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RESUMO 

A dengue é considerada uma grande ameaça em um vasto território mundial que 

resulta em cerca de 20 mil mortes ao ano. Modelos animais para o estudo da dengue 

constituem uma ferramenta importante não somente para o desenvolvimento de 

estratégias anti-dengue como vacinas e antivirais, mas também para o estudo da 

resposta imune induzida após a infecção. Uma abordagem amplamente utilizada para 

testes de candidatos vacinais é o uso de camundongos BALB/c infectados por via 

intracerebral (i.c.) com um vírus DENV neuroadaptado. Como este modelo envolve um 

desafio letal, inúmeros trabalhos fizeram uso apenas deste parâmetro para avaliar a 

eficácia de vacinas anti-dengue. Sendo assim, pouco se sabe a respeito da dinâmica 

da resposta imune primária em animais infectados pela via intracerebral, bem como os 

mecanismos pelos quais uma vacina pode exercer proteção contra a infecção sob tais 

condições. Neste contexto, o presente estudo objetivou analizar a resposta imune anti-

dengue no modelo BALB/c infectado por via i.c. com o vírus DENV neuroadaptado, 

investigando a participação de subpopulações celulares na imunidade primária e 

também durante a imunidade adaptativa induzida por vacinas de DNA. Com relação à 

resposta imune primária, observamos que apesar da via de inoculação não natural 

empregada, foi possível observar efeitos periféricos decorrentes da infecção com 

DENV2, como ativação e migração de células T para órgãos alvo, bem como produção 

de anticorpos e citocinas. Com relação à resposta imune adaptativa aos antígenos do 

DENV, detectamos que vacinas de DNA que codificam as proteínas NS1, NS3 ou E de 

DENV2 produzem efeitos peculiares quanto à ativação de células T. Vimos que os 

antígenos E e NS3, principalmente NS3, induzem ativação de células T mais 

acentuada do que o antígeno NS1, segundo a expressão reduzida de CD45RB na 

superfície destas células. Experimentos de transferência de células T utilizando CFSE 

como sonda mostraram que após o desafio com DENV, animais protegidos pela 

vacinação com pcTPANS1 apresentaram ativação marcante de células T com 

proliferação e migração destas células para diversos locais no hospedeiro, incluindo 

tecido hepático e cerebral. Durante a resposta imune adaptativa ao antígeno NS1, 

foram encontrados alguns possíveis correlatos de proteção, como por exemplo, os 

fenótipos TCD4+CD44hi e TCD8+CD44hiCD69- presentes no baço. Além disso, uma 

população celular de alta granulosidade B220hiCD19+CD11clow presente no sangue de 

camundongos BALB/c após o desafio com DENV parece estar relacionada a uma 

melhor condição clínica destes animais. Em conclusão, este estudo contribuiu para a 

compreensão da dinâmica da resposta imune em animais infectados pela via i.c. Além 

disso, o estudo forneceu novos insights na compreenção dos mecanismos envolvidos 

na proteção induzida por vacinas de DNA anti-dengue. 
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ABSTRACT 

Dengue is considered a major threat worldwide that results in approximately 20000 

deaths every year. Animal models for dengue disease represent an important tool not 

only to delelop anti-dengue strategies, such as vaccines and antivirals, but also to 

investigate the immune response incuced during the infection. A commonly used 

appoach to evaluate vaccine candidates is the BALB/c mouse model infected with a 

neuroadapted DENV by the intracerebral (i.c.) route. Since the animals succumb to the 

infection in this model, many groups consider only the survival as the endpoint in the 

evaluation of anti-dengue vaccine efficacy. Therefore, little is known about the primary 

immune response dynamics of these animals infected by the i.c. route, as well as the 

mechanisms through which the vaccine may protect the host under such conditions. In 

this context, the present study aimed to analyse the primary immune response against 

DENV in the BALB/c mouse model, investigating the role of cellular subpopulations in 

the primary immunity and also during the adaptative immunity induced by DNA 

vaccines. Concerning the primary immune response, eventhough the inoculation route 

applied was not natural, peripheral effects caused by DENV infection, like T cell 

activation and migration to target organs, as well as the production of antibodies and 

cytokines were observed. With respect to the adaptive immune response to DENV 

antigens, DNA vaccines that encode the NS1, NS3 or E DENV proteins produced 

peculiar effects once considering the activation of T cells. We found that E and NS3 

antigens, mainly NS3, induced more pronounced T cell activation in comparison to NS1 

protein, as measured by the surface membrane expression of CD45RB. Transference 

experiments of T cells obtained from vaccinated animals and traced by CFSE showed 

evident T lymphocytes activation, proliferation and migration to different sites in the 

host, including hepatic and brain tissue, after DENV challenge. During the adaptive 

immune response to NS1 antigen we found possible cell-fenotypes related to protection, 

such as TCD4+CD44hi and TCD8+CD44hiCD69- detected in the spleen. Besides, a cell 

population B220hiCD19+CD11clow, showing high granulosity, detected in blood samples 

after DENV challenge seemed also to be related with a better clinical condition of these 

animals. In conclusion, this study contributed for the elucidation of the immune 

response dynamics in animals infected with DENV by the i.c. route. Moreover, this work 

provided new insights in the comprehension of the mechanisms involved in the 

protection induced by anti-dengue DNA vaccines.  
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1. Introdução 

 

O vírus da dengue (DENV) é o agente etiológico causador da arbovirose mais 

impactante na saúde pública geral. O patógeno é constituído de quatro sorotipos 

distintos (DENV1-4), que são genética e antigenicamente relacionados (Guzmán e 

Kouri, 2002). Notícias recentes relataram a suspeita da existência de um quinto 

sorotipo viral (Normile, 2013), entretanto, registros científicos ainda não estão 

disponibilizados a respeito deste novo achado. Todos os quatro sorotipos causam 

manifestações clínicas equivalentes e exibem padrões similares de disseminação 

sistêmica, com tropismo principalmente pelos monócitos, macrófagos e pelas células 

dendríticas (Jessie et al., 2004; Durbin et al., 2008).  

A dengue é uma doença cosmopolita que atinge principalmente os países 

contidos na zona tropical e sub-tropical do planeta. Devido ao número alarmante de 

casos, óbitos e ao difícil controle de alastramento da doença, ela é vista com muita 

preocupação pela Organização Mundial de Saúde (WHO, 2013). Infelizmente, ainda 

não existe uma terapia antiviral específica e eficaz contra a dengue, ou uma vacina 

anti-dengue disponível no mercado. Atualmente, a tentativa do controle da doença é 

exercida por meio de programas educacionais, controle do vetor e através do 

tratamento dos sintomas. Novas abordagens de desenvolvimento vacinal estão sendo 

consideradas, uma vez que o protótipo tetravalente vacinal mais adiantado nos ensaios 

clínicos mostrou ser pouco eficaz (Halstead, 2012; Sabchareon et al., 2012). 

 

1.1. Epidemiologia da dengue 

 

A distribuição dos mosquitos Aedes spp. explica a alta taxa de transmissão 

desta doença que ocorre principalmente nas regiões de clima tropical e subtropical do 

planeta, onde se alberga mais da metade da população humana residente em mais de 

100 países (Figura 1.1) (WHO, 2013). Um fator epidemiológico agravante na ocorrência 

das infecções é o fato do clima tropical ser um grande atrativo de turistas oriundos de 

países desenvolvidos de clima temperado, o que gera um constante risco de 
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Figura 1.1. Consenso de evidência da dengue no mundo. Representação mundial 

apresentando os países afetados pela dengue. Os níveis presenciais da doença foram 

colocados em uma escala cromática do verde ao vermelho, variando de 0 a 100 %.  Modificado 

de Bhatt et al, 2013.  

 

A dengue foi praticamente erradicada no ambiente urbano até a década de 1950, 

entretanto, passou a ser reintroduzida nas cidades em virtude do deslocamento de 

tropas durante a Segunda Guerra Mundial, que acarretou no seu espalhamento na Ásia 

(Gubler, 2006). Nas Américas, o vetor Aedis aegypti foi erradicado no período de 1950 

a 1960 em virtude de um programa da Organização Panamericana de Saúde para 

controlar o vírus da febre amarela, que também é transmitido pelos mesmos vetores da 

dengue. Este programa deixou de existir na década de 70, o que levou a reinfestação 

do vetor e reintrodução do DENV nos anos subsequentes (Halstead, 2006). 

Hoje, a dengue representa a principal virose reemergente apresentando 

incidência progressiva nos últimos 50 anos, com aumento significativo no número de 

casos graves (WHO, 2013). Estima-se que 390 milhões de pessoas sejam infectadas 

anualmente, das quais 96 milhões manifestam a doença clinicamente. As formas 
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graves da doença são responsáveis por aproximadamente 20 mil mortes ao ano em 

escala mundial (Reiter, 2010; Bhatt et al, 2013). Economicamente, cada caso de 

dengue nas Américas movimenta gastos que variam entre US$ 362 a US$ 752, 

incluindo os custos diretos e indiretos (Stahl et al., 2013). 

No território brasileiro durante o período de 2000 a 2010, a incidência da dengue 

variou substancialmente atingindo pico em 2010, com mais de um milhão de casos, 

principalmente na região centro-oeste. No ano de 2004 ocorreu a menor incidência, 

com aproximadamente 72 mil casos (Figura 1.2). O acréscimo do número de casos 

reportados da doença ao longo da última década foi significativo e remete a progressão 

do problema de saúde na escala temporal, mesmo que sabidamente subnotificada 

(Teixeira et al., 2013). A circulação dos quatro sorotipos ao longo dos anos contribuiu 

para uma mudança do panorama atual da dengue. Crianças e adolescentes com faixa 

etária de até 15 anos passaram a ser mais gravemente acometidos por dengue a partir 

de 2007, ao invés da doença se estabelecer principalmente nos adultos entre 20 e 40 

anos como ocorria nos anos anteriores. Isto se deve ao fato dos indivíduos mais velhos 

acumularem imunidade contra os sorotipos circulantes, e consequentemente a infecção 

afeta principalmente os mais jovens que ainda não entraram em contato com os vírus 

(Rodriguez-Barraquer et.al., 2011). 
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Figura 1.2. Incidência e número de casos no Brasil durante o período de 2000 a 2010. 

Número de casos e incidência a cada 100 mil habitantes reportados no território nacional 

(acima) e incidência em cada região (abaixo).  Modificado de Teixeira et al., 2013.  
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1.2. Implicações clínicas na dengue 

 

O vírus DENV é transmitido aos humanos através da picada de mosquitos 

infectados do gênero Aedes, principalmente Aedes aegypti e Aedes albopictus. A 

maioria das infecções por DENV são assintomáticas ou oligossintomáticas. A 

manifestação clínica clássica da infecção, a febre do dengue (FD), é uma doença 

aguda que dura aproximadamente de quatro a sete dias. Sintomas como febre, 

calafrios e mal estar são comuns, entretanto, dores retro-orbitais com cefaléias e 

mialgias são sintomas mais característicos da doença. Outras manifestações 

corriqueiras incluem leucopenia, trombocitopenia e aumento das transaminases 

hepáticas (Guzmán e Kouri, 2002). Os sinais e sintomas da infecção são autolimitantes 

na maioria dos casos, entretanto, em cerca de 5 % dos casos a doença pode progredir 

para um quadro com manifestações hemorrágicas e extravasamento de plasma que 

surgem geralmente no período de defervecência (Reiter, 2010). Neste quadro é 

caracterizado acúmulo importante de líquido na cavidade torácica e peritoneal devido 

ao aumento de permeabilidade vascular e extravasamento de plasma. O aumento da 

permeabilidade vascular resulta em redução de volemia, hemoconcentração, redução 

de suprimento sanguíneo aos órgãos vitais, efusão pleural, que conjunturalmente 

podem culminar em choque, levando o indivíduo ao óbito (Rothman, 2011).  

A febre hemorrágica (FHD) e a síndrome do choque (SSD) do dengue 

constituem as principais formas de dengue grave e estão intimamente relacionadas.  

Em uma abordagem classificatória, a FHD é enquadrada em quatro níveis com 

manifestações que variam desde o teste positivo do torniquete até a pressão 

sanguínea indetectável. Nesta abordagem, os níveis três e quatro de FHD são relativos 

à SSD e resultam em mortalidade de 9 a 47 % destes pacientes (WHO, 2009; Ross, 

2010). Como na prática clínica existe muita dificuldade na aplicação de critérios 

diferenciadores de FD, FHD e SSD, os quais visam identificar aquelas pessoas que 

necessitam de amparo médico urgente, propôs-se uma nova classificação. Nesta 

classificação a febre do dengue foi subdividida primordialmente em dois grupos: 

dengue com ou sem sinais de alerta. Os sinais de alerta servem para nortear cuidados 
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médicos para um indivíduo que apresenta maior chance de progredir para uma forma 

grave da doença e incluem manifestações como: dor abdominal, sangramento de 

mucosa, hepatomegalia e aumento de hematócrito (Tabela 1.1) (WHO, 2009). 

 

 

Tabela 1.1. Classificação revisada da gravidade da dengue segundo a OMS.  

Dengue sem sinais de alerta: febre com dois dos sintomas abaixo 

- náusea, vômito 

- rash 

- dores 

- teste do torniquete positivo 

 
Dengue com sinais de alerta: a definição acima com um dos sintomas abaixo 

- dor abdominal persistente 
- sinais neurológicos como: letargia, inquietação, dores de cabeça. 

- vômito persistente 

- acúmulo de líquidos 

- sangramento de mucosas 

- letargia, prostração 

- hepatomegalia 

- aumento de hematócrito com uma queda rápida de contagem de plaquetas 

 
Dengue Grave: pelo menos um dos parâmetros abaixo 

- extravazamento de plasma levando a: SSD, acúmulo de fluídos associados à dificuldade 
respiratória 

- comprometimento grave de órgãos: grande aumento dos níveis das enzimas hepáticas: 
AST ou ALT > 1000 U/ml ou alterações de consciência, falha cardíaca e de outros órgãos 

 

OMS – Organização Mundial de Saúde; DSS – síndrome do choque da dengue; AST – 

aspartato aminotransferase; ALT – alanina aminotransferase (Adaptado de Narvaes et al., 

2011). 
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1.3. Agente etiológico e ciclo replicativo 

 

O vírus DENV, juntamente com outros arbovírus como o vírus Oeste do Nilo, o 

vírus da febre amarela e o vírus da encefalite japonesa, é um vírus de RNA pertencente 

ao gênero flavivirus da família Flaviviridae e guarda aproximadamente 65% de 

homologia entre os quatros sorotipos descritos (Burke e Monath, 2001; Lindenbach e 

Rice, 2001).  O DENV é um vírus relativamente pequeno com diâmetro que varia de 

500 a 550 Å, dependendo da temperatura e pH do meio o qual se encontra (Zhang et 

al., 2013). Ele é composto por um envelope de bicamada lipídica que contém em sua 

superfície as glicoproteínas E (envelope) e M (membrana), envolvendo um 

nucleocapsídeo icosaédrico composto pelo genoma em conjunto com múltiplas cópias 

da proteína C (capsídeo). O vírus imaturo surge antes da etapa de processamento de 

clivagem proteolítica da proteína M e apresenta superfície estruturalmente diferenciada 

das partículas maduras (Figura 1.3 A, B e C). O genoma viral possui tamanho de 10,7 

kb e constitui um RNA de fita simples com polaridade positiva, apresentando uma única 

fase aberta de leitura (ORF, do inglês: open reading frame). O RNA viral apresenta-se 

modificado em sua extremidade 5’ UTR (do inglês: untranslated regions), através da 

adição de uma estrutura cap (m7G5’ppp5’A). Entretanto, este RNA não contém uma 

cauda poliadenilada na extremidade 3’ UTR. Ambas as regiões 5’ e 3’ UTRs do 

genoma exercem funções importantes na regulação da síntese e tradução do RNA viral 

(Whitehead et al., 2007). A tradução do genoma origina uma poliproteína, sendo esta 

posteriormente clivada, por uma combinação de proteases viral e do hospedeiro, em 10 

proteínas virais: três proteínas estruturais (E, prM e C) e sete não estruturais (NS1, 

NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Lindenbach e Rice, 2001) (Figura 3D).  
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Figura 1.3. Estrutura e genoma do DENV. (A) Imagem de microscopia crioeletrônica 

evidenciando a estrutura do DENV imaturo composta por um nucleocapsídeo icosaédrico 

envolto por um envelope de bicamada lipídica onde são inseridas as proteínas E e prM. 

Microscopia crioeletrônica (esquerda) e reconstrução computacional (direita) do (B) vírus 

maduro e do (C) vírus imaturo exibindo sua estrutura diferenciada. Triângulos representam a 

unidade icosaédrica. (D) Representação do genoma viral exibindo as proteínas virais 

estruturais (em fundo cinza) e não estruturais (em fundo branco). Modificado de Yu et al., 2008; 

Iglesias e Garmanik, 2011; Zhang et al., 2013.   

 

Em humanos, o DENV infecta inicialmente células de linhagem mielóide, 

incluindo monócitos, macrófagos e células dendríticas, e posteriormente diversas 

outras células como endoteliais e hepatócitos (Jessie et al., 2004; Balsitis et al., 2009). 

Mais recentemente, foi observado em estudos com casos fatais humanos que o vírus 

também infecta outras células como pneumócitos e fibras musculares cardíacas (Póvoa 

et al., 2014). Vários receptores foram propostos em diferentes células de mamíferos, 

incluindo o heparan sulfato, proteínas do choque térmico (Hsp70 e Hsp90), GRP78/Bip, 
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CD14, receptor de laminina, CLEC5A (do inglês: C-type lectin domain family 5A), DC-

SIGN (do inglês: DC (dendritic cell)-specific intercellular adhesion molecule 3 (ICAM-3)-

grabbing nonintegrin), entre outros (Clyde et al., 2006; Rodenhuis-Zybert et al., 2010; 

Murrell et al., 2011). Em uma infecção primária, o vírus penetra na célula alvo através 

de um mecanismo de endocitose mediado por clatrina (Acosta et al., 2008; van der 

Schaar et al., 2008), e durante uma infecção secundária, além deste mecanismo, os 

vírus complexados com anticorpos pré-formados também podem ser internalizados via 

receptores Fcγ (Littaua et al., 1990). Uma vez interiorizado em vesículas na célula, 

ocorre uma mudança do pH intravesicular que acarreta na alteração conformacional da 

proteína E, passando da forma de dímero para trímero e expondo o peptídeo de fusão, 

que viabiliza a fusão entre as membranas celular e viral, e acarreta na liberação do 

RNA viral para o citoplasma (Modis et al., 2004; Zaitseva et al., 2010). No citoplasma, o 

genoma viral desnudo, livre do capsídeo, estabelece um processo infeccioso. Tal 

genoma, que compreende um RNA de fita simples com polaridade positiva, se 

comporta como um RNA mensageiro (RNAm). Inicialmente, ocorrem às primeiras 

traduções do RNA viral e processamento da poliproteína nas membranas do RE, com 

produção das proteínas flavivirais. Em especial, a NS5 produz cópias de RNA de 

polaridade negativa, a partir do RNA viral, as quais servem de molde para a síntese de 

novas fitas positivas, que serão incorporadas às novas partículas virais (Clyde et al., 

2006; Fernandez-Garcia et al., 2009). Os genomas recém-formados são então 

empacotados com a proteína C e posteriormente envoltos por proteínas E em um 

mosaico dimérico antiparalelo e prM. Estes novos vírions entram na rede trans-Golgi, 

onde sofrem ação da furina (protease do hospedeiro), que cliva a proteína prM gerando 

partículas virais maduras ou parcialmente maduras, as quais por fim são secretadas 

para o meio extracelular podendo infectar outras células (Yu et al., 2008) (Figura 1.4). 
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Figura 1.4. Ciclo de replicação do DENV. Esquema representativo do ciclo de replicação do 

DENV em uma célula susceptível. (1) O vírus DENV interage diretamente com receptores 

presentes na superfície da célula alvo ou indiretamente com os receptores Fcγ quando 

complexado com anticorpos em concentrações sub- ou não-neutralizantes oriundos de 

infecções anteriores. (2) A partícula é internalizada em uma vesícula mediante um mecanismo 

envolvendo clatrinas, (3) dentro da qual ocorre alteração de pH levando a fusão das 

membranas viral e celular e a (4) consequente liberação do genoma viral para o citosol. (5) O 

processo de replicação do genoma viral e a montagem de novas partículas ocorrem no retículo 

endoplasmático e (6) posteriormente os vírions formados são direcionados para a rede trans-

Golgi. (7) No complexo de Golgi a furina, uma protease celular, cliva a prM em M originando 

partículas maduras ou parcialmente maduras (8) as quais são exocitadas podendo infectar 

outras células.  Modificado de Green et al., 2014.   
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1.4. Proteínas virais 

 

A proteína do capsídeo (C) é extremamente básica e se complexa com o RNA 

viral para formar o nucleocapsídeo. Além de ser um componente estrutural, a proteína 

C participa da montagem da partícula viral (Chambers et al., 1990; Rodenhuis-Zybert et 

al., 2010). Também foi observado que células infectadas com DENV apresentam 

proteínas C localizadas ao redor de gotículas lipídicas derivadas do RE, e foi 

demonstrado que tal localização é crucial para a formação de partículas virais (Samsa 

et al., 2009). 

A proteína M é pequena (7-9 KDa) e está presente no envelope lipídico do 

DENV maduro. Primariamente, ela é sintetizada na forma de sua precursora, uma 

proteína glicosilada denominada prM (pré-membrana). Aparentemente, a prM participa 

do processo de maturação e biosíntese da proteína E. Estudos sugerem que a prM 

atua como uma chaperonina, cuja função é evitar erros de dobramentos na proteína E, 

durante o processo de maturação viral (Chang, 1997; Stiasny & Heinz, 2006; 

Rodenhuis-Zybert et al., 2010). 

A proteína E destaca-se por ser o maior componente glicoprotéico presente na 

superfície do DENV, associada a numerosas atividades biológicas importantes. Ela 

atua como proteína ligante, interagindo com receptores presentes na superfície de 

células alvo e mediando a endocitose da partícula viral. Tal proteína é responsável pela 

fusão da bicamada lipídica do vírus à membrana citoplasmática da vesícula 

endossômica e participa da dissociação do nucleocapsídeo no citoplasma (Chang, 

1997; Lindenbach & Rice, 2001). 

A NS1 é uma glicoproteína que possui peso molecular de aproximadamente 45-

48 KDa. Essa proteína não estrutural é secretada e detectada em grandes quantidades 

no soro de indivíduos infectados com DENV. Tal característica peculiar fez da NS1 um 

dos principais marcadores utilizados no diagnóstico precoce da dengue (Young et al, 

2000, Hu et al., 2011). Além disso, a proteína NS1 também pode ser encontrada no 

interior de células infectadas ou ancorada a sua superfície, através de uma sequência 

hidrofóbica que corresponde à região N-terminal da proteína NS2A, e que funciona 
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como uma sequência sinal capaz de interagir com uma cauda GPI (Glicosil-Fosfatidil-

Inositol), formando assim uma âncora GPI-NS1 (Jacobs et al., 2000). Também foi 

demonstrado que células transfectadas com a vacina de DNA pcTPANS1ANC, que 

possui o gene da NS1 e a sequência que corresponde à região N-terminal da proteína 

NS2A, apresenta a proteína NS1 associada em sua superfície celular, observado por 

microscopia eletrônica de transmissão (Costa et al., 2007). Pouco se sabe sobre o 

papel biológico da NS1, embora ela seja essencial para a viabilidade do DENV. Alguns 

estudos sugerem que a NS1 está envolvida nos processos de replicação, 

provavelmente interagindo com outras proteínas e formando um complexo replicativo 

(Lindenbach & Rice, 2001; Assenberg et al., 2009). Outros autores, com base em 

outros flavivírus, sugerem o envolvimento da proteína NS1 de DENV na 

ativação/regulação de proteínas do sistema complemento. A NS1 poderia interagir com 

o fator H do sistema complemento impedindo assim sua ação no início da infecção, o 

que favoreceria a produção de mais partículas virais (Chung et al., 2006). Por outro 

lado, em um segundo momento, esta proteína parece atuar como fixador do sistema 

complemento, podendo, e a partir daí, potencializar seu efeito (Shresta, 2012). 

A NS2A, a NS2B, a NS4A e a NS4B são pequenas proteínas hidrofóbicas 

associadas à membrana e/ou a outras proteínas para exercerem seus papeis 

biológicos, envolvidos no ciclo replicativo do DENV. A NS4B aparentemente modula a 

replicação viral através da interação com outra proteína não estrutural, a NS3. Além 

disso, a NS4B pode estar associada à inibição da resposta de interferons (IFN do tipo 

1) em indivíduos infectados (Lindenbach & Rice, 2001; Umareddy et al., 2006). Em 

particular, a NS2B atua como cofator da NS3 para formar uma serino-protease ativa 

(NS2B-NS3), que cliva junções protéicas na poliproteína viral (Melino & Paci, 2007). 

A NS3 (69-70 KDa) possui aproximadamente 618 aminoácidos e é caracterizada 

como uma proteína multifuncional com atividades de serino-protease (NS2B-NS3), na 

sua porção N-terminal; de helicase (atua na dissociação da dupla fita de RNA sendo 

potencializada quando a NS3 está associada a NS4B durante a replicação do RNA 

viral); de NTPase (hidrolisa ATP para fornecer energia durante os processos de 

replicação); e de RTPase (atua provavelmente removendo o grupo fosfato da região 5’ 
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N-terminal que parece estar envolvido no processo de adição da estrutura cap na 

extremidade 5’ UTR do genoma viral), estando estas últimas atividades presentes na 

sua porção C-terminal. Além disso, a interação NS3/NS5 pode estimular as atividades 

enzimáticas da proteína NS3 (nas porções helicase e NTPase). Em resumo, a NS3 

exerce um papel fundamental no ciclo de vida dos flavivirus, participando ativamente do 

processamento da poliproteína e nos processos de replicação do RNA viral 

(Lindenbach & Rice, 2001; Umareddy et al., 2006; Melino & Paci, 2007; Assenberg et 

al., 2009).  

A proteína mais conservada dentro dos Flavivírus é a NS5 (103 KDa) 

(Lindenbach & Rice, 2001). Ela possui um motivo metiltransferase localizado na sua 

porção N-terminal. Tal motivo é responsável pela adição do cap e pela metilação da 

extremidade 5’ UTR e, como citado acima, a NS3 parece cooperar com a NS5 nesse 

processamento (Assenberg et al., 2009). Já na porção C-terminal da NS5 localiza-se 

uma sequência com atividade de RNA polimerase dependente de RNA (RdRp, do 

inglês: RNA-dependent RNA polymerase) responsável pela replicação, sintetizando 

cópias negativas e positivas do RNA viral. As fitas negativas servem de molde para a 

transcrição das fitas positivas de RNA que serão utilizadas para a tradução de novas 

poliproteínas e/ou seguirão para a montagem do nucleocapsídeo das partículas virais 

(Lindenbach & Rice, 2001; Qi et al., 2008; Melino & Paci, 2007). 

 

1.5. Resposta imune 

 

Interferons do tipo I, IFNs-α/β, constituem reguladores importantes da 

imunidade inata durante as infecções virais. São secretados por muitos tipos celulares 

após uma infecção viral e estimulam a expressão de genes em células adjacentes com 

efeitos antivirais importantes, conhecidos como genes estimulados por interferons 

(ISGs do inglês: interferon stimulated genes) (Randall & Goodbourn, 2008). Avanços 

consideráveis foram alcançados nos últimos anos com relação à compreenção dos 

mecanismos antagônicos desenvolvidos pelos flavivirus contra a atividade do IFN. Foi 

visto que um pré-tratamento de células com IFNs α/β inibe a replicação dos flavivirus in 
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vitro, enquanto que o mesmo tratamento após a infecção é muito menos eficaz para 

conter a replicação viral (Diamond et al., 2000; Anderson et al., 2002; Best et al., 2005). 

