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RESUMO 

  

 

A shigelose é uma doença diarreica ocasionada por bactérias gram-negativas do 

gênero Shigella sp. que ocorrem principalmente em crianças menores de 5 anos que 

contribuem para um elevado índice de morbidade e mortalidade infantil, dessa forma 

caracterizando um grave problema de saúde pública global. Diante disso, a 

Organização Mundial de Saúde (OMS) determinou prioridade para o 

desenvolvimento de novas estratégias para o combate contra shigelose. Dentre 

estas estratégias, a busca por vacinas efetivas e de baixo custo se enquadram como 

uma necessidade eminente. Assim, este estudo propôs imunizar camundongos da 

linhagem BALB/c, com um peptídeo sintético (P2) selecionado a partir de uma 

sequência da proteína de membrana externa A (OmpA) de Shigella, pelas vias: 

intranasal utilizando esporos de Bacillus subtilis como estrutura carreadora; e 

intraperitoneal utilizando a proteína carreadora KLH (keyhole limpet hemocyanin), e 

posteriormente desafiá-los com dose letal deste patógeno (S. flexneri 5a M90T), 

para avaliar a capacidade de proteção estabelecida pelas duas vias. Os anticorpos 

anti-peptídeo produzidos ao longo das imunizações e posterior ao desafio foram 

analisados por meio do teste imunoenzimático ELISA. Após o desafio, os 

camundongos foram avaliados em relação ao peso e vigilância de morte. Os 

resultados demonstraram que a imunização pela via intranasal não foi eficiente 

quanto a produção de anticorpos sistêmicos, e consequentemente pouco protetora 

frente a infecção por Shigella. Em contrapartida, a imunização de modo 

intraperitoneal apresentaramm níveis elevados de anticorpos anti-peptídeo, e 

apresentou considerável capacidade de proteção na infecção ocasionada por este 

patógeno. Sendo assim, o peptídeo sintético P2, quando administrado pela via 

intraperitoneal, apresentou potencial imunogênico e protetor contra shigelose, 

confirmando ser um bom candidato a vacina.  

 

Palavras-chave: Vacina; Shigella; Peptídeo sintético; Intranasal; Intraperitoneal. 

  



ABSTRACT 

 

 

Shigellosis is a diarrheal disease caused by gram-negative bacteria of the genus 

Shigella sp. that occurs mainly in children under 5 years old that contribute to a high 

rate of infant morbidity and mortality, thus characterizing a serious global public 

health problem. In view of this, the World Health Organization (WHO) determined a 

priority for the development of new strategies to combat shigellosis. Among these 

strategies, the search for effective and low-cost vaccines is an eminent need Thus, 

this study proposed to immunize mice of the BALB/c lineage with a synthetic peptide 

(P2) selected from a sequence of the outer membrane protein A (OmpA) of Shigella, 

via: intranasal routes using Bacillus subtilis spores as carrier structure ; and 

intraperitoneally using the KLH carrier protein (keyhole limpet hemocyanin), and later 

to challenge them with a lethal dose of this pathogen (S. flexneri 5a M90T), to assess 

the protection capacity established by the two pathways. Anti-peptide antibodies 

produced during the immunizations and after the challenge were analyzed using the 

immunoenzymatic ELISA test. After the challenge, mice were evaluated for weight 

and death surveillance. The results showed that intranasal immunization was not 

efficient in the production of systemic antibodies, and consequently little protective 

against Shigella infection. In contrast, intraperitoneal immunization showed high 

levels of anti-peptide antibodies and showed considerable protective capacity against 

infection caused by this pathogen. Thus, the synthetic peptide P2, when 

administered intraperitoneally, showed immunogenic and protective potential against 

shigellosis, confirming that it is a good candidate for a vaccine. 

 

Keywords: Vaccine; Shigella; Synthetic peptide; Intranasal; Intraperitoneal.    
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1. INTRODUÇÃO 

 

Bactérias do gênero Shigella sp. são agentes etiológicos causadores de 

disenteria bacilar que constituem o grupo de patógenos intracelulares facultativos 

(YANG, 2005), divididos em quatro espécies: Shigella flexneri (14 sorotipos e 

subsorotipos); Shigella sonnei (1 sorotipo); Shigella dysenteriae (15 sorotipos); e 

Shigella boydii (20 sorotipos) (JHONSON, 2018; BARRY et. al., 2013). A espécie S. 

