específica.  

 Todas as formulações vacinais demonstraram-se seguras, não sendo detectadas 

alterações hematológicas, bioquímicas e funcionais nos animais imunizados.  
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