Além disso, em modelos animais ou em humanos infectados com JEV ou WNV, 

observa-se uma pequena janela terapêutica no tratamento com IFN-α (Chan-Tack  et 

al., 2005; Kalil et AL., 2005). Estas observações podem ser explicadas pela existência 

de estratégias eficazes, empregadas pelos flavivirus, para escapar ou atenuar os 

mecanismos efetores induzidos pelos IFNs-α/β. Camundongos geneticamente 

deficientes de receptores para IFNs tipo I e II são altamente suscetíveis à infecção 

primária por DENV (Shresta et al., 2004; Ho et al., 2005). Alguns trabalhos sugerem 

que as proteínas não estruturais do DENV, a NS2A, NS4A, NS4B e NS5 estão 

envolvidas na inibição da resposta inata antiviral impedindo a produção de IFN-α 

(Rodenhuis-Zybert et al., 2010; Julander et al., 2011). Mais recentemente, foi 

observado que durante a infecção em células dendríticas, o vírus pode levar ao 

impedimento da ativação de NF-ĸB e da produção de alguams citocinas (Chang et al., 

2013). Além disso, foi visto também que a proteína NS2b tem ação proteolítica sobre a 

proteína adaptadora STING (do inglês: stimulator of the interferon gene), a qual 

participa do processo de de ativação da via dos IFNs α/β (Aguirre et al., 2012). Em 

relação ao IFN-γ, não há um consenso quanto a sua participação no agravamento da 

doença. Há trabalhos que o associam à gravidade da doença, sendo encontrado em 

níveis mais elevados em pacientes com dengue grave (Kurane et al., 1994; Bozza et 

al., 2008; Priyadarshini et al., 2010). Já outros estudos apontam um efeito protetor 

desta citocina, sendo encontrado em níveis aumentados em pacientes com DF quando 

comparados aos com FHD (Chaturvedi et al., 2000; Braga et al., 2001;  Chakravati & 

Kumaria, 2006). 

A resposta imune humoral se desenvolve aproximadamente seis dias após a 

picada do mosquito infectado com DENV (Rodenhuis-Zybert et al., 2010). Atualmente, 

os anticorpos são reconhecidos como elementos importantes na proteção contra a 

infecção, uma vez que estes podem bloquear a entrada do vírus nas células alvo ou 

interferir no mecanismo de fusão. Além da neutralização, os anticorpos podem recrutar 

a ação de células efetoras ou do complemento, ocasionando a lise das células 
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infectadas (Cedillo-Barrón et al., 2014). Na infecção primária, inicialmente ocorre um 

aumento dos níveis de imunoglobulinas M (IgM) específicas para antígenos de DENV, 

as quais geralmente persistem no soro dos indivíduos por 30-90 dias. A partir do 

décimo dia de infecção há um aumento dos níveis IgG específicas, principalmente IgG1 

e IgG3,  que podem ser detectadas por muitos anos em indivíduos com histórico de 

dengue (Guzmán & Vazquez., 2010; Nagesh et al., 2011; Cedillo-Barrón et al., 2014). A 

maioria dos anticorpos são direcionados contra as proteínas estruturais E e prM/M e 

contra a NS1 (Kinney & Huang, 2001). A proteína E apresenta-se como um forte 

imunógeno, capaz de induzir anticorpos com grande capacidade neutralizante, 

bloqueando a ligação da partícula viral às células alvo e a fusão das membranas, viral 

e endossômica, abortando assim o estabelecimento da infecção (Whitehead et al., 

2007; Murphy & Whitehead, 2011; Julander et al., 2011). 

A infecção com um dos quatro sorotipos do DENV induz imunidade duradoura 

contra o sorotipo infectante. Apesar de ser gerada uma resposta imune cruzada entre 

os sorotipos heterólogos que pode ser protetora, esta proteção é de curta duração 

(alguns meses) contra os sorotipos heterólogos (Murphy & Whitehead, 2011). Sendo 

assim, naturalmente ocorrem infecções sequenciais com os diferentes sorotipos virais, 

principalmente nas regiões onde há co-circulação de vários DENV (Laoprasopwattana 

et al., 2007; Yauch et al., 2009; Murphy & Whitehead, 2011). Diversos estudos 

evidenciaram que estas infecções sequenciais ao invés de conferir proteção aos 

indivíduos levam a uma maior incidência dos casos mais graves de dengue (Rothman 

& Ennis, 1999; Vaughn et al., 2000; Hastead, 2007; Duangchinda et al., 2010), 

entretanto a patogênese da dengue hemorrágica é complexa e ainda não está bem 

definida. Alguns autores apontam a importância de fatores de risco para a ocorrência 

dos casos graves, que incluem a variação genética de cepas virais infectantes, idade, 

etnia, condições imunológicas e a predisposição genética do paciente (Guzmán & 

Kouri, 2002; Rothman, 2004; Chaturvedi et al., 2006). 

Entretanto, dados epidemiológicos sugerem que os casos graves são 

geralmente mediados pela resposta imune do hospedeiro. Estudos feitos na Tailândia 

demonstraram que mais de 99% dos casos de FHD apresentam anticorpos 
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heterotípicos ao sorotipo do vírus que provocou a doença (Halstead et al., 1988). Após 

a primeira infecção, formam-se os anticorpos homotípicos para aquele sorotipo. Na 

infecção subsequente com um sorotipo diferente, estes anticorpos poderiam se ligar ao 

vírus formando um complexo vírus anticorpo que, além de não neutralizar a partícula, 

ainda facilitaria a infecção de monócitos, macrófagos e células dendríticas. Neste 

processo, a porção Fc da molécula de imunoglobulina ligada ao vírus reconheceria 

receptores Fcγ presentes na superfície de tais células, promovendo a fagocitose dos 

mesmos e aumentando a eficiência da infecção. Este fenômeno é conhecido como 

aumento da replicação viral dependente de anticorpos (ADE: do ingês, antibdy 

dependent enhancement) (Figura 1.5) (Halstead et al., 1988, 2007; Mathew & 

Rothman, 2008). Alguns autores sugerem que o ADE também envolve mecanismos 

intracelulares para a evasão viral contra a imunidade inata, possivelmente interferindo 

na silanização de proteínas de reconhecimento padrão (Modhiran et al., 2010; ), e 

também atenuando a produção de mediadores pró-inflamatórios como IL-12 e IFN-γ 

(Chareonsirisuthigul et al., 2007). 
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Figura 1.5. Representação esquemática do mecanismo de ADE. Modificado de Murphy & 

Whitehead, 2011. 

 

Anticorpos contra as proteínas não estruturais não neutralizam a infectividade 

viral diretamente, porém podem proteger através de outros mecanismos efetores 

(Kurane et al., 1984; Pierson & Diamond, 2008). Anticorpos anti-NS1 são capazes de 

mediar à lise de células infectadas através da ativação de proteínas do complemento, 

uma vez que a proteína NS1 pode se apresentar associada à superfície de células 

infectadas com DENV (Miller, 2010). Durante o período febril, geralmente são 

detectados altos níveis de NS1 no soro dos pacientes com dengue e a proteína NS1 

solúvel também mostrou habilidade de ativar diretamente o sistema complemento 

(Avirutnan et al., 2006). Tal ativação leva a produção do complexo C5b-9 solúvel que 

pode estar associado aos casos graves de dengue, promovendo o aumento da 

permeabilidade de células endoteliais (Avirutnan et al., 2006). Além disso, foi 

demonstrado que anticorpos anti-NS1, gerados contra a proteína recombinante 

expressa em Escherichia coli, podem apresentar reação cruzada com plaquetas ou 

causar apoptose em células endoteliais (Lin et al., 2002). Por outro lado, a proteína 

NS1 tem sido indicada como um antígeno promissor para o desenvolvimento de 
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vacinas contra a dengue, ativando resposta imune protetora em modelos experimentais 

(Schlesinger et al., 1987; Wu et al., 2003; Liu et al., 2006; Costa et al., 2006; Costa et 

al., 2007). Sendo assim, a participação da NS1 nesses mecanismos biológicos pode 

contribuir tanto para a imunopatogênese da doença bem como para a ativação de uma 

resposta imune protetora. 

Outra explicação para o agravamento da doença em casos de infecção 

secundária é a teoria do pecado antigênico original. Esta hipótese postula que durante 

uma reinfecção, uma expansão de células T de memória com características de baixa 

avidez e reatividade cruzada geradas na primeira infecção, dominaria a resposta sobre 

as células T naïve de alta avidez pra o sorotipo da infecção atual. Estes clones 

heterólogos ativados levariam a uma resposta imune ineficiente caracterizada por uma 

redução na atividade citotóxica e aumento nos níveis de citocinas inflamatórias 

(Mongkolsapaya et al., 2003; Mathew & Rothman, 2008; Weiskopf & Sette, 2014). 

Entretanto, esta hipótese é conflitante com a observação de que nem sempre uma 

resposta heteróloga de células T é necessária para que seja observado o 

desenvolvimento das formas graves da doença. A FHD e a SSD, em crianças 

residentes de áreas endêmicas, é observada entre os 6 e 12 meses de idade.  Nestes 

casos estes indivíduos possuem um risco maior de desenvolver as formas graves da 

dengue em virtude da queda dos títulos dos anticorpos maternos contra o DENV, 

atingindo concentrações não protetoras (Weiskopf & Sette, 2014). 

Outro aspecto bastante estudado na patogênese da dengue é o papel das 

citocinas. Uma série de estudos tem sugerido que o extravazamento plasmático é 

causado pelo mau funcionamento das células do endotélio vascular, induzido por 

citocinas e não pela ação direta do vírus (Grenn & Rothman, 2006; Srikiatkhachorn et 

al., 2007). A natureza do extravazamento de plasma e sua associação com o período 

da defervecência, inicialmente sugeriram que fatores circulantes seriam responsáveis 

pelo fenômeno. Relatos científicos mostraram que níveis séricos de citocinas pró-

inflamatórias e vasoativas encontram-se elevadas em pacientes com FHD antes e 

depois do extravazamento de plasma, sendo o nível de elevação diretamente 

correlacionado com a gravidade da doença (Rothman, 2011). Como também 
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observado em casos de infecções por vírus influenza e hantavírus, o cenário proposto 

é que durante uma reação imunológica exacerbada seja gerada uma hiperprodução de 

citocinas (também atribuída como “tempestade de citocinas”) que resultaria no aumento 

de permeabilidade vascular (Rothman, 2011). 

Concentrações elevadas de diversas citocinas têm sido relacionadas a uma 

maior ou menor gravidade da doença em pacientes com dengue. O TNF-α, produzido 

principalmente por macrófagos, é amplamente associado às formas graves da doença, 

visto que níveis aumentados são encontrados em pacientes com FHD em relação aos 

com FD (Hober et al., 1993; Kubelka et al., 1995; Azeredo et al., 2001; Chakravati & 

Kumaria, 2006). Entretanto, outros grupos mostraram não haver uma correlação direta 

entre os níveis de TNF-α e DHF, e sim uma associação à trombocitopenia (Bethell et 

al., 1998; Bozza et al., 2008).  

A IL-10 é sintetizada mais tardiamente na infecção por DENV, podendo ser um 

eventual mecanismo de regulação natural contra o excesso de proteínas inflamatórias 

e atenuando o processo inflamatório, já que ela pode inibir a síntese de citocinas 

inflamatórias como o TNF-α e a IL-6 e diminuir a expressão de MHC de classe II e de 

moléculas co-estimulatórias (Chaturvedi et al., 2000). Por outro lado, altos níveis de IL-

10 estão correlacionados com baixos níveis de plaquetas, podendo então estar 

contribuindo com sangramentos observados nos casos graves de dengue (Azeredo et 

al., 2001). 

 

1.6. Vacinas contra a dengue 

 

Para que se garanta a eficácia e a segurança de uma vacina anti-dengue, 

acredita-se que esta deva ser capaz de induzir respostas imunes com níveis de 

proteção homogêneos e simultâneos contra os quatro sorotipos do DENV, uma vez que 

tais sorotipos, apesar de relacionados, apresentam antigenicidade diferente e 

evidências epidemiológicas e experimentais sugerem que os quadros mais graves da 

dengue estão relacionados à infecção secundária (Vaughn et al., 2000). Portanto, é 

desejável que uma vacina tetravalente contra a dengue promova proteção total, pois 
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uma proteção parcial e desbalanceada contra um dos sorotipos de DENV poderia 

tornar os indivíduos vacinados mais suscetíveis à dengue grave. Atualmente, não 

existe nenhuma vacina anti-dengue licenciada para uso em massa e vários protótipos 

vacinais estão sendo testados em ensaios clínicos (Thisyakorn U & Thisyakorn C, 

2014). 

A primeira vacina tetravalente anti-dengue avaliada em ensaios clínicos foi 

baseada na abordagem vacinal clássica de vírus atenuado. Este primeiro protótipo 

vacinal foi desenvolvido na Tailândia, na Universidade de Mahidol, licenciada à Aventis 

Pasteur, atual Sanofi Pasteur. O protótipo era composto de cepas virais atenuadas por 

passagens sequenciais em células renais de cães (PDK, do ingês: primary dog kidney 

cells) ou em células renais de macacos (Vero) (Sabchareon et al., 2002). Outro 

protótipo vacinal produzido nesta mesma abordagem clássica foi desenvolvido nos 

EUA e licenciado à GlaxoSmithKline (GSK) na Inglaterra. Este protótipo vacinal da GSK 

é composto de cepas virais obtidas por atenuação em passagens sequenciais em 

células PDK e células de pulmão de feto de macacos rhesus (células FRhL, do inglês: 

fetal rhesus lung cells) (Sun et al., 2003). Quando estas preparações foram testadas 

como vacinas monovalentes, elas foram capazes de induzir altas taxas de 

soroconversão. Entretanto, em uma formulação tetravalente, uma interferência entre os 

quatro sorotipos virais atenuados constituiu um grande obstáculo para o 

desenvolvimento de uma vacina. Com a inoculação de uma dose, a soroconversão 

contra os quatro sorotipos do DENV foi de apenas 30% (Sabchareon et al., 2002; Sun 

et al., 2003), entretanto esta taxa aumentou para 60-70% com a utilização de doses 

adicionais (Sabchareon et al., 2002; Sun et al., 2009). Além desta interferência viral, foi 

observado também que um grande número de participantes do ensaio desenvolveu 

sintomas semelhantes aos da dengue, o que acarretou na interrupção dos testes com 

este protótipo vacinal (Sabchareon et al., 2002; Kitchener et al., 2006). 

Com o uso da tecnologia de engenharia genética foi possível desenvolver 

novas vacinas quiméricas, e foi com esta abordagem vacinal que foi produzida a vacina 

contra a dengue que mais avançou nos ensaios clínicos. Produzida pela Sanofi 

Pasteur, a vacina tetravalente, CYD-TDV, batizada como ChimeriVAXTM, é composta 
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por vírus quiméricos que contém os genes prM/E derivados de cada sorotipo do DENV 

carreados em um “esqueleto” representado pelo vírus vacinal contra a febre amarela 

(YFV-17D) (Tabela 1.2) (Guy et al., 2010). Ensaios pré-clínicos de fase I e fase II 

demonstraram que o ChimeriVAXTM foi capaz de induzir altos níveis de soroconversão 

(77-100%), com produção robusta de anticorpos neutralizantes contra os quatro 

sorotipos virais com o uso de três doses vacinais em voluntários sadios (Guy et al., 

2011; Morrison et al., 2010). Embora promissor, estudo executado na Tailândia para 

avaliar a eficácia da vacina (ensaio clínico de fase IIb) demonstrou a inesperada baixa 

eficácia desta preparação contra a infecção por DENV2 (Sabchareon et al., 2012). 

Neste estudo, os autores observaram que apesar das crianças apresentarem níveis 

elevados de anticorpos neutralizantes contra DENV2, elas não se tornaram protegidas. 

Mais recentemente, foi relatado o estudo de fase III na Ásia, com mais de 10.000 

crianças da Indonésia, Malasia, Filipinas, Tailândia e Vietinam, que demonstrou uma 

eficácia de aproximadamente 57 % desta vacina tetravalente quando analisada de um 

modo geral (Capeding et al., 2014). Entretanto, quando foram analisados os episódios 

de dengue relativos a cada sorotipo, verificou-se proteção acima de 75% para os 

sorotipos 3 e 4, enquanto que para os sorotipos 1 e 2 a eficácia da vacina foi de 50 % e 

35 %, respectivamente. Não obstante, a vacinação parece ter prevenido o 

aparecimento das formas mais graves da doença, com uma eficácia de 88 % contra 

FHD. Tais estudos foram realizados até um mês após a última dose da vacina (total de 

2 anos). Os autores apontam que novos estudos serão necessários, com um 

acompanhamento em longo prazo (por mais quatro anos), para a verificação da 

longevidade da proteção conferida pela vacina e/ou o aparecimento de formas graves 

da doença. 

Outra vacina quimérica tetravalente, a DENVax, foi inicialmente desenvolvida 

pelo CDC (Inviragen, USA e Takeda, Japão). Esta vacina foi construída utilizando o 

vírus DENV-2, atenuado por passagem em cultura de células (cepa 16681-PDK53), 

como o “esqueleto” carreador (Osorio, et al., 2011). Os genes prM/E de DENV2 foram 

substituídos pelos correspondentes genes dos outros sorotipos (Tabela 1.2). Ensaios 
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pré-clínicos revelaram que esta vacina tetravalente é altamente segura e imunogênica 

(Osorio, et al., 2011).  

Em uma abordagem diferente de atenuação, um candidato vacinal foi produzido 

mediante a deleção de nucleotídeos na região não traduzida 3’-UTR do DENV. Esta 

estratégia foi utilzada no NIH (do inglês: National Institute of Health) nos EUA. Tanto o 

DENV-1 como o DENV-4 contendo uma deleção de 30 nucleotídeos na região 3’-UTR 

(rDEN1Δ30 e rDEN4Δ30, respectivamente) foram atenuados, porém mantiveram sua 

imunogenicidade em macacos rhesus e em humanos (Durbin et al., 2011). A deleção 

Δ30 gerou apenas uma atenuação parcial no DENV-2 e praticamente não atenuou o 

DENV-3, fato verificado por testes em macacos rhesus. Neste caso, uma estratégia de 

quimerização foi utilizada para criar novos candidatos. Os genes prM/E de DENV-2 e 

DENV-3 foram substituídos pelos genes correspondentes no “esqueleto” rDEN4Δ30 

(rDEN2/4Δ30 e rDEN3/4Δ30, respectivamente) (Durbin et al., 2011). Individualmente, 

estes candidatos mostraram ser capazes de induzir soroconversão sem ocorrência de 

eventos adversos em humanos (Durbin et al., 2011; Lindow et al., 2013). Diversas 

formulações tetravalentes foram avaliadas com base nessa abordagem em ensaios 

clínicos de fase I. Uma das formulações contendo rDEN1Δ30, rDEN2/4Δ30, 

rDEN3Δ30/31 e rDEN4Δ30 foi capaz de induzir uma reposta balanceada de anticorpos, 

com taxas de soroconversão para DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 de, 

respectivamente, 100%, 50%, 85% e 100% (Durbin et al., 2013). Novas avaliações com 

esta abordagem vacinal estão sendo realizadas no Brasil e na Tailândia. 

Em uma abordagem vacinal alternativa, subunidades protéicas associadas a 

adjuvante são utilizadas como imunógenos. Um candidato desenvolvido pela Hawaii 

Biotech, agora integrada à empresa Merck, consiste em uma combinação de 

subunidades protéicas recombinantes contendo a proteína prM inteira junto com 80% 

da proteína E, ambas derivadas de cada um dos quatro sorotipos do DENV, expressas 

em cultura de células de Drosophila melanogaster (protótipo batizado como DEN-80Es) 

(Coller et al., 2011). Uma formulação tetravalente avaliada em camundongos e 

macacos mostrou que o DEN-80Es induz soroconversão contra os quatro sorotipos 
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virais (Coller et al., 2011). Entretanto, os ensaios clínicos para esta abordagem ainda 

se encontram em fase I, com testes de candidatos monovalentes (WHO, 2014). 

Abordagens com vacinas de DNA também são utilizadas na busca de uma 

ferramenta preventiva anti-dengue. Com base nesta estratégia, uma vacina tetravalente 

contendo plasmídeos que codificam os genes prM/E dos 4 sorotipos do DENV foi 

desenvolvido nos EUA pelo Centro Naval de Pesquisas Médicas (Naval Medical 

Research Center) e pela Vical Inc. Nos resultados de ensaios clínicos de fase I, onde 

foi testada uma vacina de DNA monovalente contra DENV-1, aproximadamente 42% 

dos voluntários apresentaram níveis detectáveis porém baixos de anticorpos 

neutralizantes (Beckett et al., 2011). Recentemente, uma nova formulação tetravalente 

utilizada em conjunto com o adjuvante Vaxfectin® mostrou aumento de 

imunogenicidade em primatas não-humanos (Porter et al., 2012). Dessa forma a 

abordagem vacinal onde se utiliza a vacina de DNA combinada ao Vaxfectin® 

progrediu para os ensaios clínicos de fase I (Tabela 1.2). 
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Tabela 1.2. Protótipos vacinais tetravalentes contra a dengue. 

Tipo Fabricante Estratégia 
Local de 
triagem 

Fase do 
estudo 

Status 

Vacina clássica de 
vírus atenuado 

MU, Sanofi 
Pasteur 

Atenuada em 
culturas celulares 

Tailância fase II suspenso 

     

WRAIR, GSK 
Atenuada em 
culturas celulares 

USA fase II suspenso 

Vacina de vírus 
quimérico atenuado 

Sanofi Pasteur 

Genes prM/E de 
DENV1-4 
substituídos no 
YFV-17D 

Colômbia, 
México, 
Honduras, 
Porto Rico, 
Brasil, 
Tailândia, 
Indonésia, 
Malásia, 
Vietnam, 
Filipinas 

fase III 
em 
progresso 

     

CDC, Inviragen, 
Takeda 

Genes prM/E de 
DENV1-4 
substituídos no 
DENV-2 

Porto Rico, 
Colômbia, 
Singapura, 
Tailândia 

fase II 
em 
progresso 

     

NIAID, NIH 
Atenuada por 
deleção 3'-UTR 

Brasil, 
Tailândia 

fase II 
em 
progresso 

Vacina protéica 

MERK 

vacina de 
subunidades 
contendo 80% da 
proteína E de 
DENV1-4 

Austrália fase I 
em 
progresso 

     

WRAIR, GSK 
vacina inativada 
purificada 

USA, Porto 
Rico 

fase I 
em 
progresso 

Vacina de DNA NMRC, Vical 

DNA plasmidial 
que contém os 
genes prM/E de 
cada sorotipo do 
DENV 

USA fase I 
em 
progresso 

 

MU: Universidade de Mahidol, Tailândia; WRAIR: Walter Reed Army Institute of Research, 

USA; GSK: GlaxoSmithKline Biologicals; prM: pré-membrana; E: envelope; YFV-17D: cepa 

vacinal 17D da febre amarela; CDC: Centers for Disease Control and Prevention, USA; NIAID: 

National Institute of Allergy and Infectious Diseases, USA; NIH: National Institute of Health, 

USA; UTR: região não-traduzida (untranslated region); NMRC: Naval Medical Research Center, 

USA. (Adaptado de Ishikawa et al., 2014). 
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1.6.1. Vacinas de DNA 

 

A vacina de DNA apresenta-se como uma eficiente tecnologia usada nos últimos 

anos, não somente contra diversos agentes infecciosos, mas também contra doenças 

autoimunes, câncer e alergias (Liu, 2011). 

Essa tecnologia compreende a inoculação de um vetor plasmidial de expressão 

em células eucarióticas contendo o antígeno de interesse, o qual tem por finalidade 

induzir resposta imune nos indivíduos vacinados (Tang et al., 1992; Liu, 2011). Uma 

vez no interior da célula, mais especificamente no núcleo, o DNA plasmidial, que se 

apresenta na forma epissomal, é transcrito e o RNAm segue para o citoplasma onde 

ocorre a tradução de cópias da proteína recombinante. A proteína recombinante pode 

ser expressa no citoplasma, na superfície celular ou secretada para o meio 

extracelular, dependendo da estratégia de clonagem utilizada (Costa et al., 2007; Liu, 

2011). A expressão endógena do antígeno pelas células transfectadas com o DNA 

plasmidial parece simular uma infecção viral natural, sendo capaz de gerar tanto uma 

resposta imune humoral, com produção de anticorpos, como uma resposta celular, com 

indução de linfócitos T citotóxicos (CTL, do inglês: Cytolytic T-lymphocyte) (Donelly et 

al., 1994; Ulmer & Sadoff, 1996; Vogel & Sarver, 1995; Liu 2011). A proteína 

recombinante sofre processamento e os peptídeos antigênicos gerados podem ser 

apresentados por complexos de histocompatibilidade I e II (MHC I e II), ativando assim 

uma imunidade específica (Liu, 2011). Sabe-se que as células apresentadoras de 

antígeno profissionais (APCs, do inglês: antigen-presenting cells) são capazes de 

apresentar peptídeos antigênicos através das duas vias mencionadas (MHC I e II). 

Outras células, como as musculares, quando transfectadas expressam eficientemente 

a proteína recombinante que pode ser processada e apresentada via MHC-I. 

Entretanto, os miócitos não possuem moléculas co-estimuladoras, expressas em 

células APCs profissionais necessárias para a completa ativação das células T e, 

portanto os CTL não podem ser ativados diretamente a partir da expressão do antígeno 

pelas células musculares. Por outro lado, as APCs próximas ao local de inoculação 

também podem ser transfectadas diretamente com DNA plasmidial injetado 
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apresentando assim os peptídeos via MHCI e MHCII. Além disso, alguns estudos 

demonstraram que o antígeno recombinante expresso em células musculares pode ser 

transferido para células dendríticas, sendo estas responsáveis por ativar uma resposta 

imune de CTL, processo este denominado de cross-priming (Fu et al., 1997; Dupuis et 

al., 2000; Liu, 2011). 

A indução dos dois braços da resposta imune, humoral e celular, fornece 

vantagens em comparação às vacinas inativadas e de subunidade que produzem 

principalmente ou exclusivamente uma resposta de anticorpos. Esta resposta de amplo 

espectro pode ser comparada à resposta induzida por vacinas vivas atenuadas, 

entretanto, não apresenta o risco de reversão para forma patogênica do agente 

infeccioso (Davis & Whalen, 1995; Dertzbaugh, 1998; Liu, 2011). Adicionalmente, uma 

vantagem de se utilizar vacinas de DNA contra vírus, em relação às vacinas de 

subunidade, por exemplo, se relaciona à expressão in vivo das proteínas virais após a 

imunização, com modificações pós-tradução que ocorrem durante a infecção natural, 

como glicosilações, o que leva ao correto enovelamento destas proteínas (Liu, 2011). 

A capacidade de ativar uma resposta imune celular pode ser bastante vantajosa 

no desenvolvimento de vacinas para certas doenças, como quando o agente infeccioso 

é um patógeno de replicação intracelular, como vírus, visto que CTLs reconhecem e 

lisam células do hospedeiro infectadas, participando do processo de eliminação da 

infecção (Ulmer & Sadoff, 1996). A resposta imune gerada por vacinas de DNA 

também mostrou ser de longa duração, já que estudos com camundongos imunizados 

com diversos vetores plasmidiais apresentaram uma produção de anticorpos 

constantes, sendo estes detectados até 18 meses após a inoculação (Davis et al., 

1996; Alves et al., 2000; Costa et al., 2006). 

A utilização de plasmídeos recombinantes representa uma excelente alternativa 

para o desenvolvimento de novas vacinas devido a sua segurança na manipulação, 

estabilidade a variações de temperatura, menor custo de produção, além de permitir 

uma rápida seleção de sequências a serem avaliadas (Chang et al, 2001; Liu, 2011). 

Entretanto, vacinas de DNA inoculadas por via i.m. ou intradérmica utilizadas em 

estudos clínicos iniciais não se mostraram tão imunogênicas em humanos quando 
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comparada à resposta que as mesmas geraram em camundongos. Uma das 

dificuldades estaria relacionada à baixa eficiência de transfecção de células 

hospedeiras em humanos (Liu & Ulmer, 2005). Dessa forma, várias estratégias têm 

sido testadas com o intuito de potencializar a resposta induzida pelas vacinas de DNA. 

Dentre estas se destacam os diferentes métodos de inoculação ou “entrega” (delivery) 

das vacinas de DNA como, por exemplo, a eletroporação (Widera et al., 2000). Além 

disso, a co-administração de plasmídeos que codificam citocinas, adição de sequências 

imunoestimuladoras, adjuvantes e a combinação de vacinas de DNA com outras 

vacinas em sistemas de dose e reforço (prime-boost) podem gerar respostas imunes 

mais eficientes (Krieg, 2001; Khanam et al., 2007; Simmons et al., 2006; Chen et al., 

2007; Simmons et al., 2010; Eickhofft et al., 2011; Lin et al., 2011; Azevedo et al., 

2013). 