sonnei têm predominância em países menos urbanizados; e o sorotipo 1 “Shiga 

bacillus” da espécie S. dysenteriae é responsável pelos altos índices de mortalidade 

em países de baixa renda (SANSONETTI, 2001). Estes diferentes grupos e 

sorotipos, demonstram similaridade fenotípica e patogenicidade devido a capacidade 

invasiva (THANH et. al., 2016). Estas bactérias gram-negativas, não-movéis, 

enteroinvasivas pertencente à família Enterobacteriaceae, são capazes de interagir 

com a superfície de células epiteliais do cólon humano resultando em um 

diversificado quadro clínico de diarreia, que variam de curta a longa duração, com 

febres, dores abdominais e presença de sangue nas fezes (SANSONETTI, 2001).  

A shigelose é uma doença de fácil propagação de pessoa para pessoa por 

meio da rota via oral-fecal, onde cerca de 10 a 100 microrganismos podem causar a 

infecção (SHIFERAW et. al., 2004). A falta de saneamento básico e higiene com o 

alimento, é um fator de forte contribuição para a disseminação da doença. Esta é de 

principal ocorrência em crianças menores de 5 anos, contribuindo de maneira 

significativa com as taxas de mortalidade infantil (KIRK et. al., 2015; SANSONETTI, 

2001). Desta forma é classificada como uma doença diarreica de grande problema 

para a saúde pública, com estimativa de 190 milhões de casos por ano, que 

resultam em aproximadamente 1.1 milhões de mortes no mundo (KIRK et. al., 2015), 

sendo mais de 99% dos casos acometidos em populações de países de baixa renda 

(WALKER et. al., 2017). 

A shigelose também tem ocorrência em países de alta renda, como Estados 

Unidos, onde correspondem ao terceiro lugar das infecções bacterianas entéricas 

mais comuns (WALKER et. al., 2017). Na Europa e América do Norte as infecções 

são causadas pela espécie S. sonnei; no entanto espécies do tipo S. boydii e S. 
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dysenteriae representam menos de 5% de infecções por shigelose em escala global 

(THANH, 2016).  

Na América Latina a prevalência dos casos de shigelose tem sido causada 

por espécies S. flexneri e S. sonnei (BARRANTES, 2016). No Brasil, a prevalência 

das espécies de shigelose é delimitada de acordo com as regiões geográficas, na 

qual regiões mais urbanizadas, como a Sudeste, é dominada pela espécie S. sonnei, 

e regiões menos desenvolvidas, como Norte e Nordeste, é frequente a S. flexneri 

(SOUSA et. al., 2010).  

O tratamento convencional das infecções por Shigella sp. envolve o uso de 

antibióticos que minimizam a excreção bacteriana do paciente, mas estes têm se 

tornado ineficazes mediante a resistência desenvolvida pelas cepas (VUBIL, 2018; 

CRUZ et. al., 2014; SOUSA et. al., 2013; ASHKENAZI et. al., 2003). Desta forma se 

faz necessário pesquisas para a criação de novas estratégias terapêuticas e 

profiláticas.  

A elaboração de vacinas eficazes com baixo custo é uma alternativa 

promissora (MANI et. al., 2016; ANAND, 2013) uma vez que estudos recentes sobre 

proteínas de superfície da membrana externa de bactérias gram-negativas 

evidenciaram a possibilidade de serem alvos importantes representando 

perspectivas para um antígeno vacinal (CHITRADEVI, 2016; ANAND, 2016). 

Alguns artigos citam a presença de epítopos imunodominantes em vesículas 

ou domínios da membrana externa de Shigella sp. que configuram alvos de 

interesse na busca por candidatos vacinais eficazes e de baixo custo, (MITRA et. al., 

2016; BHOWMICH et. al., 2014; PORE e CHAKRABARTI, 2014; PORE e 

CHAKRABARTI, 2013) uma vez que a problemática é voltada para países de baixa 

a média renda.  

Em estudo anterior, Souza, (2018), realizaram um ensaio imunológico em 

camundongos, a fim de avaliar a capacidade protetora desenvolvida por peptídeos 

sintéticos desenhados a partir dos epítopos imunodominantes presentes nas 

membranas externas de Shigella sp. frente a infecções desafios com cepa virulenta 

de Shigella sp. Como resultado, um peptídeo se destacou por ser imunogênico como 

também protetor eficaz, tornando-o bom candidato vacinal.  
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Diante disso, o presente trabalho visa avaliar o potencial do peptídeo 

antigênico sintético, contra as infecções por Shigella sp. e, assim contribuir no 

desenvolvimento de vacinas profiláticas e/ou terapêuticas para o tratamento de 

shigelose. 

  

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Shigella spp.  

As espécies de Shigella são patógenos intracelulares gram-negativos 

facultativos, identificados como bacilos, não-esporulados, não-encapsulada, sem 

motilidade, enteroinvasivas, incapazes de fermentar a lactose. As bactérias deste 

gênero são os agentes etiológicos da shigelose ou disenteria bacilar (JOHNSON, 

2018; MAGGIORE et. al., 2016; SAHL et. al., 2015; ANAND, 2013). Quanto a sua 

classificação taxonômica: pertencem ao filo Proteobacteria, classe 

Gammaproteobacteria, ordem Entereobacteriales e família Enterobacteriaceae 

(STROCKBINE e MAURELLI, 2015; MARTEYN; GAZI; SANSONETTI, 2012). 

Shigella pode ser identificada no laboratório clínico por meio de suas 

características morfológicas e testes bioquímicos, o qual é constantemente definido 

pela falta de motilidade, lactose e fermentação (SAHL et al., 2015). Entretanto em 

testes químicos, muitas vezes não é possível diferenciar Shigella e Escherichia coli 

enteroinvasivas (EIEC), visto que estas espécies compartilham estruturas do 

antígeno O idênticas. Os sintomas clínicos, por muitas vezes são similares 

dificultando a distinção de infecções ocasionadas por Shigella ou E. coli (SAHL et. 

al., 2015; LIU, 2008; JOHNSON, 2000).  

No que se refere a descoberta de Shigella, os relatos iniciais de isolamento e 

caracterização destes patógenos, ocorreram em 1898 pelo Dr. Kiyoshi Shiga, que na 

época estudava um surto de disenteria bacilar recorrente no Japão. Essa descrição 

contribuiu para a diferenciação entre disenteria bacilar e disenteria amoebica. 

(ADAM; PICKING, 2016; NYOGI, 2005; TROFA, 1999). A bactéria descoberta foi 

nomeada Bacillus dysenteriae, e publicada no Journal of Bacteriology (YABUUCHI, 

2002). Atualmente esta espécie é conhecida como Shigella desynteriae 1, o primeiro 
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membro identificado do gênero Shigella (TANEJA e MEWARA, 2016; LEVINE et al., 

2007). Dando continuidade à descoberta relativo a este gênero, nas décadas 

seguintes os pesquisadores Simon Flexner, Mark Boyd e Carl Sonne notaram 

organismos similares que foram adicionados a novos grupos desta mesma espécie 

(TANEJA e MEWARA, 2016; SASAKAWA, 2010). 

Na taxonomia oficial do gênero encontram-se quatro espécies descritas, e 

estes apresentam quatro sorogrupos, denominados: S. dysenteriae (sorogrupo A), S. 

flexneri (sorogrupo B), S. boydii (sorogrupo C) e S. sonnei (sorogrupo D) 

evidenciados na tabela 1 (JOHNSON, 2018; TANEJA e MEWARA, 2016).   

 

Tabela 1. Espécies de Shigella e seus sorogrupos e sorotipos. 

Espécies  Sorogrupos  Sorotipos  Referências  

S. dysenteriae A 15 sorotipos  Barry et. al., 2013;  

S. flexneri B 14 sorotipos Jhonson, 2018; 

S. boydii C 20 sorotipos Taneja e Mewara, 2016; 

S. sonnei D 1 sorotipos Jhonson, 2018. 

 

As espécies podem se diferenciar por testes bioquímicos e sorológicos, 

classificadas de acordo com a quantidade de sorotipo presente, sendo assim: S. 

dysentariae com 15 sorotipos; S. flexneri 14 sorotipos e subtipos (os quais são S. 

flexneri 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 3b, 4a, 4b, 5a, 5b, 6, X, e Y, incluído 2 novos 

subsorotipos: 7a e 7b), S. boydii 20 sorotipos e S. sonnei somente um sorotipo 

(JOHNSON, 2018; SAIMA et. al., 2018; MARTEYN; GAZI; SANSONETTI, 2015). 