 

1.7. Modelos em camundongos para o estudo da dengue 

 

Compreender mais detalhadamente os mecanismos imunológicos envolvidos na 

dengue consiste em uma etapa importante no desenvolvimento de vacinas e terapias 

específicas no combate à doença. Entretanto, a inexistência de um modelo animal 

imunocompetente que reproduza a infecção em humanos representa um grande 

empecilho neste progresso. São inúmeros os relatos científicos de modelos em 

camundongos que apresentam alguns dos aspectos da doença observada em 

humanos, entretanto em todos eles existem características comumente polemizadas e 

criticadas no âmbito científico com relação a sua aplicabilidade prática. Isso se dá, pois 

camundongos imunocompetentes são geralmente resistentes à manifestação dos 

sintomas induzidos pelo DENV, o que resulta na necessidade de especular: (i) vias não 

fisiológicas de infecção, (ii) camundongos quiméricos humanizados e (iii) animais com 

comprometimento do sistema imunológico, sendo todas essas possibilidades dotadas 

de limitações. 
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1.7.1. Infecção intra-cerebral com vírus neuroadaptado 

 

Na tentativa de adaptar este patógeno aos roedores, o vírus DENV, isolado de 

paciente durante epidemias ocorridas no Hawaii e na Nova Guiné, foi introduzido em 

cérebros de camundongos recém natos e consecutivamente repassado a cérebros de 

outros camundongos. O resultado foi a obtenção de uma cepa viral capaz de produzir 

doença neurológica letal nestes animais (Sabin and Schlesinger, 1945; Cole and 

Wisseman, 1969). Esta abordagem vem sendo amplamente utilizada como ferramenta 

para testes de protótipos vacinais anti-dengue (Kaufman et al., 1987; Bray et al., 1989; 

Falgout et al., 1990; van Der Most et al., 2000; Costa et al., 2006; Azevedo et al., 2011). 

A vantagem deste modelo consiste na introdução do vírus em um organismo 

imunocompetente. Entretanto, em detrimento da via de inoculação utilizada, juntamente 

ao fato de alguns pesquisadores não creditarem a importância das manifestações 

neurológicas na doença (Patey et al., 1993; Lum et al., 1996), este modelo vem sendo 

criticado por alguns autores. 

 

1.7.2. Camundongos quiméricos humanizados 

 

Um dos artifícios para tentar obter um modelo animal no qual o vírus é 

introduzido perifericamente (e não diretamente no sistema nervoso central) é a 

utilização de camundongos quiméricos humanizados. Camundongos com 

imunodeficiência combinada grave (SCID, do inglês: severe combined 

immunodeficiency), os quais não possuem células T nem B, não são susceptíveis ao 

vírus DENV, mas tornaram-se mais permissivos a infecção quando reconstituídos ou 

transplantados com alguns tipos celulares humanos. Uma pequena fração de 

camundongos SCID enxertados com linfócitos humanos sanguíneos e posteriormente 

infectados pela via intraperitoneal com DENV1 albergam a infecção e apresentaram 

viremia (Wu et al., 1995). Em outro modelo, camundongos SCID foram enxertados com 

células eritroleucemicas humanas K562 pela via intraperitoneal. Após a introdução da 

cepa PL046 de DENV2 (vírus isolado de paciente chinês, não adaptado a 
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camundongos) diretamente na massa tumoral formada nestes animais resultou em 

presença viral no soro, no tumor e no cérebro dos animais, sendo que estes também 

exibiram sinais de paralisia e morreram aproximadamente duas semanas após a 

infecção (Lin et al., 1998). Como o envolvimento hepático é comum nas infecções por 

DENV em humanos (Seneviratne et al., 2006; Póvoa et al., 2014), camundongos SCID 

também foram transplantados com células HepG2 (linhagem celular humana de 

hepatocarcinoma) as quais propagaram no fígado dos recipientes (An et al., 1999). A 

introdução de DENV2 i.p. nestes animais provocou paralisia entre 13 e 18 dias após a 

infecção, sendo que neste período os animais apresentaram outras manifestações, tais 

como trombocitopenia, aumento de hematócrito e aumento de TNF-α no soro, 

características que recaptulam a forma grave da doença nos humanos. Em outro 

modelo semelhante, animais SCID foram transplantados com células HuH7, também 

de origem hepática humana (Blaney et al., 2002). Estes animais SCID-HuH7 quando 

inoculados com DENV4 apresentaram o vírus detectável no soro, no fígado e no 

cérebro, sendo este modelo posteriormente também utilizado pra teste de vacinas anti-

dengue (Whitehead et al., 2003; Blaney et al., 2005). Animais SCID diabéticos não-

obesos (camundongos NOD/SCID) rejeitam menos o transplante de células humanas, 

pois além de serem deficientes para células T e B, também possuem comprometimento 

da ação do sistema complemento pela carência de C5 além de serem deficientes de 

células NK e das funções de apresentação antigênica. Estes animais enxertados com 

progenitores hematopoiéticos CD34+ de cordão umbilical humano se mostraram 

susceptíveis à infecção com DENV2 pela via sub-cutânea (Bente et al., 2005). Neste 

caso, a viremia apresentou pico entre 2 e 6 dias depois da infecção e o RNA viral foi 

detectável no baço, no fígado e na pele de alguns animais. 

A abordagem de modelo utilizando camundongos quiméricos humanizados, gera 

mais esclarecimentos com relação à patogênese. A vantagem no uso desta abordagem 

é que se pode analisar o comportamento de células humanas frente à ação viral. 

Entretanto os animais quiméricos são de difícil obtenção, devido à grande variabilidade 

dos níveis de sucesso no procedimento de enxerto. Esta grande variabilidade acarreta 

em dados heterogêneos e muitas vezes resultados inconclusivos. Além disso, a 
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possibilidade de alteração no crosstalk entre vários componentes do sistema imune 

nestes animais quiméricos os tornam pouco apropriados para pesquisas em 

mecanismos imunológicos da doença (Plummer and Shresta, 2014). 

 

1.7.3. Camundongos imunodeficientes 

 

Animais imunodeficientes apresentam níveis variados de susceptibilidade à 

infecção com DENV. Camundongos BALB/c atímicos ou deficientes para o gene da 

recombinase 1 (RAG1-/-), quando infectados pela via parenteral, exibem letalidade de 

30 a 60 % (Hotta et al, 1981; Shresta, et al. 2004). Camundongos A/J, que não 

possuem o componente C5 do sistema complemento, quando infectados com altas 

doses da cepa DENV2 PL046 apresentam viremia poucos dias após a infecção e 

trombocitopenia transiente em momentos mais tardios (Huang et al., 2000). Devido à 

importância do sistema IFN nas infecções virais, animais 129/Sv knockout para os 

receptores de IFN tipo I e II foram avaliados frente à infecção por DENV. Neste caso, 

100 % dos animais ficam paralíticos após inoculação i.p. de DENV2 NGC 

neuroadaptado (Johnson & Roehrig, 1999) ou após infecção i.v. com DENV2 PL046 

(Shresta et al, 2004). Nestes estudos o vírus foi detectado no soro, baço e 

principalmente no cérebro dos animais. Nos modelos de camundongos 

imunodeficientes supracitados, a morte dos animais é acompanhada de sinais de 

comprometimento do sistema nervoso central com sintomas de paralisia. Dentre as 

vias de inoculação utilizadas (i.p. ou i.v) e os tipos de vírus inoculados (adaptado ou 

não a cérebro de camundongos), observa-se um tropismo para o SNC e seu 

consequente comprometimento.  Na tentativa de estabelecer um modelo animal mais 

relevante, o vírus PL046 foi adaptado em camundongos e em células de mosquito 

(C6/36) através de múltiplas passagens alternadas entre os animais e nas culturas 

celulares (Shresta et al., 2006). O vírus obtido, D2S10, apresentou-se mais virulento 

levando a morte de animais AG129 entre 3 a 5 dias, sem sinais de paralisia. A infecção 

com esta cepa gerou alterações de permeabilidade e morte mediada pelo aumento dos 

níveis de TNF-α, recaptulando, desta forma, parte das manifestações graves da 
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dengue que ocorre em humanos. Entretanto, a inibição de TNF-α nos animais 

infectados ainda resultou em paralisia nos animais. 

 

1.8. Modelos em primatas não humanos para o estudo da dengue 

 

Os hospedeiros naturais do virus DENV são os humanos e os mosquitos. 

Estudos sorológicos em primatas, na África e no Sudeste da Ásia, sugerem que possa 

existir um ciclo silvestre em primatas não humanos (NHP, do inglês: nonhuman 

primate) (Wang et al., 2000; Diallo et al., 2003). Chimpanzés, rhesus, bem como outras 

espécies de macacos, desenvolvem viremia e anticorpos neutralizantes em resposta à 

infecção subcutânea por DENV (Scherer et al., 1978; Halstead et al., 

1973a,1973b,1973c; Halstead and Palumbo, 1973). Porém, as evidências clínicas da 

doença, como observada em humanos, são escassas nestas espécies. Após injeção 

do vírus pela via subcutânea em macacos, o DENV se espalha rapidamente para os 

linfonodos de drenagem e a viremia se inicia entre dois a seis dias depois do inóculo, 

podendo ser detectado na pele, outros linfonodos, e com baixa frequência, na medula 

óssea, pulmões, fígado e no timo (Marchette et al., 1973). Em um estudo com infecção 

em macacos foram observadas leucopenia ou trombocitopenia durante a infecção 

primária ou secundária com DENV, respectivamente (Halstead et al., 

1973a,1973b,1973c; Halstead and Palumbo, 1973). Em outro estudo, foram 

encontradas outras evidências como petéquia e sangramento subcutâneo, observadas 

de três a cinco dias após introdução do DENV2 pela via intravenosa (i.v.) (Onlamoon et 

al., 2010). Embora a hemorragia seja uma característica da manifestação grave da 

doença em humanos, outras características mais marcantes como o extravazamento 

de plasma e a febre não se manifestaram nestes animais, o que pode ser visto como 

uma limitação para estudos que visam a compreensão da patogênese da doença. Por 

outro lado, o modelo de primatas não humanos é sempre utilizado nos testes finais de 

vacinas experimentais contra dengue, antes de sua utilização em ensaios clínicos. 

Nestes modelos, geralmente com rhesus, o principal parâmetro analisado é a redução 

da viremia nos animais vacinados e desafiados com DENV. Esta redução da viremia 
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geralmente se correlaciona com os níveis de anticorpos neutralizantes gerados com a 

vacina em teste. 

 

 

 

Diante do exposto, julgamos importante estudar com detalhes a resposta imune 

no modelo de infecção intracerebral em camundongos BALB/c. Pouco se sabe a 

respeito da dinâmica da resposta imune primária em animais infectados por esta via, 

bem como os mecanismos pelos quais uma vacina pode exercer proteção contra a 

infecção sob tais condições. Neste contexto, o presente estudo objetivou analizar a 

resposta imune anti-dengue investigando principalmente a participação de 

subpopulações celulares na imunidade primária e também durante a imunidade 

adaptativa induzida por vacinas de DNA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



52 

 

Objetivos 

 

1.9. Objetivo geral 

 

Estudo das respostas imunes primária frente à infecção com DENV2 e 

adaptativa utilizando vacinas de DNA em um modelo murino. 

 

1.10. Objetivos específicos 

 

 Verificar a participação de subpopulações celulares, a resposta imune 

humoral e produção de citocinas frente à infecção DENV2 em 

camundongos BALB/c; 

 Avaliar a resposta imune celular induzida por vacinas de DNA que 

codificam as proteínas NS1, NS3 ou E de DENV2; 

 Estudar a resposta imune celular e humoral contra o antígeno NS1 de 

dengue expresso a partir da vacina de DNA pcTPANS1 em camundongos 

desafiados com DENV2. 

 

 

 

 

 



53 

 

2. Material e métodos 

 

2.1. Vacinas de DNA empregadas no estudo 

 

Neste trabalho, foram utilizadas vacinas de DNA previamente desenvolvidas no 

Laboratório de Biotecnologia e Fisiologia de Infecções Virais (LABIFIV), sendo todas 

elas com base no plasmídeo comercial pcDNA3. Os plasmídeos vacinais, 

pcTPANS1, pcTPANS3 e pE1D2 (Figura 3.1), contém o gene da proteína NS1, NS3 

ou a sequência que codifica o ectodomínio da proteína E de DENV2, 

respectivamente, com a expressão regida pelo promotor de citomegalovírus (CMV). 

Nos plasmídeos, os genes virais são fusionados à sequência que codifica o 

peptídeo sinal do ativador de plasminogênio de tecido humano (t-PA), o qual 

direciona a proteína viral expressa para a via exocítica celular. Um plasmídeo 

contendo apenas a sequência do t-PA (pcTPA) foi utilizado para controlar os 

experimentos envolvendo as vacinas supracitadas. 
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Figura 3.1: Representação esquemática das sequências contidas nos diferentes 
plasmídeos vacianais. Genoma do vírus DENV exibindo as 10 proteínas virais com destaque 
para aquelas abordadas neste trabalho. O plasmídeo vetor pcTPA, o qual contém a sequência 
que codifica o peptídeo sinal do ativador de plasminogênio de tecido humano (t-PA), foi 
utilizado em todas as construções. Dentre elas: (i) pE1D2, que contém a sequência que 
codifica o ectodomínio da proteína E correspondente a 80 % desta proteína (azul), (ii) 
pcTPANS1, que contém o gene da proteína NS1 (verde) e (iii) pcTPANS3, que contém o gene 
da proteína NS3 (laranja). 

 

2.2. Produção e purificação das vacinas de DNA 

 

Estoques mantidos em nitrogênio líquido contendo bactérias Escherichia coli 

cepa DH5-α transformadas com o plasmídeos pcTPANS1, pcTPANS3, pE1D2 ou 

pcTPA foram utilizados para a produção destes plamídeos. Inicialmente as bactérias 

foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB) com ampicilina (100 µg/mL). As culturas 

foram mantidas sob agitação de 150 rotações por minuto (RPM) a 37 oC por um 

período de 16 a 18 h. Em seguida, 25 mL desta cultura foi adicionada a 1 L de meio 

Terrific Broth (TB) com ampicilina (100 µg/mL), contendo 100 mL de uma solução de 

sais de potássio (KH2PO4 0,17 M + K2HPO4 0,72 M). O material foi mantido sob as 

mesmas condições de agitação e temperatura da etapa anterior por 16 a 18 h. Na 

sequência, o material foi centrifugado a 6000 g por 15 min e os plasmídeos foram 

NS3

ectodomínio da proteína E

pcTPANS3

pE1D2

pcTPANS1

NS1

Sequência que codifica o peptídeo 

sinal do ativador de plasminogênio

de tecido humano (t-PA)
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extraídos por lise alcalina e purificados em resina de troca iônica fazendo uso do kit 

comercial Qiagen Endofree Plasmid Giga kit (Qiagen), de acordo com as instruções do 

fabricante. Cada coluna do kit foi utilizada para purificar 3 L de cultura bacteriana. Os 

plasmídeos provenientes do processamento foram ressuspensos em água deionizada 

livre de endotoxina e armazenados a -20 oC até o momento dos experimentos. 

 

2.3. Quantificação e caracterização das preparações plasmidiais 

 

Os DNAs plasmidiais purificados foram quantificados por espectrofotometria, 

utilizando aparelho BioPhotometer (Eppendorf). As amostras plasmidiais foram diluídas 

1:500 ou 1:1000 e posteriormente a densidade óptica (DO) foi medida sob comprimento 

de onda de 260 nm para a quantificação dos DNAs. Em seguida, os DNAs foram 

submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% em tampão tris-acetato etileno 

diaminotetracético (TAE), corado com brometo de etídio (0,5 µg/mL) e visualizado em 

transluminador de luz ultravioleta MiniBIS pro (DNR Bio-Imaging Systems) para 

avaliação da integridade e pureza das preparações.  As amostras foram digeridas com 

enzimas de restrição, no caso dos plasmídeos pcTPA, pcTPANS3 e pE1D2 (Costa et 

al., 2006; Azevedo ae al., 2011; Costa et al., 2011) , com EcoRV e XbaI e no caso do 

pcTPANS1 com EcoRV e XhoI, as mesmas utilizadas para a clonagem dos fragmentos. 

O processo de digestão procedeu por 1 h a 37 oC em tampão indicado pelo fabricante. 

O material digerido ou não foi avaliado em gel de agarose 1%, como descrito acima. 

 

2.4. Imunização e desafio 

 

Todos os animais utilizados neste estudo foram BALB/c machos SPF (specific 

pathogen free) com quatro semanas de idade, oriundos do biotério do Centro 

Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB), Campinas, SP. Para a 

imunização, grupos de animais receberam o inóculo de DNA plasmidial (pcTPANS1, 

pcTPANS3, pE1D2 ou pcTPA) pela via intramuscular (i.m.) nos quadríceps posteriores, 

em duas doses separadas por duas semanas. A injeção foi executada com seringa de 
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insulina e agulha ultrafina 30 G (Becton Dickinson). Em cada dose foram inoculados 

100 µg de DNA diluídos em 100 µL de PBS estéril, sendo esta dose dividida em duas 

injeções de 50 µg (uma em cada pata). Os protocolos experimentais realizados neste 

trabalho estão de acordo com os princípios éticos de experimentação animal, adotados 

pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA), e foram aprovados pela 

comissão de ética no uso de animais (CEUA) da Fundação Oswaldo Cruz (protocolo  L-

067/08 e P0104-02). 

O vírus empregado nos desafios consiste na linhagem DENV2 Nova Guiné 

(NGC), adaptado em cérebro de camundongos neonatos. Esta cepa foi gentilmente 

cedida pelo Dr. Marcos Freire do Laboratório de Tecnologia Virológica (LATEV), 

Biomanguinhos, Fiocruz. Duas semanas após a segunda dose vacinal, alguns animais 

foram desafiados por via intracerebral com DENV2 NGC, inoculados com 30 µL de uma 

suspensão viral correspondente à 40x uma dose letal de 50% dos aminais (40 LD50) e 

sacrificados em diferentes tempos após a infecção para coleta de amostras. Para a 

inoculação do vírus e sacrifício, os animais foram anestesiados através de inoculação 

por via i.m. de 100 µL de uma solução contendo quetamina (15 mg para o desafio e 30 

mg para o sacrifício) e xilasina (100 mg para o desafio e 200 mg para o sacrifício). 

2.5. Avaliação de morbidade após desafio com DENV 

 

Após o desafio com DENV os animais foram acompanhados por 21 dias para o 

registro de manifestações de morbidade. Os sintomas computados para esta finalidade 

foram: (i) alterações na coluna espinhal com conseqüente postura encurvada, (ii) 

manifestações de paralisia em um ou mais membros locomotores ou (iii) morte. 

2.6. Preparação de amostras para análise citométrica 

 

3.6.1. Sangue 

 

O sangue de camundongos BALB/c foi coletado mediante punção intra cardíaca 

utilizando seringas previamente rinsadas com heparina 5000 UI/mL (Hepamax-S) e 
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agulhas 26 G x ½ pol. As amostras foram centrifugadas a 700 g por 5 min e o plasma 

foi transferido para tubos a parte, sendo armazenados a -70 oC para outros ensaios 

(determinação de citocinas). O sedimento restante  foi submetido à lise das hemácias e 

fixação com paraformaldeído 1%, fazendo uso da solução FACS Lysing (BD 

Biosciences) por 10 min a temperatura ambiente, de acordo com as recomendações do 

fabricante. Em seguida, as células foram centrifugadas por 5 min em PBS pH 7,4 a 700 

g por 5 min e ressuspensas em 300 µL de PBS/BSA 1%. As células foram contadas 

manualmente utilizando hemocitômetro. 

 

3.6.2. Baço 

 

Camundongos BALB/c foram esplenectomizados e os órgãos foram macerados 

em 10 mL de PBS para desagregação celular. O macerado foi transferido para tubo 

falcon de 15 mL e mantidos em banho de gelo decantando por 10 min. Após este 

período, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e centrifugado a 700 g por 5 

min. As células foram ressuspensas em 5 mL de FACS Lysing e mantidas a 

temperatura ambiente por 10 min.  Os esplenócitos foram centrifugados a 700 g por 5 

min, ressuspensos em 1 mL de PBS/BSA 1% e contadas manualmente em 

hemocitômetro. 

 

3.6.3. Linfonodo 

 

Os linfonodos eleitos para estudos em citometria foram os linfonodos poplíteos 

devido a sua proximidade com o sítio de aplicação dos das vacinas de DNA. Estes 

linfonodos foram removidos e macerados em PBS pH 7,4. O material foi centrifugado a 

700 g por 10 min, ressuspenso em 5 mL de FACS Lysing e mantido a temperatura 

ambiente por 10 min.  As amostras foram centrifugadas a 700 g por 5 min e 

ressuspensas em 300 µL de PBS/BSA 1% e contadas manualmente em 

hemocitômetro. 
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3.6.4. Fígado 

 

As células mononucleares do fígado dos camundongos estudados foram 

isoladas pelo gradiente de densidade de ficoll utilizando o reagente Histopaque® 

(Sigma). O fígado removido dos animais foi macerado em 5 mL de RPMI incompleto. A 

suspensão celular resultante foi lentamente adicionada em tubos contendo 5 mL de 

Histopaque® sendo evidenciada a formação de duas fases (Ficoll e amostra). Os tubos 

foram centrifugados a 800 g por 30 min a temperatura ambiente. O anel compreendido 

na interface ficoll/fase aquosa, contendo as células mononucleares, foi transferido 

cautelosamente para novos tubos e as células foram lavadas duas vezes com PBS pH 

7,4. As células foram ressuspensas em 5 mL de FACS Lysing e mantidas a 

temperatura ambiente por 10 min.  Por fim, as amostras foram centrifugadas a 700 g 

por 5 min e ressuspensas em 150 µL de PBS/BSA 1% e contadas manualmente em 

hemocitômetro. 

 

3.6.5. Cérebro 

 

O isolamento de células mononucleares presentes nas amostras de cérebro foi 

feito mediante gradiente de percoll e ficoll. O cérebro dos animais foram macerados em 

5 mL de RPMI e adicionado cautelosamente em um tubo previamente preparado 

contendo 10 mL de RPMI, 9 mL de percoll e 1 mL de PBS 10x. As amostras foram 

centrifugadas a 7800 g por 30 min a temperatura ambiente. Os leucócitos separados 

pelo gradiente foram transferidos para um novo tubo e lavados com RPMI a 800 g por 

10 min. As células foram ressupensas em 5 mL de meio e esta suspensão celular foi 

lentamente adicionada em tubo contendo 5 mL de Histopaque®. Os tubos foram 

centrifugados a 800 g por 30 min a temperatura ambiente. O anel compreendido na 

interface ficoll/fase aquosa, que contém as células mononucleares, foi transferido 

cautelosamente para novos tubos e lavados duas vezes com PBS pH 7,4. As células 

foram ressuspensas em 5 mL de FACS Lysing e mantidas a temperatura ambiente por 

10 min.  Por fim, as amostras foram lavadas, conforme descrito anteriormente, e 
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ressuspensas em 150 µL de PBS/BSA 1% e contadas manualmente em 

hemocitômetro. 

 

3.6.6. Medula óssea 

 

Para o isolamento das células medulares, os fêmures de camundongos BALB/c 

foram dissecados e em seguida a extremidade anterior e posterior foram removidas 

mecanicamente. As células medulares foram recolhidas em tubos mediante lavagem 

intramedular com PBS, agulha (26 G) e seringa. O material foi centrifugado a 700 g por 

10 min, ressuspenso em 5 mL de FACS Lysing e mantido a temperatura ambiente por 

10 min.  As amostras foram centrifugadas a 700 g por 5 min e ressuspensas em 300 µL 

de PBS/BSA 1% e contadas manualmente em hemocitômetro. 

 

2.7. Imunofenotipagem por citometria de fluxo 

 

Aproximadamente 106 células isoladas após processamento para análise 

citométrica foram utilizadas para marcação com anticorpos de superfície. Todos os 

anticorpos utilizados foram provenientes da BD biosciences®. As células foram 

submetidas à centrifugação a 700 g por 10 min e o sedimento foi incubado com 

anticorpos monoclonais anti-camundongo (Tabela 3.1), previamente titulados, por 20 

min em banho de gelo. As amostras foram lavadas com PBS pH 7,4 nas mesmas 

condições de centrifugação acima para remoção da fração não ligada de anticorpos. O 

material foi ressuspenso em volume de 300 µL e analisados em aparelhos de 

citometria: Accuri (BD Accuri C6); FACSCalibur (BD); Cyan ADP Analyser (Dako); ou 

FACS Canto II (BD). Para amostras de sangue e baço foram coletados 20000 eventos 

na região de linfócitos e para os outros sítios de análise (fígado, medula óssea, 

linfonodo e cérebro) foram coletados de 5000 a 10000 eventos. Os arquivos gerados 

foram analisados offline utilizando os softwares: FlowJo 10 (treestar); Cflow (Dako); ou 

Summit 4.1 (Dako). Para o controle das marcações, foram feitas incubações com 

anticorpos isotipos dos anticorpos monoclonais conjugados ao mesmo fluoróforo 
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(indicados pelo fabricante) e na mesma diluição dos anticorpos de análise empregados 

nos testes. Em algumas amostras de sangue, onde foram feitas determinações por 

valores absolutos, dados de leucometria foram levados em consideração. Neste caso, 

20 µl de sangue total dos camungondos analisados, foram diluídos em 100 µl de FACS 

Lysing e posteriormente aferidos em hemocitômetro para a determinação da 

concentração de leucócitos na amostra. Em seguida, o número absoluto de eventos 

para cada fenótipo subpopulacional foi calculado com base nos percentuais obtidos nas 

análises cimométricas offline. 

 

 

Tabela 3.1: Relação dos anticorpos empregados nos ensaios de imunofenotipagem 

Reagente Fuorocromo Diluição 

   Anti-CD3 PE 1:50 

 

PerCP 1:100 

 

Alexa Fluor® 700 1:50 

   Anti-CD4 FITC 1:100 

 
PE 1:100 

 
PerCP 1:100 

 
APC 1:400 

   Anti-CD8 PerCP 1:25 

 
APC 1:100 

   Anti-B220 APC 1:400 

   Anti-IgD FITC 1:100 

   Anti-CD45RB FITC 1:200 

   Anti-CD44 PE 1:50 

   Anti-CD69 PECy7 1:100 

   Anti-CD62L PECy7 1:100 

   Anti-CD19 PECy7 1:100 

   Anti-CD11c PE 1:50 

   Anti-CD49b FITC 1:100 

 

Legenda: FITC - isotiocianato de fluoresceína; PE - ficoeritrina; PerCP - clorofila peridinina; 

APC - aloficocianina; Cy7 - cianina. 
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2.8. Ensaio de ELISA 

 

Como antígeno de fase sólida para os ensaios de ELISA foi utilizado à proteína 

NS1 recombinante expressa em Escherichia coli (E. coli). Esta proteína foi purificada e 

submetida a um tratamento para o seu re-enovelamento, levando a formação de 

dímeros (Amorim et.al. 2010) e foi gentilmente cedida pelo Dr. Luis Carlos Ferreira do 

Departamento de Microbiologia da Universidade de São Paulo. As placas de ELISA 

MaxiSorp (Nunc), foram adsorvidas com a proteína NS1 na concentração de 0,4 μg em 

100 μL de PBS por poço e incubadas por 1 hora a 37°C. Ao final desse período, os 

poços foram bloqueados a 4°C durante a noite, com 200 μL de tampão de 

bloqueio/poço (leite desnatado 2 % em PBS TWEEN 0,05 %). No dia seguinte, as 

placas foram lavadas cinco vezes com PBS TWEEN 0,05 %. Os soros dos 

camundongos foram, então, adicionados às placas de ELISA em diluições seriadas, em 

duplicatas, e incubados por 1 hora a 37°C. Decorrido esse tempo, as placas foram 

lavadas seis vezes com PBS TWEEN 0,05 % e incubadas por 1 hora a 37°C com o 

segundo anticorpo (anti-IgG ou anti-IgM total de camundongo) conjugado a peroxidase 

(Southern Biotechnology), na diluição de 1:4000 para anti-IgG e 1:6000 para anti-IgM 

em PBS. Após esse tempo de incubação, as placas foram lavadas com PBS TWEEN 

0,05 % e as mesmas foram incubadas por 20 minutos com uma solução reveladora 

composta de 5 mg de OPD (O-fenilendiamina dihidrocloro, Sigma) dissolvidos em 12,5 

mL de tampão citrato fosfato 33 µM ph 5.0 e 5 μL de peróxido de hidrogênio (H2O2) 

Merck), ao abrigo da luz e à temperatura ambiente. Transcorrido esse tempo, a reação 

foi interrompida com H2SO4 9 N, e as densidades óticas foram lidas com filtro de 490 

nm no leitor de ELISA (Spectra Max 190, Molecular Devices). 