Os sorotipos são identificados com base na composição do antígeno O da 

cadeia lateral, constituinte do polissacarídeo do lipopolissacarídeo (LPS), 

característico das membranas externas de bactérias Gram-negativas (MAGGIORE 

et. al., 2016; SAHL et. al., 2015; LEVINE et al., 2007).  
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2.2 Shigelose  

A shigelose, também conhecida como disenteria bacilar, é a doença 

infecciosa acometida por Shigella. É descrita como uma infecção bacteriana aguda 

que afeta o intestino grosso e a porção distal do intestino delgado, resultando em 

diarreia acompanhada por febre, náuseas, vômitos e cólicas (RAMIREZ, 2001). No 

período de 24-48 horas se inicia a manifestação clínica, com duração normalmente 

de 5 a 7 dias, este intervalo de incubação pode se diferenciar conforme cada 

organismo (RODRIGUES et al., 2020; CDC, 2017; RIVERA ZARATE, 2017; 

TREPANIER et al., 2014). A gravidade e taxa de letalidade da doença é limitada ao 

estado do hospedeiro, (como idade, nutrição), e sorotipo. S. dysenteriae 1 (Shiga 

bacillus) produz uma potente citotoxina responsável por quadros de epidemias 

mortais, com letalidade de 20% entre os casos hospitalizados (SANSONETTI, 2011; 

RAMIREZ, 2001). Esta toxina acarreta um estado grave ao paciente devido a 

síndrome hemolítica-urêmica (RODRIGUES et al., 2020). 

Os sintomas incluem: febre, cólicas abdominais, desidratação, vômitos, 

fezes contendo sangue e muco (LEOPOLDINO, 2020; CDC, 2017; RIVERA 

ZARATE, 2017; NIKFAR, 2017; ASHIDA e SASAKAWA, 2016). A shigelose é 

autolimitada, mas pode evoluir de um quadro simples a grave em pacientes 

imunocomprometidos ou se o tratamento médico adequado não estiver disponível, 

como em áreas de baixo nível econômico (MANI et al., 2016). As espécies S. sonnei 

e S. boydii causam diarreia leve em comparação a S. flexneri e S. dysenteriae (RAM 

et al., 2006). 

A transmissão é principalmente pela via direta ou indireta fecal-oral, por 

alimentos e água contaminados, e em locais onde a eliminação de fezes humanas é 

inadequada, moscas podem atuar como vetores de shigelose (TANEJA e MEWARA, 

2016; GUPTA et al., 2012; NIYOGI, 2005). Shigella pode causar grandes surtos, já 

que uma pequena dose (10-100 bactérias) é o suficiente para causar a infecção 

(SAIMA, 2018; SUR et al., 2004). Uma outra via de transmissão ocorre entre 

indivíduos do sexo masculino na faixa etária de 21-60 anos, devido a relações 

sexuais sem proteção (LEE et al., 2017; SIMMS et al., 2015). 

O diagnóstico é realizado por métodos de aglutinação com identificação dos 

sorotipos (LIU et al., 2021). O tratamento primário para disenteria bacilar 

recomendado pela OMS é a reidratação, um método seguro e eficaz, importante 



18 
 

para reposição de líquidos e eletrólitos (NIYOGI, 2005; RAMIREZ, 2001). O uso de 

antibióticos é decidido de acordo com padrão de susceptibilidade antimicrobiana das 

cepas de Shigella em circulação no local (NIYOGI, 2005). Os antibióticos 

comumente utilizados são a ampicilina, cloranfenicol, tetraciclina e sulfametoxazol-

trimetoprim (WHO, 2005; ASHKENAZI et al., 2003), embora há evidências de que os 

mecanismos de resistência microbiana tornam crescente a diminuição de 

sensibilidade das bactérias a esses fármacos em algumas regiões 

(BHATTACHARYA et al., 2014).  

A resistência generalizada a quase todas as classes de drogas restringe a 

escolha de agentes antimicrobianos eficazes para o combate a shigelose (PUZARI 

et al., 2018), de forma que se faz necessário a busca por novos tratamentos 

alternativos.  

 

2.3 Epidemiologia de Shigella spp. 

Shigelose é uma doença diarreica ocasionada por Shigella reconhecida 

como um grave problema de saúde pública no mundo. Globalmente, Shigella é 

responsável por 80-165 milhões de casos de doenças, dos quais 1,5 milhão são em 

países de alta renda e 163 milhões em países de baixa renda. Anualmente são 

relatadas 600 mil mortes, em sua maioria crianças (LUNELLI, 2020; SAIMA et. al., 

2018; PUZARI et al., 2018; KHAN et. al., 2014). 