2.9. Determinação de citocinas 

 

A análise de citocinas no soro de animais foi realizada pelo método de CBA 

(cytometric bead array) utilizando o kit de resposta inflamatória (mouse inflammation kit 

- CBA BD®), que detecta as citocinas IFN-γ, TNF-α, IL-2, IL-6, MCP-1 e IL-10. Neste 

método, os anticorpos específicos para as citocinas de interesse conjugados a 
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microesferas são detectados por citometria de fluxo, de acordo com as instruções do 

fabricante. Os dados foram analisados utilizando o software FCAP array 3.0 BD®. O 

modelo logístico de cinco parâmetros (Gottschalk & Dunn, 2005) foi empregado para a 

determinação da concentração dos analitos. Um pool de citocinas padrão foram 

diluídas em série para a construção de curvas de calibração. Os valores de mediana de 

intensidade de fluorescência dos complexos microesferas-analítos presentes em cada 

diluição, os quais são diretamente proporcionais à quantidade de citocina padrão, 

foram utilizados para correlacionar com a concentração em pg/mL. O limite de 

detecção de cada analito corresponde a: 5,0 pg/ml para IL-6; 17,5 pg/ml para IL-10; 

52,7 pg/ml para MCP-1; 2,5 pg/ml para IFN-γ; 7,3 pg/ml para TNF-α; e 10,7 pg/ml para 

IL-12p70. O coeficiente de correlação obtido para as curvas padrão foi de no mínimo 

99,71% (Figura 3.2). 
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Figura 3.2. Curvas de calibração para a determinação de citocinas. A pesquisa de citocinas 
em amostras de plasma proveniente dos animais infectados ao longo da cinética se deu 
mediante técnica de cytometric bead array (CBA). Um pool de citocinas padrão foram diluídas 
em série para a construção das curvas de calibração. Os dados de mediana de intensidade de 
fluorescência das diluições, os quais são diretamente proporcionais a quantidade de citocina 
padrão, foram utilizados para correlacionar com a concentração em pg/mL. O modelo logístico 
de cinco parâmetros foi aplicado para a regressão dos dados. Curvas de calibração para cada 
citocina analisada exibindo o coeficiente de correlação. 
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Para níveis de citocinas indetectáveis ou não-extrapoláveis pelo modelo 

matemático aplicado, utilizamos uma abordagem de comparação qualitativa com base 

no aumento percentual da mediana de intensidade de fluorescência (MFI) do anticorpo 

de detecção medido nas amostras, utilizando o branco (diluente provido pelo kit 

comercial) como referência. Para isso, foi utilizada a seguinte transformação:  

Aumento de MFI % = 1 - (MFIamostra/MFIbranco) x 100 

 

2.10. Enriquecimento de células T e marcação com CFSE para ensaios de 

transferência 

 

Para os ensaios de transferência de células, foi realizado sacrifício de 

camundongos BALB/c vacinados ou não com pcTPANS1 (n=13 por grupo) para 

obtenção dos baços, que foram dissecados assepticamente e macerados com 5 mL de 

meio RPMI-1640 (SIGMA), e de soro. Após maceração as células foram transferidas 

para tubos contendo 30 mL de meio RPMI e sedimentadas por 10 minutos para 

remoção dos agregados maiores. O sobrenadante (constituído por esplenócitos) foi 

transferido para um novo tubo e centrifugado por 10 minutos a 700 g, 4 ºC. O 

sedimento foi ressuspenso em 4 mL de meio de cultura RPMI completo, contendo 10 % 

de soro fetal bovino (Invitrogen), 10 µM NaHCO3 (Sigma) e 1 % de 

penicilina/streptomicina (Invitrogen), pH 7,3 a 37 oC. Essa suspensão celular foi 

aplicada em uma coluna de lã de nylon, previamente preparada em uma seringa de 20 

mL, e incubada por 1 hora em estufa com 5 % de CO2, com o objetivo de retirar os 

linfócitos B. O sistema de retenção da coluna foi feito com uma válvula de equipo. As 

células foram eluídas com 50 mL de meio RPMI completo, pH 7,4 a 37oC. O eluído foi 

centrifugado conforme acima, as células foram ressuspensas em meio RPMI completo, 

contadas em câmera de Neubauer e ajustadas para uma concentração de 3x107 

células/mL. Para avaliar o procedimento de enriquecimento, foram coletadas alíquotas 

antes e depois da passagem dos esplenócitos nas colunas de lã de nylon, sendo estas 
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marcadas com anti-CD3-PE, anti-CD4-FITC e anti-CD8-PerCP conjuntamente (vide 

ítem 3.4). 

Cerca de 3x108 células de baços de camundongos imunizados ou não foram 

incubados com 8,5 µM de 5,6-carboxifluoresceína diacetato succinimidil éster, 

(Molecular Probes, CSFE) em PBS, por 15 minutos a 37 ºC. Após esta incubação, as 

células foram lavadas e ressuspensas em meio RPMI sem soro fetal bovino, ajustando 

a concentração para aproximadamente 2x107 células/100 µL, sendo uma alíquota 

separada para avaliação com os marcadores anti-CD4 e anti-CD8. Um volume de 100 

µL foi injetado pela veia do plexo retro orbital em outros camundongos BALB/c, os 

quais se encontravam no quarto dia após o desafio com DENV2 pela via i.c. Dessa 

forma, um grupo de animais (n=6) recebeu a suspensão enriquecida de células T 

proveniente dos animais vacinados com pcTPANS1 e marcada com CFSE, e outro 

grupo (n=6) recebeu a suspensão enriquecida de células T proveniente dos animais 

não vacinados e marcada com CFSE. Neste momento, cada animal recebeu também 1 

mL de soro (proveniente de animais vacinados ou não) pela via i.p. Após período de 

três dias, os animais recipientes foram sacrificados e o baço, sangue, fígado, cérebro e 

medula óssea femural foram processados para análise citométrica (vide tópico 3.6). As 

células extraídas foram combinadas em pools individuais de cada sítio de análise e 

adicionalmente marcadas com anti-CD4 e anti-CD8 (como no item 3.7) e foram 

analisadas em aparelho FACS Canto II (BD). Cerca de 50000 eventos foram contados 

na região de linfócitos para as amostras de baço, sangue e medula, e 

aproximadamente 10000 eventos foram coletados nesta mesma região para as 

amostras de cérebro e fígado. Este experimento está representado na Figura 3.3. 
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Figura 3.3. Representação do procedimento de enriquecimento de células T, marcação 
com CFSE e transferência de células para camundongos BALB/c desafiados com DENV. 
Camundongos BALB/c (n=13) foram imunizados com duas doses de pcTPANS1 pela via i.m. e 
duas semanas após a última inoculação foram extraídos o baço e o soro destes animais. Os 
esplenócitos foram isolados e submetidos ao procedimento de enriquecimento de células T 
mediante passagem por coluna de lã de nylon. Após esta etapa, as células foram marcadas 
com CFSE, transferidas por via i.v. para recipientes BALB/c (n=6), os quais se encontravam no 
quarto dia de infecção com DENV2 pela via i.c. Os animais recipientes também receberam 1 
mL de soro proveniente dos animais vacinados. Após o período de 3 dias, os animais foram 
sacrificados e as amostras de baço, sangue, cérebro, fígado e medula óssea femural foram 
coletadas e processadas para avaliação citométrica. Para o controle experimental,  o mesmo 
procedimento foi executado com o isolamento, enriquecimento e marcação com CFSE de 
esplenócitos provenientes de animais (n=13) não vacinados e transferidos para animais 
desafiados (n=6). 
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2.11. Tratamento estatístico dos dados 

 

As distribuições de sobrevivência Kaplan-Meyer foram avaliadas mediante o 

método de Log-Rank e o teste de Mantel-Haenszel foi utilizado para a determinação da 

taxa de risco, utilizando o programa GraphPad Prism v3.1. Para a determinação de 

citocinas pelo método CBA foi utilizado o modelo logístico de cinco parâmetros com 

uso do programa FCAParray 3.0 (BD). As diferenças dos níveis de citocinas e 

determinações citométricas foram avaliadas utilizando o método não paramétrico de 

Mann-Whitney, utilizando o programa GraphPad Prism v3.1, com nível de significância 

mínimo de 95%. 
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3. Resultados 

 

3.1. Resposta imune primária após inoculação de DENV por via intracerebral 

em camundongos BALB/c 

 

Nesta primeira etapa do estudo, o objetivo maior resumiu-se em investigar os 

sinais clínicos e a resposta imune primária no modelo murino de infeção por DENV com 

animais imunocompetentes, no qual se utiliza camundongos BALB/c SPF infectados 

por via intracerebral (i.c.) com DENV2 neuroadaptado. Este modelo animal é 

amplamente empregado em estudos de eficácia de vários protótipos vacinais, 

entretanto, a proteção contra a infecção, em geral, é basicamente medida pela 

ocorrência ou não de letalidade nos camundongos infectados. Dessa forma, para esta 

análise foi realizada imunofenotipagem das populações celulares envolvidas, bem 

como a perquisa de seus produtos, como imunoglobulinas e citocinas presentes no 

sangue destes animais.  

 

4.1.1 Heterogeneidade da morbidade no modelo de infecção com DENV2 

 

Avaliamos inicialmente, sinais de morbidade induzidos em animais BALB/c após 

a inoculação por via i.c. com DENV2. Neste modelo, os sinais clínicos da infecção 

surgem a partir do sétimo dia de infecção. Utilizando dose de 40 LD50 do vírus DENV2 

NGC, 90 % dos animais morreram ao longo de 21 dias após a infecção, dos quais 54,7 

% após manifestação de comprometimento do SNC, tais como paralisia de membros 

inferiores e alterações da coluna cervical, e 35,3 % sucumbiu à infecção sem qualquer 

manifestação aparente de comprometimento do SNC 16 h antes da morte. O restante 

dos animais (10 %) sobreviveu sem sintomas (Figura 4.1 A). Na análise de comparação 

das distribuições de sobrevivência Kaplan-Meier , o valor de p, calculado pelo teste de 

Log-Rank, entre as curvas mock e 40 LD50 foi menor que 0,0001. Em seguida, para 

verificar o risco de morte relacionado ou não ao surgimento de morbidades, analisamos 

curvas de sobrevivência nas quais foram computadas apenas as mortes com ou sem 
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manifestações dos sinais clínicos após infecção. O método de Mantel-Haenszel foi 

utilizado para a determinação da taxa de risco entre essas distribuições, utilizando o 

grupo mock como referência. As taxas de risco foram de 4,99 e 6,19 para as curvas 

analisadas sem sintomas aparentes e com sintomas, respectivamente. Observamos 

também que os eventos de morte sem sintomas aparentes aconteceram do 7º ao 10º 

dia após a infecção, enquanto que aquelas com manifestação de comprometimento do 

SNC se estenderam do 8º ao 15º dia a partir do dia do inóculo viral (Figura 4.1 B). Em 

conjunto, estes dados indicam que embora exista um importante componente fatal 

neste modelo envolvendo manifestações de morbidades relacionadas à disfunção do 

SNC, a letalidade é também relevante em animais que não manifestaram estas 

características clínicas. Isto descreve uma distribuição heterogênea da morbidade no 

modelo de infecção abordado. 
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Figura 4.1 Susceptibilidade de animais BALB/c à infecção primária com DENV2 por via 
intracerebral. Animais BALB/c (n = 20) foram inoculados pela via intracerebral (i.c.) com 
DENV2 NGC neuroadaptado 40 LD50 propagado em cultura de células Vero. O grupo controle 
(Mock, n = 10) é representado pelos animais que receberam sobrenadante da cultura de células 
não infectadas, também por via i.c. Os animais foram acompanhados por 21 dias para a 
determinação da curva de sobrevivência (A). Curvas de sobrevivências foram construídas 
considerando apenas as mortes com ou sem manifestação sintomática relacionada ao 
comprometimento do SNC (paralisias ou alterações da coluna cervical) observados até 16 h 
antecedentes à morte dos animais (B). As distribuições de Kaplan-Meier foram comparadas 
utilizando teste de Log-rank e o fator de risco (FR) foi calculado utilizando método de Mantel-
Haenszel. As curvas representadas são referentes à combinação de três experimentos 
independentes.  
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4.1.2 Células T esplênicas e sanguíneas participam na resposta ao DENV 

inoculado por via intracerebral 

 

O efeito da infecção viral na ativação de linfócitos T foi avaliado por citometria de 

fluxo com base na diminuiçlão da expressão do CD45RB, que é uma proteína tirosino-

fosfatase transmembranar expressa em leucócitos. Em camundongos, após estímulo 

antigênico, a medida em que ocorre ativação da célula T direcionando-a para um 

fenótipo de célula efetora, a expressão de CD45RB é reduzida na sua superfície. Tanto 

o sangue quanto o baço foram coletados em estudo de cinética da infecção no modelo 

abordado. As amostras foram processadas e preparadas para análise fenotípica 

considerando conjuntamente os seguintes marcadores: anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8 e 

anti-CD45RB. A Figura 4.2 mostra a estratégia de análise e o aspecto geral das 

amostras em termos morfológicos e de evidenciações populacionais com os 

marcadores relatados em uma amostra representativa do sangue de um animal 

controle e infectado. Percebemos que a expressão constitutiva de CD45RB na 

superfície de linfócitos TCD4+ e TCD8+ é diferenciada. De modo geral, nos 

camundongos não infectados, detectamos que os linfócitos TCD8+ expressam, por 

natureza, aproximadamente 10 vezes mais CD45RB (determinação baseada na 

mediana da intensidade de fluorescência) na sua superfície em relação aos linfócitos 

TCD4+. Portanto para estudar a ativação destas células baseada neste marcador, 

delimitamos uma região CD45RBlow para os eventos compreendidos em cada uma 

dessas populações, TCD4+ e TCD8+.  
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Figura 4.2. Estratégia de análise da ativação de células T baseada na regulação da 
expressão de CD45RB. A figura é representativa de uma amostra do sangue exibindo a 
estratégia de análise adotada para o estudo das células T ativadas. Região de análise 
(considerada como região de linfócitos) foi definida no gráfico de dispersão de pontos sob os 
parâmetros morfológicos de tamanho (FSC) e complexidade interna (SSC). A partir daí, a 
expressão de CD4 e CD8 foi avaliada nos eventos positivos para CD3. Uma região CD45RBlow 
foi definida para cada população de células CD3+CD4+ ou CD3+CD8+, posicionada no limite 
interior da intensidade de fluorescência do marcador. Amostras de sangue representativas de 
um animal controle não infectado e cinco dias após a infecção (d.a.i.). Valores sobre os 
marcadores representam percentuais. Linha vermelha – expressão do marcador indicado; linha 
preta pontilhada – isotipo controle. 
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Tanto no baço quanto no sangue, não detectamos variações significativas nas 

quantidades das populações de células CD3+CD4+ nos grupos de animais analisados 

nos diferentes pontos. Os percentuais esplênicos de CD3+CD8+ aumentaram 

progressivamente a partir do terceiro dia e se mantiveram elevados até os últimos dias 

da avaliação da cinética (8 a 11 dias), enquanto que no sangue observamos um platô 

do percentual máximo destas células a partir do quinto dia de infecção, ambas quando 

comparadas ao grupo não infectado. Quanto à investigação segundo a expressão 

reduzida de CD45RB em células T, foi revelada uma redução dessa molécula na 

superfície de membrana dos linfócitos T, tanto no baço quanto no sangue, em relação 

aos controles. No baço, observamos que a curva de expressão cinética da 

subpopulação CD3+CD4+CD45RBlow atingiu um pico no terceiro dia após a infecção, e 

no quinto dia o mesmo ocorreu para a subpopulação CD3+CD8+CD45RBlow. Em 

seguida, observamos uma redução progressiva até os pontos finais do estudo (Figura 

4.3 A). No sangue, o percentual do fenótipo CD3+CD4+CD45RBlow aumentou do 

primeiro ao sétimo dia de infecção e reduziu nos pontos finais, enquanto que o fenótipo 

CD3+CD8+CD45RBlow apresentando aumento significativo apenas no quinto dia da 

cinética. De uma forma geral, estes valores percentuais corroboraram com as 

contagens de valores absolutos para estes fenótipos (Figura 4.3 B). As comparações 

foram feitas levando em consideração o ponto zero da cinética que é referente ao 

grupo de animais não infectados. Valores referentes ao grupo mock (no ponto de 5 dias 

após o inóculo) não diferiram significativamente do ponto zero da cinética para os 

fenótipos estudados. Em conjunto, estes dados mostram a participação da resposta de 

linfócitos T esplênicos e sanguíneos no modelo abordado, sendo importante ressaltar 

que, de uma forma geral, a ativação de células T antecedeu ao surgimento das 

morbidades, as quais quando observadas se iniciam a partir do sétimo dia após a 

infecção. 
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Figura 4.3. Ativação de células T na infecção primária por DENV segundo expressão de 
CD45RB. Análise das variações percentuais das populações de células T após infecção com 
DENV2 NGC pela via i.c. em animais BALB/c. A figura mostra a mediana dos percentuais de 
eventos com intervalos interquartis para os fenótipos de células TCD4+, TCD8+ ou ambas 
ativadas mediante expressão reduzida de CD45RB observadas no baço (A) e no sangue (B), 
neste último caso, sendo também exibida a análise por valores absolutos. Os dados são 
representativos de três experimentos independentes (n maior ou igual 5 animais por grupo). 
Asterísticos representam diferença significativa quando comparado ao ponto zero da cinética 
(grupo de animais não infectados) utilizando teste não paramétrico de Mann-Whitney (*p<0,05; 
**p < 0,01). 



76 

 

4.1.3 Resposta de células T efetoras no tecido hepático dos animais infectados 

com DENV 

 

Com o intuito de verificar a atividade efetora de linfócitos CD4+ e CD8+ no tecido 

periférico dos animais infectados, elegemos o fígado como órgão alvo de estudo devido 

ao seu envolvimento na patogênese da dengue. Neste experimento consideramos 

apenas os pontos 0, 3 e 8-11 dias após a infecção. Linfócitos provenientes do tecido 

hepático foram imunofenotipados por citometria de fluxo considerando os seguintes 

marcadores: anti-CD4, anti-CD8, anti-CD45RB, anti-CD44 e anti-CD62L. Nesta 

abordagem analítica, os marcadores CD44 e CD62L foram utilizados para a definição 

do fenótipo de célula efetora, que consideramos como os linfócitos CD44hiCD62L-. A 

Figura 4.4 A mostra a estratégia de análise citométrica bem como os perfis dos 

marcadores indicados nas células isoladas do órgão. A variação dos percentuais de 

células CD4+ observada ao longo da cinética, não foi estatisticamente significativa, 

entretanto identificamos um aumento do percentual de células CD8+ nos pontos entre 8 

e 11 dias após a infecção em relação ao controle. Percentuais das subpopulações de 

células com os fenótipos CD4+CD45RBlow e CD4+CD44hiCD62L- aumentaram em 

relação ao controle nos pontos finais da cinética (8 a 11 dias). Neste mesmo período, 

observamos também uma maior presença de células CD8+CD45RBlow, enquanto que o 

fenótipo CD8+CD44hiCD62L- mostrou-se aumentado já a partir do terceiro dia após a 

infecção (Figura 4.4 B). Dessa forma, sugerimos que neste modelo animal, existe a 

participação de reposta de células T efetoras em tecidos periféricos que também são 

afetados. 
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Figura 4.4. Resposta de células T efetoras no fígado de animais infectados com DENV. 

Animais BALB/c (n=5 por grupo) inoculados com DENV2 pela via i.c. foram avaliados em 

diferentes pontos quanto à resposta efetora de células T presentes no tecido hepático. (A) 

Amostra representativa proveniente de um animal sacrificado no período de 8 a 11 dias após a 

infecção, na qual se exibe a estratégia de análise citométrica evidenciando as subpopulações 

de células T a partir de uma região de linfócitos. Os fenótipos CD45RBlow e CD44hiCD62L- 

foram investigados considerando eventos presentes nas regiões tanto de CD4+ quanto de 

CD8+. (B) Determinação quantitativa dos percentuais fenotípicos abordados com valores 

expressos em mediana, intervalos interquartis e limites superior e inferior. Asterísticos 

representam diferença significativa quando comparado ao grupo ponto inicial da cinética 

utilizando teste não paramétrico de Mann-Whitney (*p<0,05; **p < 0,01). Dados representativos 

de dois experimentos independentes. 
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4.1.4 Animais infectados exibindo comprometimento do SNC apresentam 

infiltrado cerebral linfocitário com predominância de células CD4+ 

 

Uma vez que a sintomatologia principal do modelo abordado se baseia no 

surgimento de paralisias e comprometimento da coluna cervical após a infecção, 

objetivamos investigar o cérebro destes animais quanto à presença de infiltrado 

linfocitário. Para tal finalidade, os linfócitos foram isolados por gradiente de densidade 

e, para avaliar a aplicabilidade deste método, um cérebro de camundongo não 

infectado foi macerado junto com uma porção de esplenócitos do próprio animal 

(resultante do baço macerado em RPMI) (amostra Spike). Amostras de cérebro foram 

coletadas dos animais no terceiro dia e nos pontos entre 8-11 dias após a infecção de 

acordo com o surgimento de morbidades relacionadas à disfunção do SNC e 

processadas para fenotipagem citométrica considerando os marcadores anti-CD4 e 

anti-CD8. O procedimento empregado para isolamento de linfócitos mostrou-se eficaz, 

pois na amostra Spike foi possível visualizar, citometricamente, as células esplênicas 

contaminantes sob parâmetros condizentes com morfologia linfocitária (Figura 4.5 A). 

Não observamos infiltrados linfocitários nas amostras dos animais inoculados com 

mock ou nas amostras coletadas três dias a partir da infecção.  Já nos cérebros 

coletados nos pontos entre 8 e 11 dias a partir da infecção, quando evidenciamos 

sintomas de comprometimento do SNC, identificamos a presença de infiltrado 

linfocitário com predominânica de células CD4+ (62,5 % + 15,7), enquanto que as 

células CD8+ representaram uma média percentual de 24 + 9,5 (Figura 4.5 A e B). 

Estas observações sugerem uma migração linfocitária induzida pela infecção com 

DENV2 o que implica no comprometimento da barreira hematoencefálica. 
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Figura 4.5. Infiltrado linfocitário cerebral após infecção com DENV. Linfócitos foram 

isolados por gradiente de densidade a partir de cérebros de animais infectados com DENV2 no 

terceiro dia ou no período de 8 a 11 dias após a infecção. (A) Um cérebro de camundongo não 

infectado foi processado em conjunto com uma pequena quantidade de esplenócitos para 

controlar a técnica de isolamento (Amostra spike). Baseando-se nas células recuperadas nesta 

amostra, uma região analítica foi definida para determinação do infiltrado celular por avaliação 

citométrica. (B) Determinação quantitativa dos percentuais de infiltrado linfocitário expressos 

em mediana, intervalos interquartis e limites superior e inferior da distribuição de dados, 

exibindo também a marcação com anti-CD4 e anti-CD8 nas amostras dos pontos finais da 

cinética.  Asterísticos representam diferença significativa quando comparado ao grupo mock 

utilizando teste não paramétrico de Mann-Whitney (**p < 0,01). Dados referentes a 2 

determinações independentes com n = 5 camundongos por grupo. 
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4.1.5 Resposta primária de células B no modelo de infecção com DENV 

 

O estudo de cinética no modelo animal abordado também se estendeu à 

avaliação da resposta de células B, que foi examinada segundo a expressão de B220 

(CD45R) e IgD na superfície dos linfócitos, tanto no baço quanto no sangue dos 

camundongos infectados, e também pela presença de anticorpos anti-NS1 no plasma 

destes animais. Quanto aos percentuais de linfócitos B220+, não observamos 

diferenças significativas entres os diferentes pontos da cinética, sendo detectada 

grande variação nos dados, principalmente nas amostras de sangue. Os ensaios de 

ELISA para detectar anticorpos anti-NS1 no plasma dos animais infectados foram 

realizados não somente para inferir uma resposta de células secretoras de anticorpos, 

mas também para evidenciar a replicação do vírus no hospedeiro, uma vez que esta 

proteína, por ser não estrutural, só aparece após a replicação viral. Anticorpos IgM anti-

NS1 foram detectados a partir do quinto dia após a infecção, chegando a títulos com 

média de 1/200 nos pontos finais do estudo (8 a 11 dias), enquanto que os anticorpos 

IgG anti-NS1 somente apareceram nos pontos finais do estudo com títulos de 

aproximadamente 1/700 (Figura 4.6).  
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Figura 4.6. Resposta humoral na infecção primária por DENV em camundongos BALB/c. 

Animais BALB/c inoculados com DENV2 pela via i.c. foram avaliados quanto à resposta de 

células B mediante avaliação da resposta humoral por ensaios de ELISA. Ensaio para 

anticorpos IgM e IgG anti-NS1 nas amostras de plasma obtidas dos animais infectados. d.a.i. = 

dias após a infecção, # valor indetectável. Dados referentes a 3 experimentos independentes 

com n = 5 animais por grupo. 
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Na sequência, em um experimento a parte, utilizamos uma abordagem analítica 

citométrica na qual investigamos a expressão de B220 e IgD considerando populações 

de alta (B220+
ag) ou baixa (B220+

bg) granulosidade, uma vez que a complexidade 

interna (SSC) pode refletir no aumento de trabalho celular e sendo assim sugerir uma 

ativação celular. Nesta abordagem, analisamos a perda da expressão de IgD na 

superfície das células B220+ para analisar o subgrupo de células B que provavelmente 

exerceram reconhecimento antigênico e são potenciais secretoras de imunoglobulinas 

(Figura 4.7 A). Focando nos pontos finais da cinética, momento quando observamos 

com mais evidência a resposta humoral anti-NS1, notamos que, tanto no baço quanto 

no sangue, houve aumento no percentual fenotípico B220+
agIgD- nos animais 

infectados comparados ao controle, sendo esta diferença mais discrepante nas 

amostras de sangue periférico. Não foram observadas diferenças quanto ao fenótipo 

B220+
bgIgD- entre os grupos mock e infectado nas amostras de baço e sangue (Figura 

4.7 B e C). Vale ressaltar que os eventos analisados nesta abordagem foram negativos 

para o marcador CD4, que foi utilizado para minimizar a interferência com outras 

populações celulares não relacionadas. Coletivamente, os dados mostram a 

participação da vertente humoral em resposta à infecção por via i.c. e replicação de 

DENV2 com ativação e produção de anticorpos anti-NS1 pelos linfócitos B. 
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Figura 4.7. Ativação de linfócitos B na infecção primária por DENV. Animais BALB/c  (n=5) 

inoculados com DENV pela via i.c. foram avaliados quanto à resposta de células B utilizando o 

marcador B220 (CD45R) e IgD para aferições citométricas. (A) Ilustração da estratégia de 

análise de células B220+ com alta (B220+
ag) ou baixa (B220+

bg) granulosidade (SSC), quanto à 

expressão de IgD. Uma região foi delimitada para medir o percentual de células B220+IgD-. (B) 

Representação de histogramas e (C) valores percentuais de células B220+IgD- presentes no 

baço e no sangue avaliadas nas regiões de maior ou menor complexidade interna nos pontos 

finais do estudo da cinética.. Asterísticos representam diferença significativa quando 

comparado ao grupo mock utilizando teste não paramétrico de Mann-Whitney (*p<0,05; **p < 

0,01), d.a.i. = dias após a infecção. 
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4.1.6 Citocinas relacionadas à inflamação presentes no sangue de animais 

BALB/c infectados com DENV 

 

Tendo sido evidenciada a participação de linfócitos T e B em resposta à infecção 

intracerebral no modelo apresentado, a investigação de citocinas que medeiam o 

processo inflamatório nos pareceu ser o próximo passo na caracterização do modelo. 

Para tal fim, verificamos a presença de citocinas pró-inflamatórias no sangue dos 

animais infectados na tentativa de não apenas correlacionar os achados à uma 

resposta patogênica, mas também para qualificar a resposta celular contra a infecção. 

Utilizando um ensaio multiplex de detecção de citocinas (CBA – cytometric bead array), 

amostras de plasma extraídas de animais infectados foram testadas quanto à presença 

das seguintes citocinas: IL-12p70, TNF-α, IFN-γ, MCP-1, IL-10 e IL-6.  

Observamos que os níveis da maioria das citocinas analisadas (IL-12p70, TNF-

α, MCP-1 e IL-10) tinham níveis elevados quando comparado aos níveis das mesmas 

citocinas no plasma de animais não infectados, já no primeiro dia de infecção (Figura 

4.8). Entretanto, observamos uma redução nos níveis de quase todas as citocinas 

estudadas no terceiro dia, sendo que IL-12p70, TNF-α e IL-10 voltaram a elevar no 

sétimo dia após a inoculação viral. Já em relação a citocina pró-inflamatória IFN-γ, 

observamos níveis basais durante quase todo o estudo e encontramos um aumento 

significativo destes níveis nos animais infectados durante os últimos dias da cinética 

(Figura 4.8). Não detectamos alterações significativas nos níveis de IL-6 ao longo da 

cinética (Figura 4.8).  
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Figura 4.8. Determinação de citocinas relacionadas à inflamação no plasma de 

camundongos BALB/c infectados com DENV2 por via i.c. Amostras de plasma de 

camundongos BALB/c (n de no mínimo 4 por grupo) infectados com DENV2 foram coletadas 

em diferentes pontos da cinética e testadas quanto à presença de IL-12p70, TNF-α, IFN-γ, 

MCP-1, IL-10 e IL-6 mediante técnica multiplex de detecção CBA (cytometric bead array). 

Valores representados individualmente em pg/mL com mediana da distribuição de dados. 

Asterísticos representam diferença significativa quando comparado ao grupo de animais não 

infectados utilizando teste não paramétrico de Mann-Whitney (*p<0,05; **p < 0,01; ***p < 

0,001).  



87 

 

4.1.7 Resumo da resposta imune primária induzida contra o DENV 
 

Resumo das principais alterações observadas (Tabela 4.1) nesta primeira etapa 

do estudo, onde a reposta imune primária induzida por DENV foi avaliada em 

camundongos BALB/c infectados pela via i.c. em relação aos grupos controles, não 

infectados.  
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Tabela 4.1: Resumo das alterações da resposta imune na infecção primária com DENV2 
por via i.c. 

   
dias após a infecção 

órgão/sítio parâmetro   0 -1 1 - 5 5 -11 

      Baço TCD4
+
   = = = 

 
TCD4

+
CD45RB

low
 

 
= ++ +/- 

 
TCD8

+
 

 
= + ++ 

 
TCD8

+
CD45RB

low
 

 
= ++ = 

 
B220

+
 

 
= = = 

 
B220

+
agIgD

-
 

 
n/a n/a + 

  B220
+

bgIgD
-
   n/a n/a = 

      Sangue TCD4
+
   = = = 

 
TCD4

+
CD45RB

low
 

 
= ++ ++ 

 
TCD8

+
 

 
= + + 

 
TCD8

+
CD45RB

low
 

 
= ++ = 

 
B220

+
 

 
= = = 

 
B220

+
agIgD

-
 

 
n/a n/a ++ 

 
B220

+
bgIgD

-
 

 
n/a n/a = 

 
IgM anti-NS1 

 
= +/- + 

 
IgG anti-NS1 

 
= = ++ 

 
IL-12p70 

 
+ +/- +++ 

 
TNF-α 

 
+ = + 

 
IFN-γ 

 
= = +++ 

 
MCP-1 

 
++ = = 

 
IL-10 

 
+/- = ++ 

  IL-6   = = = 

      Fígado TCD4
+
   = = = 

 
TCD4

+
CD45RB

low
 

 
= = ++ 

 
TCD4

+
CD44

hi
CD62L

-
 

 
= = +/- 

 
TCD8

+
 

 
= = ++ 

 
TCD8

+
CD45RB

low
 

 
= = + 

  TCD8
+
CD44

hi
CD62L

-
   = + +/- 

      Cérebro infiltrado linfocitário   = = ++ 

 

Legenda: = sem alteração; +/- elevação não significativa; + elevação significativa (p<0,05); ++ 

elevação significativa (p<0,01); n/a não avaliado; “ag” alta granulosidade; “bg” baixa 

granulosidade. Os fenótipos celulares são medidos em valores percentuais e as citocínas 

presentes no sangue em pg/ml. 
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4.2 Vacinas de DNA que codificam os antígenos NS1, NS3 ou E do vírus 

DENV2 

 

O Laboratório de Biotecnologia e Fisiologia de Infecções virais (LABIFIV), ao 

longo dos últimos anos, vem mostrando a eficácia de vacinas de DNA anti-dengue com 

base no modelo murino BALB/c imunocompetente infectados intracerebralmente com 

DENV2 neuroadaptado. Dentre diversos protótipos de vacinas de DNA desenvolvidos 

pelo laboratório, aqui abordaremos os plasmídeos vacinais que codificam a proteína 

NS1 (pcTPANS1), NS3 (pcTPANS3) ou o ectodomínio da proteína E, domínios I, II e III, 

(pE1D2) do vírus DENV2. Ressaltamos que os genes inteiros ou fragmentos destes 

contidos nos plasmídeos são expressos fusionados ao peptídeo sinal derivado do 

ativador de plasminogênio de tecido humano (t-PA), o qual direciona as proteínas 

recombinantes para a via de secreção. 

 

4.2.1 Avaliação da integridade dos plasmídeos pcTPANS1, pcTPANS3 e pE1D2 

 

As vacinas de DNA pcTPANS1, pcTPANS3 e pE1D2 (Figura 4.9 A), produzidas 

e isoladas a partir de bactérias E. coli, foram inicialmente testadas quanto a sua 

integridade mediante digestão com enzimas de restrição e avaliação por eletroforese 

em gel de agarose. Os produtos das digestões foram confirmados pela liberação de 

fragmentos com tamanhos condizentes com o esperado: (i) pcTPANS1, digerido com 

EcoRV e Xho libera o fragmento correspondente ao gene NS1 com tamanho de 1,1 Kb; 

(ii) pcTPANS3, digerido com EcoRV e XbaI libera o fragmento correspondente ao gene 

NS3 com tamanho de 2,0 Kb; (iii) pE1D2, digerido com EcoRV e XbaI libera o 

fragmento que corresponde à sequência que codifica o ectodomínio da proteína E com 

tamanho de 1,2 Kb (Figura 4.9 B).  
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Figura 4.9. Representação esquemática dos plasmídeos pcTPANS1, pcTPANS3 e pE1D2 

e avaliação de integridade em gel de eletroforese. (A) Os plasmídeos vacinais pcTPANS1, 

pcTPANS3 e pE1D2 previamente desenvolvidos pelo grupo possuem as sequências de 

interesse (NS1, NS3 ou o ectodomínio da proteína E) fusionadas à sequência que codifica o 

peptídeo sinal do ativador de plasminogênio de tecido humano (t-PA). Este conjunto tem sua 

expressão regida pelo promotor de citomegalovírus (CMV pro) e é estabilizado pela cauda de 

poliadenilação derivada do hormônio de crescimento bovino (BGH polyA) na extremidade 3’. 

Os costructos ainda contêm um gene de resistência à ampicilina (AmpR) e uma origem de 

replicação em célula bacteriana (ColE1 ori). O esquema mostra os sítios de clivagem das 

enzimas de restrição EcoRV, Xho e XbaI. (B) DNAs plasmidiais antes e após digestão com 

enzimas de restrição indicadas evidenciando a liberação do inserto correspondente aos genes 

de interesse.  λ hind e ϕx high III – padrões de peso molecular (PM). 
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4.2.2 Proteção contra desafio letal com DENV2 induzida após imunização com 

pcTPANS1, pcTPANS3 ou pE1D2 

 

Após imunização por via intramuscular, as vacinas pcTPANS1, pcTPANS3 e 

pE1D2 conferiram aos camundongos BALB/c níveis variáveis de proteção,  sob 

aspectos de sobrevivência e morbidade, contra uma infecção letal por DENV2. O 

percentual de sobrevivência dos animais desafiados que receberam as diferentes 

vacinas variou de 90 a 100 % até 21 dias após o desafio. Apesar destes valores 

próximos, o número de animais imunizados que desenvolveram sintomas ao longo dos 

21 dias após o desafio foi de 2/30 (6,7 %), 3/30 (10,0 %) e 8/20 (40,0 %) para pE1D2, 

pcTPANS1 e pcTPANS3, respectivamente, o que caracteriza a maior capacidade de 

proteção das vacinas pE1D2 e pcTPANS1 em comparação com a imunização com 

pcTPANS3. Quanto ao grupo controle não imunizado (grupo DENV2) ou o que recebeu 

o plasmídeo vetor pcTPA, a taxa de sobrevivência foi de 35 % e 20 %, 

respectivamente, sendo que a maioria apresentou sintomas relacionados à infecção 

(Figura 4.10 A e B). Com o objetivo de investigar o cenário imunológico gerado pela 

vacinação com os diversos plasmídeos, procedemos com um estudo de 

imunofenotipagem das subpopulações linfocitárias em diversos sítios nos 

camundongos vacinados, bem como com a pesquisa de citocinas no plasma destes 

animais.  
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Figura 4.10. Sobrevivência e morbidade de camundongos imunizados com vacinas de 

DNA contendo os genes NS1, NS3 ou E e desafiados com DENV2. Grupos de 

camundongos foram imunizados por via intramuscular, desafiados com DENV2 por via i.c. e 

observados por 21 dias após a infecção letal. Animais não imunizados ou administrados com o 

plasmídeo controle pcTPA também foram submetidos ao mesmo procedimento de desafio 

viral. (A) Percentual de sobrevivência e (B) análise da morbidade, na qual diferentes graus 

foram atribuídos às manifestações sintomáticas em uma escala subjetiva variando de 0 a 4 (0 

= sem efeito aparente, 1 = paralisia moderada em uma das patas traseiras ou presença de 

alterações moderadas na coluna espinhal, 2 = paralisia grave em uma das patas traseiras e 

alteração moderada na coluna espinhal ou paralisia grave em duas patas, 3 = paralisia grave 

em duas ou mais patas e deformação importante na coluna espinhal, 4 = morte). 
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4.2.3 Antígenos virais NS1, NS3 e E do vírus DENV e a imunidade celular 

 

Tendo em vista a variabilidade protetora gerada pelos antígenos NS1, NS3 ou o 

ectodomínio da proteína E expressos a partir de vacinas de DNA em experimentos in 

vivo, direcionamos nossas pesquisas para verificar a influência destes antígenos na  

imunidade celular, analisando as populações linfocitárias de diversos sítios. Dessa 

forma, poderíamos correlacionar a contribuição individual destas proteínas virais na 

determinação de um cenário imunológico de maior ou menor resistência à infecção por 

DENV no modelo murino com inoculação por via i.c. 

Executamos o protocolo padrão de imunização para as três vacinas 

supracitadas (duas doses por via i.m. com intervalo de duas semanas), utilizando em 

paralelo animais inoculados com o plasmídeo vetor, pcTPA, e animais não inoculados 

como controles (naïves). Duas semanas após a segunda dose de DNA, os animais 

foram sacrificados e coletamos o sangue, baço, linfonodos poplíteos (este último por 

ser o linfonodo de drenagem próximo ao local de aplicação dos plasmídeos) e o fígado. 

As amostras foram processadas e preparadas para análise fenotípica por citometria de 

fluxo usando conjuntamente os seguintes marcadores: anti-CD4, anti-CD8, anti-

CD45RB e anti-B220. A abordagem analítica para a ativação celular visando a 

expressão de CD45RB na superfície dos linfócitos foi procedida como descrito no ítem 

4.1.2.  

Duas semanas após o segundo estímulo com pcTPANS1, os animais 

apresentaram discreto aumento no percentual de células CD8+ no baço, sangue e 

fígado quando comparado aos grupos controles. No sangue, foi evidenciado um 

aumento significativo na fração de células B220+ acompanhada de redução do 

percentual de células CD4+. Apesar de não ser detectada nenhuma alteração nos 

percentuais das populações de CD4+ e CD8+ nos linfonodos poplíteos dos animais que 

receberam pcTPANS1, observamos uma discreta redução nos percentuais dessas 

populações ativadas (CD4+CD45RBlow e CD8+CD45RBlow) em relação aos controles 

pcTPA e naïve (Figura 4.11).   
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Figura 4.11. Distribuição linfocitária em animais imunizados com pcTPANS1. Grupos de 

camundongos BALB/c foram imunizados por via i.m. com duas doses de pcTPANS1 

intercaladas por duas semanas. Duas semanas após a segunda dose, amostras de baço, 

sangue, linfonodos poplíteos (LN) e fígado foram processadas para análise citométrica dos 

linfócitos presentes. Os marcadores anti-CD4, anti-CD8, anti-CD45RB e anti-B220 foram 

considerados na análise de expressão destas moléculas na superfície das células. Aferições 

de células CD4+, CD8+ ou B220+ foram executadas considerando a região de linfócitos e a 

expressão de CD45RB foi medida considerando apenas eventos CD4+ ou CD8+ como 

indicado. Valores expressos em percentuais com mediana e intervalos interquartis. Diferenças 

significativas entre os grupos foram avaliadas mediante teste não paramétrico de Mann-

Whitney com *p<0,05 e **p<0,01. Dados representativos de três experimentos independentes. 
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Em contrapartida, a introdução do antígeno NS3 do vírus DENV expresso a 

partir do plasmídeo pcTPANS3 evidenciou uma resposta celular marcante com 

aumento geral no percentual de células T ativadas (CD4+CD45RBlow e 

CD8+CD45RBlow) esplênicas, sanguíneas e hepáticas. As populações de células CD4+ 

e CD8+ também se mostraram aumentadas em termos percentuais no baço dos 

animais estimulados com NS3 em relação aos controles, enquanto que no fígado foi 

detectado aumento nos percentuais de células CD4+. No sangue foi observado 

aumento percentual de células B220+ com redução de CD4+. Nos linfonodos poplíteos 

identificamos redução percentual de células com o fenótipo CD4+CD45RBlow em 

relação aos controles, embora esta diferença tão tenha sido estatisticamente 

significativa (Figura 4.12). 
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Figura 4.12. Distribuição linfocitária em animais imunizados com pcTPANS3. Grupos de 

camundongos BALB/c foram imunizados por via i.m. com duas doses de pcTPANS3 

intercaladas por duas semanas. Duas semanas após a segunda dose, amostras de baço, 

sangue, linfonodos poplíteos (LN) e fígado foram processadas para análise citométrica dos 

linfócitos presentes. Os marcadores anti-CD4, anti-CD8, anti-CD45RB e anti-B220 foram 

considerados na análise de expressão destas moléculas na superfície das células. Aferições 

de células CD4+, CD8+ ou B220+ foram executadas considerando a região de linfócitos e a 

expressão de CD45RB foi medida considerando apenas eventos CD4+ ou CD8+ como 

indicado. Valores expressos em percentuais com mediana e intervalos interquartis. Diferenças 

significativas entre os grupos foram avaliadas mediante teste não paramétrico de Mann-

Whitney com *p<0,05 e **p<0,01. Dados representativos de três experimentos independentes. 
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O plasmídeo pE1D2, que codifica o ectodomínio da proteína E (correspondente 

a 80% da proteína do envelope viral com os domínios I, II e III), também priorizou uma 

resposta de células T promovendo aumento nos percentuais de células CD4+ e CD8+ 

presentes no sangue, acompanhado de alta ativação destas populações no baço, 

quando comparados aos grupos controles. Observamos também, uma redução 

percentual de células B220+ tanto no baço quanto no sangue. Nos linfonodos poplíteos, 

identificamos um acréssimo não significativo no percentual de células CD4+ em relação 

aos controles. Nas amostras de fígado não foram detectadas alterações relevantes 

(Figura 4.13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



100 

 

10

20

30

40

50

60

70

C
D

4
+
(%

)

10

20

30

40

50

60

70 *

10

20

30

40

50

60

70

10

20

30

40

50

60

70

Baço Sangue LN Fígado

0

5

10

15

20

C
D

8
+
(%

)

0

5

10

15

20

*

0

5

10

15

20

0

5

10

15

20

0

20

40

60

80
**

**

C
D

4
+
C

D
4
5
R

B
lo

w
(%

)

0

20

40

60

80

0

20

40

60

80

0

20

40

60

80

0

10

20

30

40

50 **
**

C
D

8
+
C

D
4
5
R

B
lo

w
(%

)

0

10

20

30

40

50

0

10

20

30

40

50

N
a

ïv
e

p
c

T
P

A

p
E

1
D

2

0

10

20

30

40

50

N
a

ïv
e

p
c

T
P

A

p
E

1
D

2

0

20

40

60 *
**

B
2
2
0

+
(%

)

N
a

ïv
e

p
c

T
P

A

p
E

1
D

2

0

20

40

60 *
**

N
a

ïv
e

p
c

T
P

A

p
E

1
D

2

0

20

40

60

pE1D2

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



101 

 

Figura 4.13. Distribuição linfocitária em animais imunizados com pE1D2. Grupos de 

camundongos BALB/c foram imunizados por via i.m. com duas doses de pE1D2 intercaladas 

por duas semanas. Duas semanas após a segunda dose, amostras de baço, sangue, 

linfonodos poplíteos (LN) e fígado foram processadas para análise citométrica dos linfócitos 

presentes. Os marcadores anti-CD4, anti-CD8, anti-CD45RB e anti-B220 foram considerados 

na análise de expressão destas moléculas na superfície das células. Aferições de células 

CD4+, CD8+ ou B220+ foram executadas considerando a região de linfócitos e a expressão de 

CD45RB foi medida considerando apenas eventos CD4+ ou CD8+ como indicado. Valores 

expressos em percentuais com mediana e intervalos interquartis. Diferenças significativas 

entre os grupos foram avaliadas mediante teste não paramétrico de Mann-Whitney com 

*p<0,05 e **p<0,01. Dados representativos de dois experimentos independentes. 
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De um modo geral, vimos que a vacinação com os plasmídeos pcTPANS1, 

pcTPANS3 ou pE1D2 foi capaz de promover diferentes perfis populacionais de células 

TCD4+ e TCD8+, bem como de suas subpopulações ativadas (CD45RBlow), nos 

diversos sítios estudados. Além disso,  a distribuição de células B nos órgãos linfóides 

e na periferia também variou nos diferentes grupos vacinais.  

 

4.2.4 Determinação dos níveis de citocinas no plasma de animais imunizados 

com pcTPANS1, pcTPANS3 ou pE1D2 

 

Continuamos a investigação nos animias vacinados com relação a determinação 

de citocinas circulantes para averiguar um possível reflexo da resposta imune celular 

induzida peculiarmente pela imunização com os distintos antígenos expressos a partir 

do plasmídeo vetor pcTPA. Observamos que duas semanas após a sgunda dose de 

DNA, os animais vacinados apresentaram uma quantidade muito baixa de citocinas (IL-

12p70, TNF-α, IFN-γ, MCP-1, IL-10 e IL-6) circulantes, com detecção no limite inferior 

das curvas padrão destes analitos. Sendo assim, utilizamos uma abordagem 

subquantitativa onde medimos o aumento percentual  da mediana de intensidade de 

fluorescência (MFI) dos complexos de detecção de citocinas em relação ao branco de 

análise (diluente). Sob esta análise, a maioria das citocinas analisadas (IL-12p70, TNF-

α, IFN-γ, IL-10 e IL-6) não se mostrou diferente em relação ao controle pcTPA, com 

exceção de MCP-1, em que observamos uma tendência de aumento nos animais 

vacinados com pcTPANS3 e pE1D2 em relação ao controle e mesmo aos animais que 

receberam pcTPANS1 (Figura 4.14). 
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Figura 4.14. Análise dos níveis de citocinas em animais imunizados com vacinas de DNA 

que codificam NS1, NS3 ou o ectodomínio da proteína E de DENV2. Grupos de 

camundongos BALB/c (n maior ou igual a 5) foram imunizados por via i.m. com duas doses 

dos plasmídeos pcTPANS1, pcTPANS3 ou pE1D2 com intervalo de duas semanas entre as 

aplicações. Duas semanas após a segunda dose, as citocinas IL-12p70, TNF-α, IFN-γ, MCP-1, 

IL-10 e IL-6 foram medidas no plasma extraído dos animais vacinados mediante técnica de 

CBA. Valores expressos em aumento percentual de mediana da intensidade de florescência 

MFI em relação ao branco (diluente proveniente do kit comercial) segundo a transformação:  

Aumento de MFI % = 1 - (MFIamostra/MFIbranco) x 100 
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4.2.5 Resumo da resposta imune induzida com as vacinas de DNA contra DENV 
 

Para sumarizar as alterações observadas nos animais vacinados com os 

diferentes plasmídeos (pcTPANS1, pcTPANS3 e pE1D2), os dados foram compilados 

de maneira comparativa, sendo exibido na Tabela 4.2.  As comparações foram feitas 

em relação aos animais que foram inoculados com pcTPA (plasmídeo controle). 
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Tabela 4.2. Resumo das alterações da resposta imune induzida pelas vacinas de DNA 

 

   
antígenos 

órgão/sítio parâmetro 
 

NS1 NS3 E 

      
Baço TCD4

+
 

 
= + = 

 
TCD4

+
CD45RB

low
 

 
= +/- ++ 

 
TCD8

+
 

 
+/- + + 

 
TCD8

+
CD45RB

low
 

 
= + ++ 

 
B220

+
 

 
= = - - 

      Sangue TCD4
+
 

 
= - - + 

 
TCD4

+
CD45RB

low
 

 
= + = 

 
TCD8

+
 

 
+/- = + 

 
TCD8

+
CD45RB

low
 

 
= + = 

 
B220

+
 

 
++ ++ - - 

 
IL-12p70 

 
= = = 

 
TNF-α 

 
= = = 

 
IFN-γ 

 
= = = 

 
MCP-1 

 
= +/- +/- 

 
IL-10 

 
= = = 

 
IL-6 

 
= = +/- 

      Linfonodo TCD4
+
 

 
= = = 

 
TCD4

+
CD45RB

low
 

 
= = = 

 
TCD8

+
 

 
= = = 

 
TCD8

+
CD45RB

low
 

 
= = = 

 
B220

+
 

 
= = = 

      Fígado TCD4
+
 

 
= + = 

 
TCD4

+
CD45RB

low
 

 
= +/- = 

 
TCD8

+
 

 
= = = 

 
TCD8

+
CD45RB

low
 

 
+/- +/- = 

 

Legenda: - - redução significativa (p<0,01); - redução significativa (p<0,05); = sem alteração; +/- 

elevação não significativa; + elevação significativa (p<0,05); ++ elevação significativa (p<0,01). 

Os fenótipos celulares são medidos em valores percentuais e as citocínas presentes no sangue 

foram estimadas mediante o aumento de MFI em relação ao branco de análise (vide tópico 

4.2.4). 
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4.3 Resposta imune adaptativa promovida pelo antígeno NS1 de DENV2 

expresso a partir do plasmídeo pcTPANS1  

 

Após a investigação dos efeitos da infecção primária no modelo animal 

empregado, e também tendo conhecido alguns efeitos promovidos pela vacinação com 

os plasmídeos pcTPANS1, pcTPANS3 e pE1D2, o próximo passo seria investigar a 

resposta imune adaptativa induzida por estes antígenos expressos sob essa 

abordagem vacinal. Apesar deste trabalho envolver as três vacinas de DNA 

supracitadas, demos sequência, principalmente, aos estudos com pcTPANS1 devido 

ao fato da proteína NS1 ser bastante intrigante e o seu papel na proteção ou 

patogênese da dengue ainda não está completamente elucidado. Além disso, um maior 

número de experimento foi realizado em paralelo no LABFIV com esta vacina de DNA, 

o que nos possibilita uma melhor correlação de dados. 

Tendo em vista o potencial protetor conferido pela proteína NS1, a resposta 

imune adaptativa induzida por este antígeno foi investigada com ensaios de 

fenotipagem de subpopulações linfocitárias em diversos sítios, ensaios de transferência 

de células, análise da resposta humoral e de citocinas presentes no soro dos animais 

vacinados e desafiados. 

 

4.3.1 Cinética de ativação de células T em resposta à introdução do DENV em 

animais imunizados com pcTPANS1 

 

Com o objetivo de avaliar a sequência cronológica da resposta de diferentes 

subpopulações de linfócitos T dos animais vacinados com pcTPANS1 e desafiados 

com DENV2 realizamos um estudo de cinética, no qual consideramos os dias 0, 1 , 3 , 

5 , 7 e 8-11, após o desafio com DENV2, como pontos para avaliação. Foram feitas 

comparações entre grupos de animais (i) apenas desafiados (grupo DENV); (ii) animais 

que receberam duas doses do plasmídeo controle pcTPA e desafiados  (grupo pcTPA 

+ DENV); e (iii)  animais que receberam duas doses de pcTPANS1 e o desafio com 

DENV (pcTPANS1 + DENV). Em cada ponto abordado no estudo de cinética, amostras 
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de baço e sangue foram coletadas e processadas para imunofenotipagem por 

citometria de fluxo. A ativação de células T foi analisada considerando conjuntamente 

os marcadores de superfície anti-CD3, anti-CD4, anti-CD45RB, anti-CD44 e anti-CD69 

ou anti-CD3, anti-CD8, anti-CD45RB, anti-CD44 e anti-CD69. Durante a análise 

citométrica, foram considerados os eventos contidos apenas na região de linfócitos 

demarcada a partir do gráfico de dipersão sob os parâmetros morfológicos FSC e SSC. 

A análise da ativação de células T baseada na expressão de CD45RB foi procedida 

como descrito anteriormente em 4.1.2. A expressão de CD69 na superfície das células 

T, um marcador de ativação recente, foi considerada em conjunto com a expressão de 

CD44hi, a qual é relacionada com resposta de memória efetora e recirculação de 

células T. Dessa forma, os fenótipos CD44hiCD69+ e CD44hiCD69- foram analisados em 

eventos CD3+CD4+ ou em CD3+CD8+ (Figura 4.15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.15. Estratégia de análise de ativação de células T baseada na expressão de 

CD44 e CD69. Amostras de esplenócitos foram coletadas de camundongos BALB/c em 

diversos pontos em um estudo de cinética da resposta imune adaptativa ao antígeno NS1 

expresso a partir da vacina pcTPANS1. A partir do controle isotipo para cada marcação foram 

definidos quadrantes na representação citométrica de dispersão de pontos (dot plot) CD69 x 

CD44 para identificar as regiões relevantes. Os eventos analisadas foram considerados na 

região de linfócitos e gateados em eventos CD3+CD4+ ou em eventos CD3+CD8+. Duas 

regiões foram criadas onde consideramos os fenótipos CD44hiCD69+(acima) e CD44hiCD69- 

(abaixo). 
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Observamos que no terceiro dia após o desafio com DENV2 houve um aumento 

percentual de esplenócitos com o fenótipo CD3+CD4+ mais marcante nos grupos 

pcTPANS1 + DENV e pcTPA + DENV, sendo este aumento apenas discreto nos 

animais somente desafiados (grupo DENV, Figura 4.14A). Considerando as células 

CD3+CD4+ (TCD4), quanto aos fenótipos de ativação celular, vimos que os percentuais 

de esplenócitos TCD4+CD45RBlow apresentaram um aumento entre o terceiro e o 

quinto dia nos grupos de animais desafiados e não imunizados (DENV e pcTPA + 

DENV), enquanto que existiu um aumento progressivo deste fenótipo no grupo dos 

animais vacinados, com percentuais significativamente mais elevados nos pontos 7 e 

8-11 dias em relação aos outros grupos (Figura 4.14B). O percentual de células TCD4+ 

no baço com o fenótipo CD44hiCD69+ exibiu um padrão semelhante entre os grupos 

estudados, com um aumento logo após o primeiro dia de infecção e redução a partir do 

quinto até o 8º-11º dia, com exceção dos animais vacinados os quais mantiveram 

níveis percentuais mais elevados deste fenótipo nos pontos finais do estudo da 

cinética. Ainda considerando as células TCD4+, o percentual de esplenócitos com o 

fenótipo CD44hiCD69- se manteve numa faixa de aproximadamente 1,5 % a 4 % com 

elevação dramática no sétimo dia após a infecção e retornando aos níveis basais no 

ponto 8-11 dias. Neste caso, não foram observadas diferenças relevantes nos níveis 

percentuais entres os grupos estudados (Fig. 4.16 A). 