Estudos epidemiológicos recentes têm ratificado que a shigelose permanece 

na lista dos principais enteropatógenos que causam diarreia em crianças, mesmo 

em áreas com condições sanitárias melhoradas (KOTLOFF, 2017; LIMA et al., 2015; 

KOTLOFF, 2013).  

Na busca por dados atuais, o Laboratório de Diagnóstico e Controle de 

Doenças Infecciosas na Amazônia, realizou uma revisão epidemiológica contendo 

um levantamento sobre a incidência mundial de Shigella, no período de 2012 a 2017 

(DCDIA, 2017). Os relatos documentados nos continentes americanos, africano, 

europeu, asiático e Oceania foram os objetos de estudo (Figura 01).  
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Figura 01: Incidência de Shigelose por região geográfica (2012-2017). Dados de incidência 

analisados dos seguintes continentes: americano, africano, europeu, asiático e Oceania.   

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Fonte: DCDIA, 2017. 

 

No Brasil, o estudo identificou incidências de 11 a 100 casos de Shigella sp. 

a cada 100.000 habitantes nos estados do Amazonas, Piauí, Minas Gerais, e Santa 

Catarina. Em São Paulo os números são menores, sendo de 1 a 10 casos (DCDIA, 

2017). 

A distribuição dos sorogrupos de Shigella pode ser determinada de acordo 

com o nível de desenvolvimento econômico de um país. S. dysenteriae geralmente 

se apresenta nas formas endêmicas e em surtos da doença. Já S. flexneri e S. 

sonnei são responsáveis pelas endemias em nações subdesenvolvidas e 

desenvolvidas, respectivamente, enquanto S. boydii predomina na Índia e países 

vizinhos (TANEJA e MEWARA, 2016; VENKATESAN e RANALLO, 2006). 

Quantificando os índices de cada sorogrupo, pode se inferir que: o 

sorogrupo prevalente em países em desenvolvimento é S. flexneri (60%), seguido 

por S. sonnei (15%), S. dysenteriae (9,8%) e S. boydii com uma taxa de 5,7% 

(TANEJA e MEWARA, 2016; LIMA; HAVT; LIMA, 2015). E em países desenvolvidos, 

é evidente o domínio de S. sonnei (77%), por seguinte S. flexneri (16%), S. boydii 

(2%), e S. dysenteriae (1%) (TREPANIER et. al., 2014).  
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As causas para a dominância convencional de S. sonnei e S. flexneri em 

países mais ou menos urbanizados, respectivamente, é desconhecida. Entretanto, 

estudos sugerem que essa segregação ocorre pela presença da enterobactéria 

Plesiomonas shigelloides em regiões menos desenvolvidas. P. shigelloides e S. 

sonnei, compartilham a mesma cadeia lateral do lipopolissacarídeo O, um antígeno 

de superfície tido como principal alvo pelo sistema imune adaptativo durante a 

infecção ocasionada por Shigella (KLUBER-KIELB et al., 2008). Estes antígenos de 

superfície estabelecem uma reação cruzada que impede a penetração das bactérias 

S. sonnei nas células epiteliais do hospedeiro (JANDA et. al., 2016; THOMPSON, 

2015; SACK et. al., 1994). P. shigelloides é comumente encontrada em águas não 

tratadas de ambientes tropicais. Em países de baixa renda o uso de águas não 

tratadas é frequente, desse modo a exposição a P. shigelloides proporciona uma 

proteção contra infecção por S. sonnei atuando como uma vacina natural (SACK et 

al., 1994).  

No entanto, estudos demonstram que com progressos socioeconômicos e 

consequentemente melhorias nas qualidades de vida das populações de países 

pouco desenvolvidos, há um aumento na proporção de S. sonnei isolados quando 

comparados com S. flexneri (HOLT et al., 2012). 

No Brasil, os maiores índices dos isolados de Shigella spp. são encontrados 

nas regiões Sudeste (40%) e Nordeste (34%), e os menores nas regiões Norte 

(13%), Centro-Oeste (10%) e Sul (3%) (SERIBELLI et. al., 2016; PEIRANO et. al., 

2006). Estudos mostram as estirpes de S. flexneri e S. sonnei como principais 

agentes de shigelose, com a divisão de S. sonnei nas regiões mais urbanizadas 

(Sudeste), e S. flexneri nas regiões menos urbanizadas (Norte e Nordeste) (SOUSA 

et. al., 2010; ANGELINE et. al., 2009). Na região Sudeste o índice dos isolados de S. 

sonnei é de 62,7 %, e na região Norte e Nordeste 73,6% e 64,5% de isolados de S 

flexneri, respectivamente (LEOPOLDINO, 2020). Essa delimitação das espécies de 

Shigella no país pode ser atribuída à diversidade geográfica, climática, econômica e 

social (RODRIGUES et. al., 2016). 