 O percentual de células CD3+CD8+ no baço de todos os grupos estudados, 

diminuiu do primeiro ao terceiro dia após a infecção, tendo seus níveis restabelecidos à 

condição inicial a partir do quinto dia da cinética. Neste caso, foi observado que essas 

variações não foram tão dramáticas no grupo DENV com relação aos demais grupos 

(pcTPA + DENV e pcTPANS1 + DENV). Quanto aos fenótipos de ativação avaliados, 

foi visto que de forma análoga às células TCD4+, o percentual de células 

TCD8+CD45RBlow atingiu um pico entre o terceiro e quinto dia após a infecção nos 

grupos dos animais não vacinados (DENV e pcTPA + DENV), sendo estes níveis 

reduzidos aos níveis basais até os pontos finais do estudo da cinética (8-11 dias).  Já 

no grupo dos animais que receberam pcTPANS1 o percentual fenotípico de células 

TCD8+CD45RBlow progrediu desde o início da cinética, atingindo níveis 
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significativamente maiores em relação aos outros grupos a partir do sétimo dia de 

infecção.  Ainda no baço, em todos os grupos estudados as células TCD8+ 

apresentaram níveis basais inferiores a 0,23 % do fenótipo CD44hiCD69+ até o terceiro 

dia de infecção. A partir do quinto dia os percentuais para este fenótipo começaram a 

aumentar formando um pico no sétimo dia, não sendo observada diferença significativa 

entre os grupos. Células TCD8+ com o fenótipo  CD44hiCD69- se mostraram com seus 

percentuais aumentados a partir do primeiro dia após a infecção em todos os grupos 

formando um platô entre aproximadamente 5 % e 9 % até o sétimo dia de infecção. 

Nos pontos finais do estudo da cinética (8-11 dias), a presença deste fenótipo caiu 

dramaticamente no baço dos animais não vacinados (DENV e pcTPA + DENV), 

entretanto, nos animais que receberam a vacina pcTPANS1 esta redução não foi tão 

acentuada se mantendo em níveis significativamente maiores em relação aos demais 

grupos (Fig. 4.16 B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



111 

 

0 1 3 5 7 8-11
60

70

80

90

pcTPANS1 + DENV

pcTPA + DENV

DENV

C
D

3
+
C

D
4

+
 (

%
)

0 1 3 5 7 8-11
0

20

40

60

80

100

****

C
D

4
5
R

B
lo

w
 (

%
)

0 1 3 5 7 8-11
0

10

20

30

*

C
D

4
4

h
i C

D
6
9

+
 (

%
)

0 1 3 5 7 8-11
0

5

10

15

C
D

4
4

h
i C

D
6
9

-
(%

)

0 1 3 5 7 8-11
0

10

20

30

40

pcTPANS1 + DENV

pcTPA + DENV

DENV

C
D

3
+
C

D
8

+
 (

%
)

0 1 3 5 7 8-11
0

10

20

30

***

**

C
D

4
5
R

B
lo

w
 (

%
)

0 1 3 5 7 8-11
0.0

0.5

1.0

1.5

C
D

4
4

h
i C

D
6
9

+
 (

%
)

0 1 3 5 7 8-11
0

5

10

15

*

C
D

4
4

h
i C

D
6
9

-
(%

)

A

B

gate em CD3+CD4+

gate em CD3+CD8+

dias após a infecção

dias após a infecção

dias após a infecção

dias após a infecção

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



112 

 

 

Figura 4.16. Ativação de células T esplênicas em camundongos BALB/c, previamente 

imunizados com pcTPANS1, na infecção com DENV2. Animais BALB/c (n de pelo menos 5 

por grupo) foram previamente imunizados com pcTPANS1 e posteriormente desafiados com 

DENV2. Grupos controles não vacinados ou inoculados com o plasmídeo pcTPA também 

foram submetidos ao desafio. Os baços dos animais foram coletados nos pontos 0, 1, 3, 5, 7 e 

8-11 dias após a infecção e processados para imunofenotipagem por citometria de fluxo 

utilizando os marcadores anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD45RB, anti-CD44 e anti-CD69. 

Valores expressos em mediana do percentual de subpopulações de (A) células TCD4+ e (B) 

células TCD8+. Diferenças significativas entre os grupos no mesmo dia de análise foram 

avaliadas mediante teste não paramétrico de Mann-Whitney com *p<0,05; **p<0,01; e 

***p<0,001. Dados representativos de três experimentos independentes. 
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No sangue, o percentual de células TCD4+ aumentou 24 h após o desafio com 

DENV em todos os grupos decaindo em seguida de forma acentuada nos pontos finais 

da cinética, a exceção do grupo dos animais vacinados, onde uma queda menos 

brusca no valor percentual foi observada, a qual se manteve significativamente maior 

em relação os demais grupos. O percentual fenotípico da subpopulação de células 

TCD4+CD45RBlow presentes na circulação apresentou um aumento embora discreto e 

progressivo até o quinto dia da cinética, a partir do qual, apenas no grupo dos animais 

que receberam pcTPANS1 foi observado um aumento expressivo no percentual destas 

células no sétimo dia após a infecção. Nos pontos finais da cinética (8-11 dias), o 

percentual de células TCD4+CD45RBlow presentes no sangue dos animais vacinados 

decaiu expressivamente, entretanto, ainda manteve-se em níveis significativamente 

mais elevados em relação aos demais grupos não vacinados (Fig. 4.17 A). 

Quanto aos níveis percentuais de células TCD8+ presentes no sangue dos 

grupos experimentais, observamos que no ponto 0 da cinética os animais vacinados 

apresentavam quantidade discretamente maior de células TCD8+ em relação aos 

grupos controles não imunizados. Este valor percentual decaiu 24 h após a infecção 

com DENV, voltando a aumentar após o sétimo dia do estudo, quando se manteve 

maior em relação aos controles. Com relação ao fenótipo de células TCD8+CD45RBlow 

vimos que o grupo dos animais que receberam pcTPANS1 apresentou percentuais 

significativamente maiores destas células, em relação aos controles não imunizados, a 

partir do quinto dia de infecção até os pontos finais do estudo de cinética (Fig. 4.17 B). 

Dessa forma, observamos que no modelo animal empregado, durante a 

resposta imune ao antígeno NS1 expresso a partir da vacina pcTPANS1, células T 

ativadas sob distintos fenótipos podem estar correlacionadas com a resistência contra 

a infecção. 
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Figura 4.17. Ativação de células T sanguíneas em camundongos BALB/c, previamente 

imunizados com pcTPANS1, na infecção com DENV. Análise citométrica de amostras de 

sangue provenientes do estudo de cinética como descrito na legenda da Fig. 4.16. Valores 

expressos em mediana do percentual de subpopulações de (A) células TCD4+ e (B) células 

TCD8+. Diferenças significativas entre os grupos no mesmo dia de análise foram avaliadas 

mediante teste não paramétrico de Mann-Whitney com *p<0,05; **p<0,01; e ***p<0,001. Dados 

representativos de três experimentos independentes. 
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4.3.2 Correlação entre morbidade induzida por DENV e subpopulações de 

células T em camundongos BALB/c previamente imunizados com 

pcTPANS1 

 

Na etapa anterior, traçamos um panorama geral entre fenótipos de ativação de 

células T (CD45RBlow, CD44hiCD69+ e CD44hiCD69-) no curso da infecção com DENV 

no modelo animal empregado. Entretanto, do sétimo dia de infecção em diante, é o 

momento quando começam a ocorrer manifestações de morbidades relacionadas ao 

comprometimento do sistema nervoso central, tais como paralisias e alterações da 

coluna cervical. Sendo assim, procedemos com uma abordagem analítica visando 

correlacionar esta manifestação clínica em decorrência da infecção com o fenótipo de 

células T, induzido ou não pela imunização com pcTPANS1. Para isso, novos 

experimentos foram efetuados considerando amostras provenientes de diversos sítios 

(baço, sangue, fígado e cérebro) a partir do sétimo dia de infecção. No momento do 

sacrifício os animais foram classificados entre (i) sintomáticos (camundongos não 

vacinados portando paralisia uni ou bilateral dos membros posteriores e/ou alterações 

da coluna cervical); (ii) não sintomáticos (camundongos não vacinados sem qualquer 

sintoma aparente); (iii) vacinados (animais que receberam a vacina pcTPANS1e não 

apresentam morbidade). O grupo de animais não vacinados incluiu os camundongos 

não imunizados e os que receberam somente o plasmídeo controle pcTPA. 

Após esta compilação, vimos que o baço dos animais vacinados com pcTPANS1 

apresentou quantidade percentual maior de células TCD4+ e suas subpopulações 

ativadas (CD45RBlow, CD44hiCD69+ e CD44hiCD69-) em relação aos animais 

portadores de sintomatologia (Figura 4.18 A). Em contrapartida, o tecido esplênico dos 

animais sintomáticos apresentou percentual maior de células TCD8+ em comparação 

aos animais vacinados. Apesar desta maior quantidade de células TCD8+, observamos 

que neste grupo os percentuais fenotípicos das subpopulações TCD8+CD45RBlow e 

TCD8+CD44hiCD69- mostraram-se mais reduzidos quando comparados aos animais 

vacinados (Figura 4.18 B). Vale ressaltar que em algumas situações, o grupo de 

animais não vacinados que não apresentavam sintomas aparentes mostrou um 
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comportamento fenotópico mais próximo ao do grupo dos animais vacinados, como no 

caso das células TCD4+CD45RBlow, TCD8+CD45RBlow e TCD8+CD44hiCD69-, cujos 

percentuais se mantiveram maiores em relação aos animais que apresentavam 

sintomatologia, apesar de mais baixos em relação ao detectado nos camundongos 

vacinados, exceto para o fenótipo  TCD8+CD44hiCD69- (Figura 4.18 A e B). 
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Figura 4.18. Correlação entre a manifestação de morbidade e fenótipos de células T 

presentes no baço de animais imunizados ou não com pcTPANS1. Esplenócitos isolados 

de camundongos BALB/c imunizados ou não com pcTPANS1 desafiados com DENV2 foram 

imunofenotipados por citometria de fluxo e correlacionados com a morbidade dos animais. 

Amostras foram coletadas a partir do sétimo dia de infecção, a partir do qual se iniciam os 

sintomas de comprometimento do SNC. Valores expressos em percentuais com mediana. 

Diferenças significativas entre os grupos foram avaliadas mediante teste não paramétrico de 

Mann-Whitney com *p<0,05; **p<0,01; e ***p<0,001. Dados representativos de dois 

experimentos independentes (naïve n=5; vacinados n=9; não vacinados assintomáticos n=11; 

não vacinados sintomáticos n=16). 
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No sangue, observamos que o percentual de células TCD4+ nos animais 

protegidos pela vacina pcTPANS1 não diferiu estatisticamente em relação aos grupos 

não vacinados (DENV e pcTPA + DENV), entretanto, dentre os animais não vacinados, 

aqueles que apresentaram sintomatologia mostraram menor percentual desta 

população linfocitária. Para o percentual do subgrupo de células TCD4+CD45RBlow, 

observamos um comportamento semelhante ao ocorrido no tecido esplênico, onde os 

animais vacinados apresentaram quantidades dramaticamente maiores deste fenótipo 

em relação aos portadores de sintomas, enquanto que nos animais não vacinados e 

assintomáticos esse aumento se deu de maneira menos dramática (Figura 4.19 A). 

Observamos também que os animais protegidos pela vacina pcTPANS1 apresentam 

percentuais de células TCD8+ e TCD8+CD45RBlow relevantemente maiores em relação 

aos grupos não vacinados (sintomáticos ou não) (Figura 4.19 B). 
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Figura 4.19. Correlação entre a manifestação de morbidade e fenótipos de células T 

presentes no sangue de animais imunizados ou não com pcTPANS1. Amostras de sangue 

de camundongos BALB/c imunizados ou não com pcTPANS1 e desafiados com DENV2 foram 

imunofenotipados por citometria de fluxo e correlacionados com a morbidade dos animais. 

Amostras foram coletadas a partir do sétimo dia de infecção, a partir do qual se iniciam os 

sintomas de comprometimento do SNC. Valores expressos em percentuais com mediana. 

Diferenças significativas entre os grupos foram avaliadas mediante teste não paramétrico de 

Mann-Whitney com *p<0,05; **p<0,01; e ***p<0,001. Dados representativos de dois 

experimentos independentes (naïve n=5; vacinados n=9; não vacinados assintomáticos n=9; 

não vacinados sintomáticos n=16). 
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Na avaliação do tecido hepático considerando a abordagem de correlação entre 

as populações linfocitárias e o estado sintomatológico dos animais estudados, 

investigamos populações de células T com fenótipos CD44hiCD69+ e CD44hiCD69-. Os 

animais vacinados com pcTPANS1 exibiram níveis percentuais de células TCD4+ 

semelhantes aos animais não vacinados e sintomáticos, entretanto, os animais não 

vacinados e assintomáticos foram os que apresentaram os maiores de níveis destas 

células. O percentual do fenótipo TCD4+CD44hiCD69+ também se mostrou maior nos 

animais não vacinados e assintomáticos em relação aos demais grupos, porém, os 

níveis de TCD4+CD44hiCD69- se mostraram aumentados no tecido hepático dos 

animais vacinados em relação aos animais que não foram imunizados (sintomáticos ou 

não) (Figura 4.20 A). Quanto ao percentual de células TCD8+ neste órgão, não 

encontramos variações entre os grupos vacinados ou não vacinados após o desafio 

com DENV, entretanto, o valor percentual referente ao fenótipo TCD8+CD44hiCD69- dos 

grupos desafiados foi significativamente inferior ao detectado nos animais naïve, sendo 

que os animais sintomáticos mantiveram níveis ainda menores para este fenótipo do 

que os assintomáticos. O percentual de células TCD8+CD44hiCD69+ não diferiu 

significativamente entre os grupos, porém, os animais assintomáticos que não 

receberam a vacina pcTPANS1 apresentaram níveis maiores desta subpopulação 

linfocitária. 
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Figura 4.20. Correlação entre a manifestação de morbidade e fenótipos de células T 

presentes no fígado de animais imunizados ou não com pcTPANS1. Linfócitos isolados do 

fígado (por gradiente de densidade) de camundongos BALB/c imunizados ou não com 

pcTPANS1 desafiados com DENV2 foram imunofenotipados por citometria de fluxo e 

correlacionados com a morbidade dos animais. Amostras foram coletadas a partir do sétimo 

dia de infecção, a partir do qual se iniciam o surgimento dos sintomas de comprometimento do 

SNC. Valores expressos em percentuais com mediana. Diferenças significativas entre os 

grupos foram avaliadas mediante teste não paramétrico de Mann-Whitney com *p<0,05; 

**p<0,01; e ***p<0,001. Dados representativos de dois experimentos independentes (naïve 

n=7; vacinados n=14; não vacinados assintomáticos n=11; não vacinados sintomáticos n=22). 
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Um protocolo de isolamento de linfócitos provenientes de amostras de cérebro 

foi executado, de modo semelhante ao descrito no item 4.1.4, para investigar a 

presença de infiltrado celular no órgão após a infecção. Por citometria de fluxo, 

identificamos a presença significativa de infiltrado linfocitário (caracterizado pela 

morfologia e pela expressão de CD4 ou CD8) no período de 8-11 dias após o desafio 

com DENV. Nas amostras cerebrais provenientes dos animais não desafiados (naïve) 

ou dos animais sacrificados três dias após a infecção não foi possível detectar a 

presença destas células (Figura 4.21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.21. Infiltrado celular isolado a partir do cérebro de camundongos BALB/c 

vacinados ou não com pcTPANS1 após o desafio com DENV2. (A) Representação 

citométrica de dispersão de pontos com parâmetros morfológicos (FSC e SSC) exibindo 

linfócitos isolados do cérebro de camundongos BALB/c imunizados ou não com pcTPANS1 e 

desafiados com DENV2. (B) Quantificação do infiltrado celular obtido a partir dos cérebros de 

camundongos infectados. Amostras de animais não vacinados coletadas no período de 8-11 

dias após a infecção são provenientes de animais com morbidades relacionadas ao 

comprometimento do SNC. Valores expressos em percentuais com mediana. Diferenças 

significativas entre os grupos foram avaliadas mediante teste não paramétrico de Mann-

Whitney utilizando o grupo não infectado (naïve) como referência. *p<0,05. 
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Nesta análise, em apenas 2/6 animais para cada grupo (vacinados e não 

vacinados) conseguimos quantidade suficiente de eventos para investigar o possível 

envolvimento de células T efetoras induzidas pela imunização, considerando os 

marcadores anti-CD4, anti-CD8, anti-CD45RB, anti-CD44 e anti-CD62L. Durante a 

análise citométrica, consideramos os eventos compreendidos na região de linfócitos 

(Figura 4.21 A) para delimitar células CD4+ e CD8+. A abordagem de análise do 

fenótipo efetor CD44hiCD62L- procedeu-se como em 4.1.3, e neste caso, como foi 

possível identificar um pico bem definido para o fenótipo CD45RBlow nas populações de 

células T, posicionamos o marcador analítico de maneira convencional (Figura 4.22).  
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Figura 4.22. Estratégia de análise citométrica para infiltrados linfocitários cerebrais 

provenientes de camundongos BALB/c imunizados ou não com pcTPANS1. 

Considerando a região de linfócitos anteriormente citada como mostra a figura 4.21, os 

eventos CD4+ e CD8+ foram demarcados. Eventos CD45RBlow foram analisados considerando 

os eventos CD4+ ou CD8+ e, subsequentemente, os eventos compreendidos nestas regiões 

(CD4+CD45RBlow ou CD8+CD45RBlow) foram avaliados quanto ao fenótipo efetor CD44hiCD62L-

.  
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Foi observado que os animais vacinados apresentaram percentuais maiores de 

células CD4+ e CD8+ nestes infiltrados em relação aos animais desafiados que não 

receberam a imunização com DNA (todos com sintomas de comprometimento do 

SNC). Também foi constatado que o percentual de células CD8+CD45RBlow e 

CD8+CD45RBlowCD44hiCD62L- se mostrou maior nos animais vacinados em relação 

aos não vacinados. Os animais vacinados também apresentaram quantidades 

percentuais maiores de células CD4+CD45RBlow nos infiltrados, entretanto, o percentual 

fenotípico de células CD4+CD45RBlowCD44hiCD62L- não diferiu entre os grupos (Figura 

4.23 A e B). 

Sendo assim, constatamos que não apenas a resposta imune adaptativa 

promovida pelo antígeno NS1 expresso a partir da vacina pcTPANS1 é capaz de 

induzir evidente ativação de células T frente os fenótipos abordados (CD45RBlow, 

CD44hiCD69+, CD44hiCD69- e CD44hiCD62L-), mas também, esta parece atuar 

localmente, podendo estar diretamente correlacionada com a resistência à infecção e 

ao surgimento dos sintomas de comprometimento do SNC. 
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Figura 4.23. Fenotipagem de células T presentes no cérebro de animais imunizados ou 

não com pcTPANS1. Linfócitos isolados do cérebro de camundongos BALB/c imunizados ou 

não com pcTPANS1 desafiados com DENV2 foram imunofenotipados por citometria de fluxo. 

Subpopulações de células CD4+ (CD4+CD45RBlow e CD4+CD45RBlowCD44hiCD62L-) (A) ou 

CD8+  (CD4+CD45RBlow e CD4+CD45RBlowCD44hiCD62L-) (B) presentes nos infiltrados. 

Amostras foram coletadas entre 8 e 11 dias a partir da infecção. Camundongos não vacinados 

representam animais com morbidades relacionadas ao comprometimento do SNC tais como 

paralisias e alterações da coluna cervical. Valores expressos em percentuais com mediana. 
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4.3.3 Migração e proliferação linfocitária induzida na resposta imune adaptativa 

ao antígeno NS1 

 

Para aprofundar a investigação da participação de células T na resposta imune 

adaptativa induzida pela imunização com pcTPANS1, foi realizado um ensaio de 

transferência de células utilizando CFSE para avaliar migração e proliferação 

linfocitária pós-desafio induzidas pela vacinação. Para isto, esplenócitos de 

camundongos BALB/c não vacinados ou vacinados com pcTPANS1 (duas doses por 

via i.m. com intervalo de duas semanas) foram submetidos a um procedimento de 

enriquecimento de células T e posteriormente marcados com CFSE. A suspensão 

celular resultante foi introduzida em outros grupos de camundongos BALB/c pela via 

i.v. após quatro dias de infecção com DENV2. Dessa forma, o grupo que recebeu as 

células isoladas dos animais vacinados foi referido como grupo DENV CFSEvac e o 

grupo controle que recebeu os esplenócitos isolados a partir de animais não vacinados 

foi denominado grupo DENV CFSEnão vac. Três dias após o inóculo da suspensão 

celular (total de sete dias de infecção) os animais recipientes foram sacrificados e o 

baço, sangue, fígado, cérebro e medula óssea (femoral) foram processados em pool 

para análise citométrica utilizando conjuntamente anticorpos anti-CD4 e anti-CD8. 

O processamento do inóculo (enriquecimento e marcação com CFSE) foi 

averiguado por citometria de fluxo utilizando (i) anti-CD3, anti-CD4 e anti-CD8 antes da 

marcação com CFSE; e (ii) anti-CD4 e anti-CD8 após marcação com CFSE. Nos 

esplenócitos obtidos de animais não vacinados ou que receberam pcTPANS1 (amostra 

bruta), após procedimento de enriquecimento em coluna de lã de nylon para retirada de 

células B, foi observado um aumento médio de 84,7 % das células CD3+, com 

acréscimos médios de 83 % de células CD8+ e de 73 % de CD4+ (Figura 4.24 A e B). 

As células marcadas com CFSE (inóculo final) apresentaram média de 12,6 % e 55,6 

% de células CD8+ e CD4+, respectivamente (Figura 4.24 C). 
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Figura 4.24. Avaliação das amostras marcadas com CFSE utilizadas na transferência de 

células. Pool de esplenócitos obtidos de camundongos BALB/c (n = 5 por grupo) não 

estimulados (naïves) ou vacinados com pcTPANS1 (duas doses por via i.m.) foram submetidos 

ao enriquecimento de células T mediante processamento em coluna de lã de nylon. Análises 

citométricas foram efetuadas antes (amostra bruta) e depois do enriquecimento utilizando os 

marcadores anti-CD3, anti-CD4 e anti-CD8, conjuntamente. Em seguida as suspensões 

enriquecidas de células T foram marcadas com CFSE e também avaliadas por citometria 

utilizando em conjunto anti-CD4 e anti-CD8. A figura representa as suspensões de 

esplenócitos (obtidos de animais naïves ou vacinados com pcTPANS1) na forma de 

histograma evidenciando o percentual de células CD3+, e na forma de dot plot mostrando os 

eventos CD4+ e CD8+ (A) antes e (B) depois do processo de enriquecimento. Em C são 

evidenciadas características (alta intensidade de florescência do CFSE e percentuais de CD4+ 

e CD8+) das suspensões enriquecidas após o procedimento de marcação utilizadas para a 

transferência de células.  
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A Figura 4.25 exibe os aspectos populacionais das amostras oriundas dos 

animais recipientes após o processamento e análise por citometria de fluxo nos 

diferentes sítios (baço, sangue, fígado, cérebro e medula óssea femoral). A coluna A 

mostra uma região mãe R1 situada em parâmetros morfológicos (FSC x SSC) 

contendo os eventos considerados na análise. A coluna B exibe uma região contendo 

os eventos CFSE+ recuperados, enquanto que na coluna C está representada uma 

região considerada de proliferação (CFSElow). Em D é exibido o percentual de célula T 

(CD4+ ou CD8+) contidas na região de proliferação quando a leitura foi possível. 

Com exceção do fígado, em todos os outros sítios avaliados (baço, sangue, 

cérebro e medula óssea) do grupo DENV CFSEvac foi possível recuperar um percentual 

maior do inoculo de células CFSE+, quando comparado ao percentual recuperado no 

grupo controle DENV CFSEnão vac (coluna B). No baço dos animais DENV CFSEvac, foi 

observado 5,09 % de células CFSE+ enquanto que no grupo  DENV CFSEnão vac foi 

encontrado 2,91 %. Considerando os eventos CFSE+ recuperados neste órgão, 5,10 % 

sofreu proliferação no grupo DENV CFSEvac, sendo este representado por células CD4+ 

e CD8+, enquanto que no grupo controle DENV CFSEnão vac foi encontrado menor 

percentual de proliferação (3,30 %) representado somente por células CD4+, não sendo 

detectadas células CD8+. 

Na circulação sanguínea, aproximadamente o dobro de células CFSE+ foi 

recuperado no grupo DENV CFSEvac em relação ao grupo DENV CFSEnão vac. Dentre 

as células CFSE+, no grupo DENV CFSEvac 4,02 % passaram por processo de 

proliferação (51,2 % CD4+ e 10,7 % CD8+) enquanto que no grupo controle foi 

observada uma quantidade ínfima de eventos CFSElow (0,25 %). 

A partir do tecido hepático dos recipientes, foi recuperada uma quantidade maior 

de células CFSE+ (2,09 %) no grupo DENV CFSEnão vac em relação ao grupo DENV 

CFSEvac (0,45 %). Apesar desta discrepância, no grupo DENV CFSEvac observou-se 

23,1 % (28,9 % CD4+ e 8,89 % CD8+) de células que passaram por processo de 

proliferação (CFSElow) enquanto que apenas 1,25 % (42,6 % CD4+ e 1,85 % CD8+) foi 

detectado no grupo controle. 
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No cérebro, foi observado 1,92 % de células CFSE+ recuperadas a partir do 

grupo DENV CFSEvac, em contraste com 0,53 % no grupo DENV CFSEnão vac. Neste 

órgão, em nenhum dos grupos foi evidenciada população CFSElow. 

No lavado medular femoral dos animais recipientes, foi encontrado 0,45 % de 

células CFSE+ no grupo DENV CFSEvac, enquanto que apenas 0,23 % foi detectado 

nos animais do grupo DENV CFSEnão vac. Somente no grupo DENV CFSEvac foi 

evidenciada população CFSElow, sendo apenas a minoria dela representada por 

eventos CD4+ (8.51%) e CD8+ (4,26 %) (Figura 4.25). 

Desta forma, o ensaio de transferência de células evidenciou de uma maneira 

alternativa a participação de células T na resposta imune adaptativa ao antígeno NS1 

expresso a partir da vacina pcTPANS1 através da indução de proliferação e 

direcionamento de clones, provavelmente específicos, à periferia. Além disso, o ensaio 

também caracterizou a participação precoce de células CD4+ no tecido esplênico em 

uma resposta primária à infecção com DENV2, quando analisamos as células 

provenientes de animais não vacinados. 
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Figura 4.25. Ensaio de migração e proliferação linfocitária em decorrência do estímulo 

com pcTPANS1 frente ao desafio com DENV. Esplenócitos obtidos de camundongos 

BALB/c não vacinados (n=5) ou vacinados com pcTPANS1 (n=5) foram submetidos ao 

enriquecimento de células T e posteriormente marcados com CFSE. Em seguida estas 

suspensões celulares (inoculo) foram transferidas para outros camundongos BALB/c (n=5 por 

grupo) os quais haviam sido desafiados com DENV2 por via i.c. com quatro dias de 

antecedência. Três dias após a transferência de células (total de sete dias de infecção), os 

animais foram sacrificados e o baço, sangue, fígado, cérebro e medula óssea femoral foram 

analisados, em pool, por citometria quanto à presença de células CFSE+, sendo neste 

momento feita marcação adicional com anti-CD4 e anti-CD8. (A) Representação em densidade 

de dispersão de pontos (density plot) dos eventos totais dos diversos sítios estudados, 

evidenciando a região mãe de análise (R1) demarcada sob parâmetros morfológicos de 

tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). (B) Perfil de dispersão de pontos (dot plot) dos eventos 

compreendidos em R1 onde se exibe uma região (CFSE+), que representa as células 

recuperadas a partir da suspensão celular utilizada na transferência, indicando: o percentual 

de células CSFE+ e o percentual de eventos CD4+ e CD8+ compreendidos nos eventos CFSE+. 

Esta representação foi normalizada pra 50000 eventos no baço e sangue e 10000 eventos 

para os demais sítios (fígado, cérebro e medula femoral). (C) Histograma citométrico 

considerando os eventos CFSE+ evidenciando uma região CFSElow (região de proliferação) 

com valores percentuais. (D) Avaliação de células CD4+ e CD8+, com valores percentuais, na 

região de proliferação quando a leitura foi possível. DENV CFSEvac – grupo desafiado com 

DENV que recebeu suspensão de esplenócitos provenientes de animais vacinados com 

pcTPANS1 enriquecida de células T e marcada com CFSE; DENV CFSEnão vac – grupo 

desafiado com DENV que recebeu suspensão de esplenócitos provenientes de animais não 

vacinados enriquecida de células T e marcada com CFSE (grupo controle). 
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4.3.4 Perfil de citocinas induzido na resposta imune adaptativa ao antígeno NS1 

 

Seguindo a abordagem de comparação entre os grupos sintomáticos e 

assintomáticos após o desafio com DENV2 por via i.c. (com o foco a partir do sétimo 

dia de infecção), foi investigada a participação de citocinas relacionadas à inflamação 

(IFN-γ, TNF-α, IL-12p70, MCP-1, IL-10 e IL-6) presentes no soro dos camundongos 

vacinados ou não com pcTPANS1. Não foram detectadas diferenças significativas 

entre os níveis destas citocinas presentes entre amostras de animais não vacinados, 

com ou sem os sinais clínicos da infecção. De um modo geral, os animais vacinados e 

desafiados apresentaram níveis das citocinas estudadas semelhantes aos detectados 

nos animais controles não infectados, exceto para IL-12p70. Por outro lado, os animais 

infectados não imunizados com pcTPANS1 apresentaram níveis aumentados de IL-

12p70, TNF-α, IFN-γ, MCP-1 e IL-10 em relação ao grupo controle não infectado 

(camundongos naïve). Desta forma, durante a resposta imune estimulada pelo 

antígeno NS1 expresso a partir da vacina pcTPANS1, observamos que, de uma 

maneira geral, os níveis plasmáticos de citocinas relacionadas à inflamação são 

inferiores em relação aos animais desprotegidos. 
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Figura 4.26. Perfil de citocinas circulantes em camundongos imunizados ou não com 

pcTPANS1 após desafio com DENV. Amostras de plasma de camundongos BALB/c 

vacinados ou não com pcTPANS1 por via i.m. e posteriormente infectados com DENV2 por via 

i.c., foram coletadas a partir do sétimo dia de infecção e testadas quanto à presença de IL-

12p70, TNF-α, IFN-γ, MCP-1, IL-10 e IL-6. A quantificação foi feita mediante técnica multiplex 

de detecção CBA (cytometric bead array). Valores representados individualmente em pg/mL 

com mediana. Asterísticos representam diferença significativa entre os grupos, utilizando teste 

não paramétrico de Mann-Whitney (*p<0,05; **p < 0,01;). 
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4.3.5 Investigação da vertente humoral na imunidade adaptativa ao antígeno NS1 

induzida pela vacina pcTPANS1 

 

A resposta imune humoral promovida pela vacinação com pcTPANS1 foi 

investigada no curso da infecção com DENV2 mediante fenotipagem utilizando o 

marcador B220 (CD45R), e pela detecção de anticorpos séricos IgG anti-NS1. O 

marcador B220 é uma das isoformas do CD45 que é expresso predominantemente na 

superfície dos linfócitos B em vários estágios de diferenciação e, dentre outras 

moléculas, é amplamente utilizado como um marcador de célula B. Grupos de 

camundongos BALB/c foram imunizados ou não com a vacina pcTPANS1, sendo 

também utilizado um grupo controle no qual foi inoculado o plasmídeo pcTPA. Todos 

os grupos foram desafiados com DENV2 por via i.c. e nos dias 0, 1, 3, 5, 7 e 8-11 o 

baço e o sangue dos animais foram processados para ensaios de citometria de fluxo 

utilizando o marcador anti-B220. 

Nas amostras de baço não foram detectadas diferenças significativas no 

percentual de células B220+ ao longo da cinética da infecção. Por outro lado, 

observamos que no dia seguinte após a introdução do vírus, houve redução do 

percentual deste fenótipo nas amostras de sangue em todos os grupos, sendo que o 

nível destas células voltou a aumentar entre o terceiro e quinto dia após a infecção nos 

grupos não vacinados (DENV e pcTPA + DENV). Os animais vacinados apenas 

apresentaram os percentuais destas células aumentados no sangue a partir do sétimo 

dia de infecção, mantendo esses níveis mais elevados em comparação aos outros 

grupos até o final do experimento (Figura 4.27 A). 

A partir do sétimo dia de infecção, momento quando se inicia o aparecimento de 

morbidades, os dados foram separados em grupos de animais sintomáticos e 

assintomáticos para verificar uma associação entre o percentual e células B220+ nos 

tecidos estudados e a condição clínica do animal. Após esta compilação, foi observado 

que no baço, o percentual de células B220+ no grupo dos animais vacinados foi 

significativamente maior em relação ao observado nos animais não vacinados que 

apresentaram os sintomas. Vale ressaltar que os animais não vacinados 
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assintomáticos também apresentaram percentuais esplênicos de células B220+ 

significativamente maiores em relação aos animais sintomáticos. Na circulação 

sanguínea, o percentual de células B220+ se mostrou significativamente maior em 

relação aos animais não vacinados, sintomáticos ou não (Figura 4.27 B). 

A determinação de anticorpos IgG anti-NS1 no plasma dos animais vacinados 

ou não, foi feita nos pontos 0, 3 e 8-11 após o desafio com DENV2 por via i.c. Como 

esperado, somente os animais apenas vacinados com pcTPANS1 (antes do desafio) 

apresentaram títulos de anticorpos IgG anti-NS1 (aproximadamente 1/2000). Três dias 

após o desafio, estes níveis aumentaram para aproximadamente 1/5000 e no período 

de 8-11 dias após a infecção foi detectado um aumento dos títulos de 

aproximadamente 6x do observado no terceiro dia. Já nos animais apenas desafiados, 

não foi possível detectar anticorpos anti-NS1 no terceiro dia após a infecção, porém 

níveis discretos (aproximadamente 1/700) destes anticorpos foram observados no 

período de 8-11 dias após a infecção (Figura 4.27 C). 

Em suma, observamos a participação da resposta humoral induzida pela 

vacinação com pcTPANS1 com uma rápida amplificação da produção de anticorpos 

característica da imunidade adaptativa, corroborando com os percentuais aumentados 

de células B220+ no baço e no sangue em relação aos animais desprotegidos. 
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Figura 4.27. Participação da resposta humoral em camundongos BALB/c na imunidade 

adaptativa induzida pelo antígeno NS1. (A) Animais BALB/c foram previamente imunizados 

com pcTPANS1 e posteriormente desafiados com DENV2. Grupos controles não vacinados ou 

inoculados com o plasmídeo pcTPA também foram submetidos ao desafio. O baço e o sangue 

dos animais foram coletados nos pontos 0, 1, 3, 5, 7 e 8-11 dias após a infecção e 

processados para imunofenotipagem por citometria de fluxo, utilizando o marcador anti-B220. 

Valores expressos em mediana do percentual populacional. (B) Correlacão dos percentuais de 

células B220+ no baço e no sangue dos grupos estudados com a condição clínica dos animais 

induzida após infecção. Amostras foram analisadas após o sétimo dia de infecção, a partir do 

qual se iniciam os sintomas de comprometimento do SNC. (C) Ensaio de ELISA para 

anticorpos IgG anti-NS1 nas amostras de plasma obtidas dos animais infectados, exibindo 

títulos individuais. d.a.i. = dias após a infecção. Diferenças significativas entre os grupos foram 

avaliadas mediante teste não paramétrico de Mann-Whitney com *p<0,05 e **p<0,01. 
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4.3.6 Resposta imune adaptativa protetora anti-dengue envolve expressão 

diferenciada de B220 em células do sangue 

 

Durante os experimentos de imunofenotipagem utilizando o marcador anti-B220, 

observamos que em algumas amostras de sangue obtidas no período de 7-11 dias 

após a infecção com DENV2 existia uma pequena população com maior expressão de 

B220 (B220hi) (Figura 4.28 A). Ao averiguar as características morfológicas desta 

população com relação aos outros tipos celulares presentes na amostra (backgating), 

foi constatado que grande parte destas células se concentrava em uma posição de 

maior complexidade interna, compreendendo uma região bem definida sob os 

parâmetros SSC x FSC (R1), e apenas um pequeno percentual se encontrava na 

região convencional de linfócitos (R2) (Figura 4.28 B). 
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Figura 4.28. Características morfológicas da população B220hi caracterizada no sangue 

de camundongos BALB/c. Amostras de sangue de camundongos BALB/c vacinados ou não 

com pcTPANS1 coletadas a partir do sétimo dia de infecção com DENV2 foram preparadas 

para análise citométrica utilizando marcador anti-B220. (A) Representações em histogramas 

exibindo uma população B220hi em uma amostra de animal não imunizado ou vacinado com 

pcTPANS1 e desafiado com DENV2. (B) Representação em dispersão de pontos de 

parâmetros morfológicos (FSC x SSC) exibindo as regiões R1 e R2 onde se concentram os 

eventos B220hi (backgating). As amostras dos quatro animais representados foram 

processadas e lidas no citômetro de fluxo no mesmo dia de experimento sob as mesmas 

condições. 
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Devido à diferenciada complexidade interna (com base no parâmetro SSC) 

desta população identificada, os percentuais relativos de B220hi
ag (população B220hi de 

alta granulosidade) foram medidos em representação de dispersão de pontos sob os 

parâmetros SSC e B220 (Figura 4.29 A). Foi observado que os animais que não 

apresentavam sintomas da infecção possuíam níveis percentuais sanguíneos maiores 

destas células em relação aos que apresentavam morbidade. O percentual médio de 

células B220hi
ag nos camundongos protegidos pela vacinação com pcTPANS1 ou não 

vacinados sem os sintomas clínicos (10 %) foi aproximadamente 2 vezes maior em 

relação ao observado nos animais desprotegidos e sintomáticos (5 %). O grupo 

controle não estimulado (naïve) apresentou níveis basais entre 1 % e 2 % destas 

células no sangue (Figura 4.29 B). Este fato nos chamou atenção para um possível 

correlato de proteção preservado pela imunização com pcTPANS1. 
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Figura 4.29. Relação entre células B220hi presentes no sangue e a morbidade induzida 

em camundongos BALB/c após desafio com DENV. Amostras de sangue de camundongos 

BALB/c vacinados ou não com pcTPANS1 coletadas a partir do sétimo dia de infecção com 

DENV2 foram preparadas para análise citométrica utilizando marcador anti-B220. (A) 

Representações em dispersão de pontos evidenciando a população B220hi de alta 

granulosidade (B220hi
ag) nos grupos abordados. Valores representam percentual de eventos 

na região assinalada. (B) Percentuais de células B220hi
ag com mediana após segregação dos 

animais sintomáticos e assintomáticos. Diferenças significativas entre os grupos foram 

avaliadas mediante teste não paramétrico de Mann-Whitney com *p<0,05; **p<0,01 e 

***p<0,001. 
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4.3.7 Células B220hi permanecem no sangue de camundongos BALB/c 

imunizados com pcTPANS1 após a infecção e constituem uma população 

heterogênea segundo expressão de CD19 e CD49b 

 

Um novo experimento foi executado com a finalidade de investigar a 

permanência das células B220hi nos animais protegidos pela vacina pcTPANS1, bem 

como para tentar definir um fenótipo característico destas células. Para isto, 

camundongos BALB/c (n = 6) foram vacinados com pcTPANS1 segundo o protocolo 

padrão, desafiados com DENV2 por via i.c. e sacrificados 21 dias após a infecção. 

Amostras de sangue periférico dos animais foram coletadas e preparadas para análise 

citométrica, utilizando conjuntamente os marcadores anti-B220, anti-CD19, anti-CD11c 

e anti-CD49b. Esses marcadores foram selecionados com o intuito de identificar 

fenótipos relacionados às células B ou células dendríticas. Vale ressaltar que no 

momento do sacrifício os animais estudados não apresentavam nenhum efeito 

aparente em decorrência do desafio viral. Com relação à morfologia, todas as amostras 

dos animais estudados apresentaram aspectos convencionais considerando tamanho e 

complexidade interna a partir dos quais definimos uma região mãe de análise (R1) 

(Figura 4.30 A). Em todas as amostras foi observada a presença da população B220hi, 

entretanto, com uma definição maior do que detectada 7-11 dias após a infecção, 

sendo esta claramente destacada da população B220+ convencional (Figura 4.30 B). 

Como estas populações celulares se apresentaram em grupos bem definidos com 

relação a diferenças na complexidade interna, continuamos a investigação delimitando 

regiões B220hi
ag, B220hi

bg, B220low
ag e B220low

bg na representação em dispersão de 

pontos SSC x B220, sendo “ag” para populações de alta granulosidade e “bg” para 

populações de baixa granulosidade (Figura 4.30 C). 
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Figura 4.30. Pesquisa de células B220hi em longo prazo após o desafio com DENV em 

animais vacinados com pcTPANS1. Camundongos BALB/c (n=6) imunizados com 

pcTPANS1 e desafiados com DENV2 por via i.c., foram testados quanto a presença de células 

B220hi na circulação 21 dias após a infecção mediante citometria de fluxo. (A) Representação 

em dispersão de pontos SSC x FSC de uma amostra de sangue exibindo a região mãe 

considerada (R1) ne análise. (B) Representação de disperção de pontos SSC x B220 dos 

eventos contidos em R1, onde se evidencia a presença da população B220hi bem destacada 

das células B220+ convencionais. Análise individual dos seis animais. (C) Populações 

B220hi
ag, B220hi

bg, B220low
ag e B220low

bg consideradas para as comparações fenotípicas. ag = 

alta granulosidade; bg = baixa granulosidade.  
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Para cada região considerada (B220hi
ag, B220hi

bg, B220low
ag e B220low

bg), foi 

avaliada a expressão dos marcadores de superfície CD19, CD11c e CD49b, sendo 

identificado um perfil diferenciado entre elas. Foi observado que CD19 foi altamente 

expresso em todas as populações consideradas, com exceção das células B220 low
ag, 

que se mostraram heterogêneas quanto à presença deste marcador na superfície. A 

expressão de CD11c foi marginal em todas as populações estudadas. Quanto ao 

marcador CD49b, foi visto uma considerável expressão nas populações de alta 

granulosidade (B220hi
ag e B220low

ag), enquanto que as células B220hi
bg e B220low

bg se 

mostraram, em sua grande maioria, negativas para este marcador de superfície (Figura 

4.31). 
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Figura 4.31. Perfis fenotípicos das populações B220+ quanto à expressão de CD19, 

CD11c e CD49b em animais vacinados e analisados 21 dias após infecção com DENV. 

Amostras de sangue provenientes de camundongos BALB/c (n=6) vacinados com pcTPANS1 

e desafiados com DENV2 foram imunofenotipadas utilizando os marcadores anti-B220, anti-

CD19, anti-CD11c e anti-CD49b, conjuntamente. As subpopulações foram consideradas para 

análises como células B220+ (A) B220low
ag, (B) B220hi

ag, (C) B220low
bg e (D) B220hi

bg, cada uma 

representada no gráfico de dispersão de pontos SSC x B220 circundadas em vermelho com 

gate em R1 (conforme Figura 4.30). Estas células foram analisadas quanto à expressão de 

CD19, CD11c e CD49b na sua superfície. A análise qualitativa é exibida individualmente. 

Histogramas azuis – isotipo controle; histogramas vermelhos – marcador analítico. 
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Tendo em vista estas características fenotípicas, no próximo passo foi avaliada a 

co-expressão de CD19 e CD49b nas populações B220+ consideradas (B220hi
ag, 

B220hi
bg, B220low

ag e B220low
bg). Como esperado, foi observado que as populações 

B220+ de baixa granulosidade (B220hi
bg e B220low

bg) apresentavam predominância do 

fenótipo CD19+CD49b-. O subgrupo de células B220low
ag foi o mais heterogêneo com 

distribuições percentuais aproximadamente equivalentes dos fenótipos CD19+CD49b-, 

CD19+CD49b+ e CD19-CD49b+. Já a subpopulação de células B220hi
ag, foi a que 

apresentou maior predominância do fenótipo CD19+CD49b+ (60,5 + 7,8 %) com relação 

aos outros grupos analisados (B220hi
bg, B220low

ag e B220low
bg), sendo também 

observada uma fração de células CD19+CD49b- (31,2 + 8,4 %) (Tabela 4.3). 

Dessa forma, vimos que células B220hi são encontradas no sangue de 

camundongos BALB/c imunizados com pcTPANS1, mesmo durante uma fase tardia 

após a infecção (21 dias após o desafio). Este subgrupo celular possui baixa expressão 

de CD11c e constitui uma população heterogênea segundo a expressão de CD19 e 

CD49b, as quais variam conforme suas propriedades morfológicas (maior ou menor 

granulosidade). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



152 

 

C
D

1
9

CD49b

B
2

2
0

lo
w

a
g

B
2

2
0

h
i a

g
B

2
2

0
lo

w
b

g
B

2
2

0
h

i b
g

Isotipo

controle

Animal 1 Animal 2 Animal 4Animal 3 Animal 5 Animal 6

28.7 20.8

25.2

35.9

89.0

13.1

82.1

16.1

85.2

78.5

56.1

3.99

3.81

1.32

13.1

0.744

23.0

50.4

71.2

6.78

13.5

4.46

18.0

2.65

0.900

0.113

18.2

0.056

0.016

35.3

88.2

84.2

53.9

28.1

59.3

0.980

5.45

1.42

12.6

0.631

14.6

16.3

64.2

2.73

3.63

1.19

11.5

0.349

29.7

29.8

89.2

84.2

23.7

29.6

89.1

85.0

44.3

40.4

27.8

63.5

4.62

5.57

1.01

12.8

0.096

12.2

80.3

82.0

18.1

48.4

6.95

6.47

2.84

14.0

0.991

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.32. Avaliação simultânea de expressão de CD19 e CD49b em subpopulações 

B220+. Os subgrupos de células B220+ (B220hi
ag, B220hi

bg, B220low
ag e B220low

bg), conforme 

figura 4.31, foram avaliados quanto à expressão simultânea de CD19 e CD49b. A análise 

quantitativa foi exibida individualmente (n=6). Representação citométrica em densidade de 

eventos com valores percentuais representados no interior dos quadrantes.  

 

Tabela 4.3. Expressão de CD19 e CD49b na superfície de subpopulações B220+ 

 

população celular CD19+CD49b+ CD19+CD49b- CD19-CD49b+ 

  
   

B220
hi

ag 60,5 + 7,8 31,2 + 8,4 4,3 + 2,3 

B220
hi

bg 13,7 + 2,3 82,1 + 2,1 0,6 + 0,3 

B220
low

ag 18,9 + 6,8 30,3 + 15,8 27,7 + 12,2 

B220
low

bg 4,9 + 1,1 86,8 + 3,5 1,7 + 0,8 

 

Valores expressos em média do percentual de expressão com desvio padrão (n=6). ag - alta 

granulosidade; bg - baixa granulosidade. 
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4.3.8 Resumo da resposta imune induzida com o pcTPANS1 frente ao desafio 

com DENV 

 

Em resumo, os principais achados que caracterizaram a reposta imune 

adaptativa ao antígeno NS1, expresso a partir do pcTPANS1 em camundongos 

BALB/c, frente ao desafio viral, são exibidos na Tabela 4.4. Para melhor caracterizar os 

efeitos da proteção conferida pela vacina, os dados foram contrastados entre os 

grupos: (i) vacinados assintomáticos; (ii) não vacinados assintomáticos; e (iii) não 

vacinados sintomáticos, em um critério subjetivo de comparação. 
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Tabela 4.4. Resumo das alterações da resposta imune após vacinação com pcTPANS1 e 

desafio com DENV2 

    
sem sintomas com sintomas 

órgão/sítio parâmetro     vacinados não vacinados não vacinados 

       Baço TCD4
+
     + +/- - 

 
TCD4

+
CD45RB

low
 

 
++ + - 

 
TCD4

+
CD44

hi
CD69

+
 

 
+ +/- - 

 
TCD4

+
CD44

hi
CD69

-
 

 
+ + - 

 
TCD8

+
 

  
- +/- + 

 
TCD8

+
CD45RB

low
 

 
++ + - 

 
TCD8

+
CD44

hi
CD69

+
 

 
= = = 

 
TCD8

+
CD44

hi
CD69

-
 

 
+ + - 

  B220
+
     + + - 

       
Sangue TCD4

+
     - + - 

 
TCD4

+
CD45RB

low
 

 
++ + - 

 
TCD8

+
 

  
++ - - 

 
TCD8

+
CD45RB

low
 

 
++ - - 

 
B220

+
 

  
++ - - 

 
B220

hi
ag   

+ + - 

 
IgG anti-NS1 

 
++ +/- +/- 

 
IL-12p70 

  
- + ++ 

 
TNF-α 

  
+/- +/- + 

 
IFN-γ 

  
- + + 

 
MCP-1 

  
- - ++ 

 
IL-10 

  
= = = 

  IL-6     = = = 

       Fígado TCD4
+
     - + - 

 
TCD4

+
CD44

hi
CD69

+
 

 
- + + 

 
TCD4

+
CD44

hi
CD69

-
 

 
++ - - 

 
TCD8

+
 

  
= = = 

 
TCD8

+
CD44

hi
CD69

+
 

 
- +/- +/- 

  TCD8
+
CD44

hi
CD69

-
   +/- + - 

       Cérebro infiltrado linfocitário   = n/a = 

 
TCD4

+
 

  
+/- n/a - 

 
TCD4

+
CD45RB

low
 

 
+/- n/a - 

 
TCD4

+
CD44

hi
CD62L

-
 = n/a = 

 
TCD8

+
 

  
+/- n/a - 

 
TCD8

+
CD45RB

low
 

 
+/- n/a - 

  TCD8
+
CD44

hi
CD62L

-
 +/- n/a - 
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Legenda: - nível mais inferior; = sem alteração; +/- pouco elevado; + elevado; ++ muito 

elevado; n/a não avaliado. Os fenótipos celulares são medidos em valores percentuais e as 

citocínas presentes no sangue foram estimadas em pg/ml. 
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4. Discussão 

 

A resposta imune primária durante a infecção com DENV2 por via i.c. em BALB/c  

 

A dengue é uma virose transmitida por mosquitos vetores de alta prevalência 

nos humanos (Guzman et al., 2013). Devido à importância desta doença, a OMS 

indica que uma vacina anti-dengue constituiria um marco importante na melhoria da 

saúde pública mundial (WHO, 2009; Beatty et al., 2010; Bhatt et al., 2013). Entretanto, 

o desenvolvimento de um modelo animal da doença para auxiliar tais pesquisas tem 

sido um grande desafio, principalmente porque isolados clínicos, em geral, não 

causam patologia em animais imunocompetentes. Um modelo animal robusto para a 

infecção por DENV, no qual se reproduzisse as formas graves da doença em um 

background imunocompetente, seria um excelente aliado às observações in vitro e aos 

estudos epidemiológicos, possibilitando assim, o teste de hipóteses baseadas em 

observações feitas nos humanos. Isto causaria um importante impacto no avanço da 

elucidação dos mecanismos da patogênese e da imunidade ao DENV. Na busca por 

um modelo ideal de infecção por DENV, muitos esforços resultaram em diversos 

modelos animais, que embora com limitações, têm sido úteis para complementar as 

pesquisas in vitro e em humanos. 

Modelos de infecção por DENV em primatas não-humanos (NHP) normalmente 

não reproduzem os sinais clínicos da doença, e geralmente são analisadas somente a 

viremia e a reposta humoral (Halstead el al., 1973a; Halstead el al., 1973b; Halstead el 

al., 1973c; Omatsu et al., 2011; Moi et al., 2014). Além disso, o estudo da patogênese 

da dengue utilizando modelos primatas é pouco explorado na literatura, devido ao 

número limitado de animais disponíveis, a não reprodutibilidade dos sinais clínicos e 

também por questões éticas. Portanto, um modelo no qual se utiliza animais de 

pequeno porte, como os camundongos, é desejável em virtude da maior facilidade de 

manipulação, manutenção e do maior amparo estatístico das observações 

experimentais. 
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No modelo animal abordado no presente estudo, no qual camundongos BALB/c 

foram inoculados com 40 LD50 de DENV2 NGC pela via i.c., os sinais clínicos 

principais estão relacionados com o envolvimento do SNC, com manifestações como 

postura encurvada com comprometimento da coluna cervical e paralisias dos 

membros locomotores. Relatos na literatura questionam modelos animais de infecção 

por DENV, onde se observam manifestações clínicas com quadros de paralisia, sob a 

justificativa da irrelevância sintomatológica quando contrastada com a doença em 

humanos (Yauch & Shresta, 2008; Plummer & Shresta, 2014). Entretanto, apesar do 

fato de o envolvimento neurológico na dengue ser considerado incomum por alguns 

autores (Pattey et al., 1993; Puccioni-Sohler et al., 2009), estudos recentes 

demonstraram complicações neurológicas na dengue sejam frequentes (Araújo et al., 

2012a; Araújo et al., 2012b; Carod-Artal et al., 2013). Além disso, o envolvimento do 

sistema nervoso central nos casos de dengue é hoje considerado um dos indicativos 

de dengue grave pela Organização Mundial de Saúde (WHO, 2009; Carod-Artal et al., 

2013).  

Por outro lado, no nosso estudo, após a infecção por via i.c. com o DENV2 NGC, 

observamos que uma fração relevante dos animais (35,3 %) sucumbiu à infecção sem 

qualquer manifestação aparente de comprometimento do SNC, enquanto que 54,7 % 

dos animais morreram após o surgimento dos sintomas. Vimos também que os 

eventos de morte sem a detecção prévia de sinais de comprometimento do SNC em 

média antecederam aos eventos de morte após esta manifestação sintomática. Uma 

explicação para esta diversidade de acontecimentos é complexa, visto que múltiplos 

mecanismos podem estar envolvidos nestas manifestações. Camundongos A/J, 

quando inoculados pela via i.v. com o isolado clínico de DENV2 PL046 não-

neuroadaptado em camundongos, também manifestam sinais de paralisia e 

sucumbem à infecção, sendo que nestes animais o vírus foi detectado no cérebro e na 

coluna espinhal (Shresta et al., 2004). Em um estudo subsequente, este vírus DENV2 

PL046, foi adaptado em camundongos e em células de mosquito de forma simultânea, 

na tentativa de mimetizar um ciclo natural de infecção gerando a cepa D2S10. 

Camundongos AG129, deficientes dos receptores para IFN I e II, quando inoculados 
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pela via i.v. com a cepa resultante deste processo de adaptação (D2S10), sucumbiram 

à infecção do terceiro ao quinto dia após o desafio, sem apresentar qualquer sinal de 

comprometimento do SNC. Foi visto também que nestes animais, a morte era 

mediada por TNF-α. Um dado interessante, é que a inibição do TNF-α nos 

camundongos AG129 desafiados com o vírus D2S10 preveniu a morte dos animais, 

entretanto estes animais tratados desenvolveram paralisia 21 dias após a inoculação 

(Shresta et al., 2006). Em outro estudo, camundongos SCID transplantados com 

células HepG2, quando inoculados intraperitonealmente com DENV2, também 

desenvolvem paralisia de membros locomotores (An et al., 1999). Portanto, em 

conjunto, entendemos que a ocorrência de sinais relativos ao comprometimento do 

SNC em modelos de infecção com DENV em camundongos parecem ser naturais, 

devido provavelmente a um neurotropismo intrínseco do DENV. Dessa forma, 

sugerimos que o modelo de inoculação por via i.c. com DENV2 NGC neuroadaptado 

em camundongos é útil para o estudo da dengue, podendo reproduzir de modo 

exacerbado manifestações neurológicas que ocorrem na infecção natural em humanos 

(Domingues et al., 2008). 

Este modelo de infecção por via i.c. com vírus DENV neuroadaptado foi 

amplamente utilizado para avaliações de protótipos vacinais (Kaufman et al., 1987; 

Bray et al., 1989; Falgout et al., 1990; van Der Most et al., 2000; Costa et al., 2006; 

Azevedo et al., 2011), onde a eficácia das preparações testadas é estabelecida 

apenas pela capacidade de prevenir ou não a morte dos animais desafiados. 

Entretanto, pouco se sabe sobre à qualidade da resposta imunológica induzida na 

infecção primária neste modelo de infecção. No presente trabalho, tendo em vista a 

relevância da participação das células T na proteção e/ou na patogênese da dengue, 

prosseguimos com um estudo da cinética de ativação de linfócitos T após o desafio 

com DENV2 em animais BALB/c. Tanto no baço quando no sangue dos animais 

infectados, foi encontrado um aumento nos percentuais de células CD3+CD8+ (a partir 

do terceiro e do quinto dia, respectivamente) (Figura 4.3). Quanto à investigação 

segundo a ativação celular, detectamos que os percentuais dos fenótipos 

CD3+CD4+CD45RBlow e CD3+CD8+CD45RBlow também encontravam-se aumentados 
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no baço e no sangue dos animais infectados, com início por volta do terceiro e do 

quinto dia após o inóculo viral (Figura 4.3). Citocinas circulantes como IL-12p70, TNF-

α, IFN-γ e IL-10, estavam em níveis aumentados no sétimo dia de infecção (Figura 

4.8). Adicionalmente, detectamos que o percentual de células B220+IgD- era também 

maior, em relação ao controle, nos animais infectados e analisados nos pontos entre 8 

e 11 dias após a infecção. Ainda, neste período, também foi detectado um pico de 

anticorpos IgG anti-NS1 circulantes (Figura 4.6 e 4.7). Sendo assim, observamos que, 

mesmo em um modelo de infecção por via i.c., ocorre uma resposta imune sistêmica. 