Os óbitos por shigelose no Brasil, seguem a ordem decrescente de casos: 

Nordeste (37%), Sudeste (27%), Sul (23%), Norte (8%) e Centro-Oeste (5%). E 
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maior frequência entre crianças de 0-4 anos, e idosos de 60 anos (FRANCISCO et 

al., 2018). 

Em Manaus (AM), o domínio das cepas de S. flexneri em isolados de 

crianças que sofrem de diarreia foi evidenciado, por meio de uma pesquisa realizada 

em 1.339 crianças de 0-10 anos, na qual foram identificados 30 isolados de Shigella, 

com a seguinte frequência dos sorogrupos: 60% de S. flexneri, 22,2% de S. sonnei e 

6,6% de ambos sorogrupos, S. dysenteriae e S. boydii (CRUZ et. al., 2014).  

Outros estudos foram realizados na Região Norte, no estado do Pará, 

denotando a frequência de sorotipos de S. flexneri, com destaque para a S. flexneri 

2a, a mais frequentemente isolada no período de 1979 a 2009 (BASTOS et al., 

2012); e Porto velho, que descreveu o gênero Shigella como o terceiro agente 

etiológico causador de diarreia infantil com uma frequência de 8% dos casos em 

populações infantis periféricas (ORLANDI et al., 2001).  

 

2.4 Patogênese da Shigella spp. 

O mecanismo de patogênese de Shigella tem como base a presença de um 

grande plasmídeo de virulência de 220 kb (KILLACKEY et al., 2016), que durante 

sua história evolutiva, adquiriu vários fatores essenciais para a invasão e subversão 

das defesas do hospedeiro, tais como a capacidade de codificar o Sistema de 

Secreção do Tipo III (SST3) que permite a entrada nas células do epitélio (THAHN et 

al., 2016; MARTEYN et al., 2012).  

O SST3 é uma estrutura encontrada em bactérias Gram-negativas, gênero 

Shigella (TANNER et al., 2015), responsável pela injeção dos fatores de virulência 

nas células epiteliais do cólon do hospedeiro, promovendo a invasão bacteriana e 

destruição tecidual do revestimento epitelial (MARTEYN et al., 2012). O SST3 

denominado complexo agulha, é uma nanomáquina em molde de seringa que 

apresenta um aparelho de exportação central e uma estrutura em forma de agulha 

oca revestidos por um sistema de dois anéis, pelo qual os fatores de virulência são 

transportados (LUNELLI, 2020). Ele também permite a injeção de moléculas 

denominadas “efetores”, que possuem a função de antagonizar as respostas imune 

inata e adaptativa, por meio do desarranjo dos componentes do citoesqueleto de 



22 
 

actina, e indução da morte celular de macrófagos (OGAWA et al., 2008; 

SANSONETTI, 2007).  

Com a ingestão pela rota fecal-oral, os sorotipos de Shigella migram pelo 

intestino delgado em direção ao cólon e reto, onde atravessam a barreira epitelial 

por meio das células M – células epiteliais especializadas em apresentar antígenos 

do lúmen intestinal aos linfoides adjacentes, favorecendo o início de uma resposta 

imune quando necessário (KILLACKEY et al., 2016; OGAWA et al., 2008; 

SANSONETTI et al., 1996). Esse processo é chamado de transcitose, e permite a 

exposição das bactérias aos macrófagos na submucosa do trato gastrointestinal 

(THANH et al., 2016). O recurso de sobrevivência da bactéria consiste na indução 

da piroptose dos macrófagos, mecanismo que ativa os inflamassomas NLR, 

diferindo assim dos outros tipos de mortes celulares, como apoptose e necrose. Os 

inflamassomas NLR, medeiam o processamento de citocinas dependente da 

caspase-1, incluindo IL-1β e IL-18, seguidos por ruptura da membrana plasmática e 

condensação nuclear (ASHIDA et al., 2011; BERGSBAKEN et al., 2009). Nesta 

primeira etapa, a lise dos fagossomos circundantes é mediada pelas proteínas 

efetoras IpaB, IpaC e IpaD (THAHN et al., 2016; KILLACKEY et al., 2016).  