O papel das células T durante uma infecção viral é bem estudado na literatura 

(Remakus & Sigal, 2013). Em geral, as células TCD8+ controlam a infecção viral 

mediante mecanismos envolvendo citotoxicidade direta com produção de citocinas 

pró-inflamatórias como IFN-γ e TNF-α. De modo similar, as células TCD4+ também 

podem contribuir para o controle da infecção viral mediante uma gama de 

mecanismos, que inclui o auxílio da resposta de células TCD8+ e de células B, e o 

auxílio na produção de citocinas pró-inflamatórias (Sant & McMichael, 2012). Além 

disso, já foi visto (in vitro) que tanto células TCD4+ ou TCD8+ provenientes de 

pacientes infectados com DENV, proliferam, produzem IFN-γ e são capazes de causar 

a lise de células alvo infectadas (Kurane et al., 1989; Mathew et al., 1996; Gagnon et 

al., 1999), sugerindo que células T sorotipo-específicas são ativadas e funcionais na 

infecção primária em humanos (Rivino et al., 2013). Desta forma, consideramos a 

hipótese de que durante a infecção no modelo por via i.c. a ativação das células 

TCD4+ detectada pode estar relacionada com uma reposta auxiliar sobre as 

populações TCD8+ e B para o controle da infecção. Entretanto, não excluímos a 

possibilidade de subpopulações de células TCD4+ também estarem atuando por 

outros mecanismos que não somente a função auxiliar como, por exemplo, exercendo 

ação citotóxica direta ou mesmo atividade regulatória. 

Embora ainda não nos seja completamente clara a dinâmica da reposta 

imunológica desenvolvida nos animais infectados pela via i.c., de alguma forma, neste 

cenário existe repercussão da infecção viral na periferia. Outra grande evidência disto 

foi a detecção de células T com o fenótipo de ativação/efetor (CD4+CD45RBlow, 
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CD8+CD45RBlow e CD8+CD44hiCD62L-) no tecido hepático dos animais infectados. 

Consistente com estas observações, dados histopatológicos de experimentos 

adicionais do nosso grupo, mostraram que os animais no sétimo dia de infecção 

apresentam lesão tecidual hepática com presença de infiltrado linfocitário. Em um 

estudo de outro grupo, camundongos C57BL/6 foram infectados pela via i.v. com 

DENV2 cepa 16681 e células T, especialmente TCD8+, se mostraram ativadas 

(evidenciado pela expressão de CD43, CD69 e pela produção de IFN-γ) e constituíram 

a principal população encontrada em infiltrados hepáticos nestes animais. Entretanto, 

neste modelo, os animais infectados não desenvolveram qualquer tipo de sinais 

clínicos (Chen et al, 2004). Mais recentemente, outro estudo também fez uma 

associação entre a presença de infiltrados hepáticos em animais infectados por DENV, 

principalmente formados por células TCD8+ e NK, com os efeitos deletérios no órgão 

(Sung et al., 2012). No caso do modelo aqui abordado, os efeitos periféricos podem 

ser devido ao fato de que, no momento da inoculação por via i.c., a lesão mecânica 

pode funcionar como uma “porta de escape” do vírus para a periferia, infectando, por 

exemplo, monócitos circulantes e também atingindo outros órgãos. Outra 

possibilidade, é que após o estabelecimento da infecção viral no cérebro, uma lesão 

tecidual local possa comprometer a barreira hemato-encefálica. Uma evidência que 

corrobora com a primeira especulação, foi o fato de que foram detectados níveis 

elevados de citocinas circulantes (IL-12p70, TNF-α e MCP-1) 24 h após a introdução 

do vírus, o que pode se dever a uma reação da imunidade natural. Outra observação 

importante foi a detecção de infiltrado linfocitário no cérebro dos animais no período de 

8-11 dias após a infecção. Especulamos que tal fato se deve ao comprometimento da 

barreira hemato-encefálica em virtude do estabelecimento da infecção, uma vez que 

este infiltrado não foi observado nos animais controles que também foram submetidos 

ao mesmo procedimento de inoculação (mock). Na figura 5.1 está representado um 

resumo esquemático da hipótese da dinâmica da resposta imune detectada neste 

modelo experimental a partir dos dados obtidos.  

Sabemos que a via de inoculação i.c. empregada no modelo animal abordado é 

uma limitação quando consideramos que a entrada do agente etiológico no órgão 
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imunoprivilegiado não mimetiza a via de infecção natural. Por outro lado, embora isto 

possa envolver uma dinâmica diferenciada da resposta imunológica ao vírus da 

dengue, a imunocompetência do hospedeiro nos permite considerar a totalidade das 

variáveis na montagem desta resposta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.1. Resumo esquemático da hipótese da dinâmica da resposta imune 

detectada no modelo de infecção por via i.c. A partir dos dados obtidos, esta hipótese 

sugere que a infecção envolva aspectos em curto prazo, no qual a lesão mecânica em 

decorrência da inoculação possa funcionar como uma “porta de escape” de partículas virais 

para a periferia. Dessa forma, o vírus pode infectar monócitos presentes na circulação ou 

mesmo atingir outros órgãos. Aspectos envolvendo uma fase tardia após o estabelecimento da 

infecção no cérebro, inclui a ativação de células T e B em órgãos linfóides secundários e o 

direcionamento de células efetoras para tecidos comprometidos pela infecção. O 

comprometimento da barreira hemato-encefálica após a instalação do vírus no cérebro poderia 

permitir o influxo de células T neste órgão. 
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Resposta imune adaptativa em animais inoculados com vacinas de DNA 

 

Atualmente, muitas vacinas tetravalentes anti-dengue estão em 

desenvolvimento, sendo a maioria baseada nas proteínas estruturais prM e E do 

DENV (Guy et al., 2011; Osorio, et al., 2011; Durbin et al., 2011; Coller et al., 2011; 

Beckett et al., 2011), visando uma reposta de anticorpos neutralizantes. Entretanto, 

apenas esta resposta humoral pode não ser suficiente para o sucesso de uma vacina 

contra a dengue. Estudo feito na Tailândia mostrou que crianças que foram 

imunizadas com uma vacina tetravalente anti-dengue, com a abordagem do vírus 

quimérico atenuado (febre amarela/dengue), apresentaram níveis equilibrados de 

anticorpos neutralizantes para os quatro sorotipos virais. Entretanto, estas crianças 

não se mostraram protegidas contra DENV2 (Sabchareon et al., 2012). Este estudo 

ressaltou a importância da avaliação/consideração do componente da resposta imune 

celular na proteção contra o DENV. 

O potencial antigênico de algumas proteínas do DENV, em particular as 

proteínas NS1, NS3 e E, foi analisado pelo nosso laboratório, fazendo uso de vacinas 

de DNA (Costa et al., 2006; Azevedo et al., 2011; Costa et al., 2011). Como estes 

constructos vacinais possuem sequências que codificam tais proteínas virais 

fusionadas a um peptídeo sinal que as direciona para a via de secreção, nesta 

estratégia, tanto uma resposta humoral quanto celular é passível de ser induzida após 

a imunização. Em estudos anteriores com as vacinas de DNA pcTPANS1, pcTPANS3 

e pE1D2, que se baseiam nas proteínas NS1, NS3 e E de DENV2, respectivamente, 

foi demonstrado que estes antígenos podem exercer diferentes graus de proteção em 

camundongos BALB/c contra o desafio letal com dengue inoculado por via i.c. (Costa 

et al., 2006; Azevedo et al., 2011; Costa et al., 2011). Em particular, o plasmídeo 

pcTPANS3 gerou uma proteção parcial contra o desafio, visto que, apesar do alto 

percentual de sobrevivência dos animais imunizados (90 %), uma fração importante 

dos que sobreviveram (40 %) apresentaram altos graus de morbidade em decorrência 

da infecção (Costa et al., 2011). Por outro lado, sob as mesmas condições, as vacinas 

pE1D2 e pcTPANS1 foram capazes de conferir altos índices de proteção 
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(aproximadamente 100 %), sendo que apenas de 6,7 % a 10 % dos animais 

imunizados e desafiados apresentaram sinais clínicos, em geral brandos, após o 

inóculo viral (Costa et al., 2006; Azevedo et al., 2011). Em virtude desta discrepância 

protetora entre os diferentes antígenos utilizados, no presente trabalho investigamos a 

contribuição de cada um deles na resposta imune celular, antes do desafio com 

DENV2. Observamos que camundongos BALB/c imunizados com pcTPANS3 e pE1D2 

apresentaram aumento na fração de células T com fenótipo de ativação, presentes no 

baço e no sangue no primeiro caso, e somente no baço no segundo caso (Figura 4.12 

e 4.13). Por outro lado, nos animais imunizados com pcTPANS1 sem o desafio com 

DENV2 detectamos apenas uma participação aparentemente marginal de células T 

(Figura 4.11). Quanto às células B220+, observamos alterações nos percentuais desta 

subpopulação em todos os grupos de animais vacinados, apesar do seu papel ainda 

não estar elucidado, sendo necessários estudos futuros utilizando também outros 

marcadores.  

Em um estudo com células humanas, onde se fez um mapeamento da reposta 

de células T frente aos antígenos do DENV, foi visto que tanto epítopos presentes na 

proteína E quanto na proteína NS3 produzem uma resposta celular de maior 

magnitude em relação aos outros antígenos do DENV, com base na produção de IFN-

γ e TNF-α. Em particular a resposta celular ao antígeno NS3 parece ser 

imunodominante e também estar relacionada com a gravidade da doença 

(Duangchinda et al., 2010). Além disso, a proteína NS3 é o elemento viral do DENV 

que contém a maior quantidade descrita de epítopos reconhecidos por células TCD4+ 

e TCD8+ humanas (Rothman, 2011; Rivino et al., 2013). No caso da abordagem com 

as vacinas de DNA no presente estudo, esta acabou servindo como uma excelente 

ferramenta para inferir respostas favoráveis e desfavoráveis ao hospedeiro frente à 

infecção por DENV. Como nos humanos, a reposta celular anti-NS3 nos camundongos 

parece ser deletéria, enquanto que a reatividade aos antígenos E e NS1 produzem 

efeitos mais benéficos ao hospedeiro. De fato, em um estudo realizado pelo nosso 

grupo, foi observado que a imunização com vacina pcTPANS3 por si só, sem o 

desafio com dengue, gera danos teciduais nos animais (Yorio, 2012). Ensaios 
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adicionais, como a caracterização da produção de citocinas por estas células T após a 

vacinação, poderão contribuir para caracterizar a funcionalidade das subpopulações 

TCD4+ e TCD8+ e, consequentemente, auxiliar na elucidação dos mecanismos 

envolvidos na resposta imune celular direcionada para cada um dos antígenos 

estudados. 

Particularmente, a proteína NS1 de DENV é altamente intrigante, pois ela está 

presente em quantidades consideráveis na circulação sanguínea de pacientes com 

dengue (Young et al., 2000; Alcon et al., 2002). Embora a sua função ainda não esteja 

bem estabelecida na literatura, diversos relatos mostram que uma resposta imune 

contra o antígeno NS1 do DENV possui aspectos protetores. Tais estudos incluem 

imunizações com vacinas de subunidades, vacinas de DNA ou passiva com a 

inoculação de anticorpos anti-NS1 (Schlesinger et al., 1987; Henchal et al., 1998; Wu 

et al., 2003; Costa et al., 2007; Amorim et al., 2012).  Neste contexto, estudos 

anteriores no nosso laboratório evidenciaram alguns aspectos da resposta imune 

adaptativa ao antígeno NS1, utilizando o modelo murino de infecção por via i.c. Foi 

visto que, em camundongos BALB/c que receberam pcTPANS1 e posteriormente o 

desafio com DENV2, a resposta imune envolveu a participação de células TCD8+ 

citotóxicas. Além disso, vimos também que esplenócitos extraídos destes animais 

vacinados responderam ao estímulo com um peptídeo presente na proteína NS1, 

específico para células TCD8+, e produziram IFN-γ (Gonçalves, 2013; Gonçalves et 

al., 2014, Anexo I). Em decorrência da conhecida importância das células TCD8+ no 

clearance viral, estas observações, em um primeiro momento, nos levaram a 

considerar esta resposta celular como o principal componente na proteção conferida 

pela vacina. Entretanto, ensaios de transferência e depleção de células TCD4+ e/ou 

TCD8+, evidenciaram que, após a vacinação com pcTPANS1, a participação de 

células TCD4+ em conjunto à resposta humoral é critica na proteção do hospedeiro 

contra a infecção, enquanto que a contribuição das células TCD8+ para este fim 

parece ser apenas marginal (Gonçalves, 2013; Gonçalves et al., 2014 Anexo I). 

Consistente com este achado, um estudo recente também sugeriu que uma resposta 
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imune eficaz induzida por uma vacina anti-dengue deve envolver a participação 

conjunta da imunidade celular e humoral (Zellweger et al., 2013).  

No nosso estudo, identificamos que a partir do quinto dia após o desafio com 

DENV, os animais protegidos pela vacinação com pcTPANS1 apresentaram ativação 

marcante de células TCD4+ e TCD8+, tanto no baço quanto no sangue, considerando 

a expressão de CD45RB na superfície destas células. No baço destes animais 

também foi identificado um aumento de subpopulações celulares com os fenótipos 

TCD4+CD44hi e TCD8+CD44hiCD69-. Além disso, de uma maneira geral, a presença 

destas populações celulares, TCD4+CD45RBlow, TCD8+CD45RBlow, 

TCD4+CD44hiCD69+ e TCD8+CD44hiCD69- no baço e TCD4+CD45RBlow, 

TCD8+CD45RBlow no sangue, estava relacionada a uma melhor condição clínica dos 

animais frente à infecção. Isto foi observado não apenas nos animais vacinados, mas 

também nos não vacinados que ainda não haviam desenvolvido os sinais clínicos, 

embora em menor grau. Como o CD69 é um marcador de ativação recente de células 

T (Maino et al., 1995; Prince HE & Lapé-Nixon, 1997), os dados sugerem que o 

processo de ativação de células TCD4+ no baço dos animais protegidos pela 

vacinação parece ser mais persistente em relação às células TCD8+, frente a infecção 

com DENV. Por outro lado, um relato na literatura mostrou que células TCD8+ e NK 

positivas para CD69 estão presentes em maior quantidade em amostras de sangue de 

crianças com quadros graves de dengue em relação às amostras de pacientes com 

dengue branda (Green et al., 1999). No nosso estudo, apesar não termos analisado 

este marcador nas amostras de sangue, detectamos um aumento no percentual de 

células TCD4+ e TCD8+ com o fenótipo CD44hiCD69+ em linfócitos isolados do fígado 

de animais controles (não vacinados ou que receberam o plasmídeo controle) que 

ainda não haviam desenvolvido os sinais graves da infecção (Figura 4.20). 

Considerando que a maior expressão de CD44 é descrita como relacionada ao 

homing para diversos órgãos (Yasuda et al., 2002), um aumento no percentual desta 

subpopulação (CD44hiCD69+) no fígado dos animais infectados pode estar relacionado 

com a atuação destas células em órgãos alvos, contribuindo assim para a lesão 

tecidual e a patogênese da dengue. Entretanto, observamos que o percentual destas 
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células se mostrou menor nos animais não vacinados que já se encontravam em uma 

fase terminal da infecção, em relação a este mesmo grupo antes do aparecimento dos 

sinais clínicos. Tal fato pode ser devido ao quadro grave da doença, envolvendo 

destruição do tecido hepático, incluindo hemorragia. Por outro lado, no fígado dos 

camundongos vacinados com pcTPANS1, que não apresentam lesões significativas 

como os não vacinados (dados do grupo ainda não publicados), os percentuais de 

células CD44hiCD69+ se mostraram basais, semelhantes ao controle não infectado. 

Sendo assim, formulamos a hipótese de que as células T com o fenótipo CD44hiCD69+ 

estejam de alguma forma intermediando o processo lesivo no fígado dos animais 

desprotegidos. Especulamos também que as subpopulações de células T com o 

fenótipo CD4+CD44hiCD69- induzidas pela vacina pcTPANS1 estejam relacionadas 

com efeitos benéficos ao hospedeiro em órgãos alvos, tendo em vista que percentuais 

maiores destas células foram encontrados no fígado dos animais protegidos pela 

vacinação. 

Outra observação relevante no nosso trabalho foi a detecção de infiltrado 

linfocitário no tecido cerebral dos animais desafiados com DENV2. Apesar dos 

camundongos não vacinados também apresentarem um infiltrado de linfócitos, nos 

animais vacinados com o pcTPANS1 o percentual de células T foi maior. Identificamos 

que nestes infiltrados a fração de linfócitos TCD8+ exibiu fenótipos de células 

ativadas/efetoras (CD45RBlow e CD44hiCD62L-), enquanto que para a subpopulação 

TCD4+ o percentual de tais fenótipos de ativação não foi tão evidente. Em um estudo 

utilizando um modelo similar de inoculação viral por via i.c., camundongos BALB/c que 

se mostraram protegidos após imunização com a vacina quimérica febre 

amarela/dengue, contendo as proteínas prM e E do DENV, também apresentaram 

infiltrado cerebral com predominância de células TCD8+. Neste caso, a população 

celular, inicialmente, exibia um fenótipo de células efetoras (CD43+CD44hiCD62L-). De 

forma interessante, estas células TCD8+ específicas foram detectadas no tecido 

cerebral, 20, 40 e até 56 dias após o desafio viral. Ao longo deste período, a redução 

da expressão de CD43 na superfície destas células sugeriu que provavelmente células 

TCD8+ presentes no SNC sofrem diferenciação para células de memória residente 
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(van der Most et al., 2003). Nossos dados sugerem que a subpopulação de células 

TCD8+ efetoras detectadas no cérebro dos animais vacinados com o pcTPANS1 deve 

ter um papel importante na proteção, impedindo provavelmente a progressão da 

infecção com produção de novas partículas virais. 

No ensaio de transferência de células T, utilizando o CFSE como sonda, 

constatamos que na maioria dos sítios analisados (baço, sangue, cérebro e medula) 

dos animais recipientes desafiados com DENV, foi possível recuperar um percentual 

maior de células CFSE+ quando estas eram provenientes de animais vacinados com 

pcTPANS1 em comparação com o grupo que recebeu células retiradas de 

camundongos não vacinados. Corroborando com os testes de fenotipagem, este 

ensaio demonstrou a clara participação de células T antígeno-específicas geradas 

durante a vacinação, com maior velocidade de expansão clonal (células CFSElow), 

além de seus direcionamentos para diversos locais durante a infecção. Com relação à 

detecção de células CFSE+, o fígado foi um órgão que se mostrou diferenciado dos 

demais locais de análise. Vimos que em uma resposta imune primária (nos animais 

que receberam células provenientes de camundongos não vacinados) existe uma 

tendência de maior acúmulo de células T neste órgão em comparação ao observado 

na resposta imune adaptativa ao antígeno NS1. Entretanto, apesar da menor 

quantidade de células recuperadas do fígado dos camundongos que receberam 

esplenócitos provenientes de animais vacinados, foram encontradas 

aproximadamente 20 x mais células T que responderam com proliferação em relação 

aos camundongos controles. Este dado, não apenas reafirma os efeitos periféricos do 

vírus durante uma infecção primária a partir de uma inoculação por via i.c., mas 

também mostra que o fígado é um importante órgão alvo durante a infecção. No tecido 

cerebral, apesar de não detectarmos células T oriundas de processo replicativo, foram 

detectadas aproximadamente 3 x mais células T provenientes de animais vacinados 

neste tecido quando comparado à quantidade de células oriundas de animais não 

vacinados. Em acordo com os achados de fenotipagem do infiltrado cerebral 

encontrado em animais vacinados e desafiados, aqui vimos que uma pequena 

quantidade de células TCD8+ proveniente de grupos vacinados chega ao tecido 
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cerebral de animais desafiados, fato que não é observado no controle. Neste caso, 

sugerimos que esta pequena população celular possa representar células TCD8+ com 

fenótipo efetor para a contenção do estabelecimento da infecção. 

Como um reflexo da resposta celular vimos que, de uma forma geral, nos 

animais somente infectados foi possível detectar níveis mais elevados de citocinas 

relacionadas a inflamação, em relação aos camundongos vacinados e desafiados. 

Uma das hipóteses para o agravamento do quadro da dengue em humanos é a 

ocorrência de uma produção descontrolada de citocinas pro-inflamatórias e vasoativas 

durante a infecção, o que poderia resultar em alteração de permeabilidade e 

extravasamento de plasma (Rothman, 2011). Entretanto, no nosso estudo, esta 

discrepância não foi tão grande, talvez pelo falo de a infecção envolver um menor 

nível sistêmico devido à via de inoculação. Apesar disto, os menores níveis de 

citocinas pró-inflamatórias detectados nos animais protegidos da infecção pela vacina 

pcTPANS1, nos sugere que a resposta imune induzida nestes animais frente ao 

desafio viral, se dê de forma mais controlada. 

Quanto à participação da vertente humoral da resposta imune induzida pela 

vacinação, no soro dos animais que receberam pcTPANS1 foi evidenciado um booster 

na produção de anticorpos IgG anti-NS1, já no período entre 8 a 11 dias após a 

infecção. Este achado foi consistente com os dados de fenotipagem do sangue dos 

animais vacinados, nos quais, neste mesmo período, foram detectadas frações mais 

elevadas de células B220+, quando comparadas as amostras dos animais não 

imunizados. A importância da vertente humoral da resposta imune induzida pela 

vacinação com pcTPANS1 foi anteriormente demonstrada no nosso laboratório. 

Ensaios de transferência passiva revelaram que anticorpos anti-NS1 induzem uma 

proteção não robusta contra infecção, pois esta é completamente abolida quando se 

aumenta a dose viral no desafio (de 4 para 40 LD50) (Gonçalves et al., 2014, Anexo I). 

O caráter de proteção parcial da resposta humoral anti-NS1 também foi anteriormente 

demonstrado em um modelo semelhante de dengue (Schlesinger et al., 1987), bem 

como na infecção por outros flavivirus (Schlesinger et al., 1986; Li et al., 212). 

Entretanto, como explicitado anteriormente nesta discussão, no caso do modelo de 
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infecção por via i.c, esta resposta humoral associada a uma resposta de células 

TCD4+ induzida na vacinação com pcTPANS1, representa uma combinação 

fundamental na defesa do hospedeiro contra a letalidade da infecção (Gonçalves et 

al., 2014, Anexo I). 

Na análise das amostras de sangue dos animais vacinados e desafiados com 

DENV, nos chamou atenção uma população com alta expressão de superfície do 

marcador B220. Vimos que a presença destas células estava relacionada com uma 

melhor condição clínica dos animais frente à infecção. Vimos também que esta 

população celular não foi induzida exclusivamente pela vacinação e pareceu ocorrer 

naturalmente em resposta a infecção viral. Entretanto, a vacinação com pcTPANS1 

pareceu favorecer a presença deste tipo celular especialmente na fase tardia da 

infecção (8-11 dias após o inóculo). Outros ensaios revelaram que esta população de 

células B220hi observada nos animais vacinados e desafiados, se mantém até pelo 

menos 21 dias após o desafio e que ela expressa em sua superfície CD19 e baixas 

quantidades de CD11c. Entretanto, este grupo celular constitui uma população 

heterogênea no que diz respeito à expressão de CD49b. Como até onde sabemos, a 

expressão de CD19 não é observada em células NK e apesar de CD49b e B220 

serem observados neste tipo celular em camundongos (Zitvogel & Housseau, 2012), a 

princípio descartamos a possibilidade deste achado ser representado por estas 

células. Nossa suspeita, também com base nos aspectos morfológicos observados, é 

de que esta população possa representar células B em estágios de diferenciação ou 

mesmo células dendríticas plasmocitóides, tendo em vista a sua importância e 

participação nas infecções virais (Kamogawa-Schifter et al., 2005). Novos estudos 

serão necessários para esclarecer que células são estas e qual o seu papel na 

proteção contra a infecção com DENV. 

Em suma, o estudo da resposta imune adaptativa ao DENV utilizando a vacina 

pcTPANS1 nos forneceu novas idéias a respeito dos mecanismos de proteção 

induzidos pelo antígeno NS1 (Figura 5.2).  Entretanto, em virtude de se tratar de um 

antígeno não estrutural, a resposta imunológica contra este elemento viral envolve a 

necessidade de uma replicação inicial do vírus no hospedeiro. Algumas abordagens 
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vacinais consideram a idéia de que o direcionamento de uma resposta imune contra 

antígenos estruturais e não estruturais, simultaneamente, poderia resultar em uma 

defesa mais eficaz contra a infecção (Zheng et al., 2011; Lu et al., 2013). Não somente 

a entrada do vírus nas céulas poderia ser impedida por anticorpos neutralizantes, mas 

também, uma resposta anti-NS1 poderia de alguma forma assegurar o clearance viral. 

Esta dentre outras abordagens vacinais se encontram atualmente em debate para o 

desenvolvimento de uma vacina eficaz anti-dengue. 
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Figura 5.2. Resumo esquemático da hipótese de proteção mediante a imunização 

com a vacina de DNA pcTPANS1 frente à infecção por DENV. A partir dos dados 

obtidos, esta hipótese sugere que a vacinação gera incialmente a formação de células 

efetoras/memória anti-NS1 específicas. Dutante a infecção com DENV, a resposta imunológica 

induzida nestes animais imunizados seria de forma equilibrada, em relação à produção de 

citocinas pró-inflamatórias, envolvendo ativação de células T e B, sendo também observado 

um boost na resposta de anticorpos anti-NS1. Clones efetores específicos de células T, com 

fenótipos característicos (CD44hiCD62L-, CD44hiCD69-), migrariam para órgãos alvo da 

infecção onde atuariam no clearance viral. Além disso, células com o fenótipo 

B220hiCD19+CD11clow, presentes na circulação destes animais, poderiam estar relacionados à 

proteção. 



172 

 

5. Conclusões 

 

 O modelo de infecção por via i.c. em camundongos BALB/c exibiu um padrão 

heterogêneo de letalidade, sendo algumas mortes precedentes de sinais clínicos 

e outros não; 

 

 Foram observados efeitos sistêmicos decorrentes da infecção com DENV2, 

como ativação e migração de células T para órgãos periféricos e produção de 

anticorpos e citocinas, sugerindo a presença do antígeno viral nestes locais; 

 

 Os antígenos E e NS3 (principalmente NS3) de DENV2, induziram ativação de 

células T mais acentuada do que o antígeno NS1; 

 

 Após o desafio com DENV, animais protegidos pela vacinação com pcTPANS1 

apresentaram ativação evidente de células T com proliferação e migração 

destas células para diversos locais no hospedeiro; 

 

 Os fenótipos TCD4+CD44hi e TCD8+CD44hiCD69- presentes no baço dos 

camundongos após o desafio se relacionaram com uma melhor condição clínica 

destes animais. Por outro lado, células TCD4+ e TCD8+ com o fenótipo 

CD44hiCD69+, presentes no fígado de animais com sinais clínicos graves da 

infecção, pareceram estar envolvidas na patogênese; 

 

 Uma população celular B220hi de alta granulosidade foi encontrada no sangue 

periférico de animais com uma melhor condição clínica frente à infecção por 

DENV. A vacinação com pcTPANS1 favoreceu a presença destas células na 

circulação sanguínea em até 21 dias após a infecção; 

 

 A população B220hi de alta granulosidade é positiva para CD19, expressa baixas 

quantidades de CD11c e se apresenta heterogênea quanto à expressão de 



173 

 

CD49b. Estes resultados sugerem a participação de células dendríticas 

plasmocitóides ou de células B em processo de diferenciação após a infecção 

com DENV. 
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6. Perspectivas 

 

 Correlacionar os nossos achados com a presença ou não do vírus nos tecidos 

e/ou na circulação;  

 

 Determinar a produção de citocinas em células T de animais vacinados com os 

plasmídeos pcTPANS1, pcTPANS3 e pE1D2; 

 

 Aprofundar os estudos envolvendo a população B220hi para a determinação da 

sua influência durante a infecção. 
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