Essas citocinas lideram o recrutamento de leucócitos polimorfonucleares 

(PMN) para o local da inflamação (SANSONETTI, 2001), criando uma resposta 

inflamatória massiva e aguda, que desestabiliza a integridade da parede intestinal, 

de forma que as bactérias possam alcançar células epiteliais mais profundas 

(SCHROEDER e HILBI, 2008). Após a morte do macrófago, as bactérias são 

liberadas, para invadir as células epiteliais do intestino pelo lado basolateral; 

desencadear a endocitose mediada pelos efetores (THAHN et al., 2016); e se 

multiplicar no citoplasma (SCHROEDER e HILBI, 2008). Essa disseminação lateral 

para as células vizinhas, mantém a bactéria protegida contra as defesas 

extracelulares do hospedeiro (OLIVEIRA, 2013). A proteína IpaA, atua na 

polimerização de uma cauda de actina, que promove uma força propulsora 

necessária, permitindo a movimentação das bactérias entre as células do 

hospedeiro (OGAWA et al., 2008).  
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O ciclo de infecção está completo, quando há a passagem dos patógenos 

entre as células adjacentes. Este processo se repete até a destruição total da 

monocamada do epitélio intestinal (Figura 2) (PARSOT, 2015). 

 

Figura 02: Esquema atual do ciclo de infecção da Shigella: ruptura, invasão e processo de 

destruição tecidual da mucosa.  Ilustração dos processos de infecção das células epiteliais do 

cólon. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria, baseada em Bona, 2018. 

 

A invasão das bactérias no hospedeiro resulta em um grave processo de 

inflamação. Estudos evidenciam a função desempenhada por IL-1β e IL-18 

liberadas, após a ativação da capase-1 pela IpaB nos macrófagos infectados. IL-1β 

causa a ruptura da barreira epitelial e desestabilização da homogeneidade do tecido, 

favorecendo a difusão da bactéria. IL-18, um potente indutor do interferon (IFN)-γ, 

permite a estabilização do sistema imune inato para erradicar Shigella 

(SANSONETTI, 2001). Com isso, as células secretam uma série de citocinas, sejam 

pró-inflamatórias (IL-8, IL-6, TNF-α e TNF-β) ou anti-inflamatórias (IL-10 e TGF- β) 
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como vias de sobrevivência contra o patógeno (KILLACKEY et al., 2016; GIRARDIN 

et al., 2001). 

 

2.5 Peptídeos sintéticos como candidatos vacinais para Shigella. 

Shigelose, uma grave doença diarreica com risco de vida, é um grande 

problema de saúde que afeta países alta e baixa renda (BASEER et al., 2017; JHA 

et al., 2013). Anualmente, 91 milhões de casos são relatados (KUO et al., 2008), e 

aproximadamente 600 mil crianças com idade até 5 anos morrem com a 

desidratação severa e disenteria no mundo (WALKER e CLIFFORD, 2015). Os 

episódios repetitivos dessa doença afetam a absorção de nutrientes no organismo, o 

que leva a desnutrição, baixa estatura e consequentemente deficiências no 

aprendizado da criança (PATH, 2015), afetando o seu desenvolvimento físico e 

cognitivo, que perpetua o ciclo de pobreza em áreas carentes (WALKER et al., 2012; 

GUERRANT et al., 2008). 

S. sonnei e S. flexneri são responsáveis por aproximadamente 90% dos 

casos de shigelose (BASEER et al., 2017), e estas já apresentam um risco 

emergente de multirresistência a antibióticos utilizados no primeiro tratamento, tais 

como: ciproflloxacino, ampicilina e fluoroquinolona (NUESCH-INDERBINEN et al., 

2016; BOWEN et al., 2015; GU et al., 2012). Com isso, tem crescido o interesse em 

vacina entérica no últimos anos, demonstrando ser o momento ideal para o 

desenvolvimento de uma nova estratégia o mais eficiente possível (WALKER e 

CLIFFORD, 2015).  

Uma vacina adequada para a shigelose deve ser capaz de estimular o 

sistema imune mucosal e desenvolver imunidade protetora de longa duração, com 

um mínimo de efeitos colaterais. É importante também levar em consideração a 

relação custo-benefício, e a facilidade ao administrar a vacina, pois as crianças de 

países subdesenvolvidos serão os principais destinatários (JENNISON e VERMA, 

2004).  

Infelizmente, ainda não há nenhuma vacina disponível contra as infecções 

causadas por Shigella spp. (BASEER et al., 2017; MANI et al., 2016), mesmo com 

diversos estudos realizados (CAMACHO et al., 2013). Uma alternativa promissora, é 
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a elaboração de vacinas de peptídeos sintéticos. Estas são vacinas produzidas a 

partir de sequências de aminoácidos de proteínas de bactéria, sintetizadas em 

laboratório (KALIL et al., 2008). Os peptídeos sintéticos imitam epítopos, presentes 

nos antígenos de proteínas de um determinado patógeno, com capacidade para 

induzir uma resposta imunológica (GOMARA e HARO, 2007). A utilização desse tipo 

de vacina se faz vantajosa por proporcionar uma completa caracterização química, 

ausência de contaminantes, completa reprodutibilidade, baixo custo de produção e 

estabilidade, como também a ausência de mecanismos supressores, alérgicos ou 

autoimunes e de evasão, típicos de microrganismos (NEURATH et al., 1986). 

Com relação aos antígenos candidatos às vacinas para shigelose, destaca-

se a OMP (proteínas de membrana externa) existente nas espécies de Shigella. Isso 

porque a OMP de bactérias Gram-negativas constitui uma importante estrutura do 

patógeno em razão de sua acessibilidade aos mecanismos de defesa do hospedeiro 

(PORE e CHAKRABARTI, 2013) desempenhando uma função significativa na sua 

patogenicidade, progressão da infecção e desenvolvimento da resposta inflamatória 

(SANSONETTI, 2001). 

  A proteína A da membrana externa (OmpA) é um candidato a antígeno 

vacinal promissor, por ser uma estrutura altamente conservadas entre as cepas de 

Shigella spp. e possuir um epítopo exposto na superfície da célula (PORE et al., 

2011). 

A OmpA é uma proteína monomérica de 35 kDa (AMBROSI et al., 2012; 

KRISHNAN e PRASADARAO, 2012) fundamental na integridade estrutural da 

membrana externa, também como um importante fator de virulência de vários 

patógenos (KRISHNAN e PRASADARAO, 2012; YUNG-HUNG et al., 2011; SMITH 

et al., 2007). Sua estrutura se constitui por dois domínios: um domínio N-terminal 

integrado a membrana externa, no qual as folha-beta pregueadas antiparalelas 

adquirem a forma de cilindro, denominado barril β de oito filamentos; e um domínio 

C-terminal, que é globular e está localizado no espaço periplasmático (CONFER e 

AYALE, 2013; YUNG-HUNG et al., 2011) (Figura 03).  

Estudos recentes, demonstraram a capacidade de OmpA de interagir com 

diversos tecidos do hospedeiro, sendo considerada uma molécula pleiotrópica por 

atuar de diferentes maneiras nos mecanismos de virulência de bactérias 
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patogênicas (AMBROSI et al., 2012). OmpA também coordena respostas imune 

inata e adaptativa (PORE et al., 2009) e apresenta 1 possível epítopo de célula B 

capaz de estimular a resposta imune do hospedeiro (PARDO, 2016), indicando ser 

um antígeno promissor no desenvolvimento de vacinas. 

 

Figura 03 – Estrutura de OmpA. Estrutura do domínio barril β (em vermelho) e do domínio 

periplasmático de OmpA (em verde). 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Protein Data Bank (PDB): http://www.rcsb.org/structure/1QJP. 

 

2.6 Modelo experimental para estudos imunológicos com Shigella spp.  

A compreensão do mecanismo de patogênese da shigelose em modelos 

animais que replicam os sintomas humanos, é essencial para a elaboração de uma 

vacina segura e eficaz (YANG et al., 2013). Diversos modelos experimentais são 

utilizados afim de mimetizar o processo de infecção em humanos, dentre eles o mais 

apropriado é o do macaco que desenvolve uma colite aguda (similar a observada em 

humanos) quando infectados pela via intragástrica (MARTEYN et al., 2012; 

http://www.rcsb.org/structure/1QJP
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FONTAINE et al., 1988). Outros modelos se destacam por imitarem o processo de 

ruptura e invasão que ocorre na mucosa epitelial, sendo estes: o modelo de infecção 

pulmonar murino, a inoculação oral em camundongos recém-nascidos, a 

ceratoconjuntivite por infecção ocular em porquinhos-da-índia e a inflamação 

intestinal em coelhos (SHARMA et al., 2017; KIM et al., 2013; MARTEYN et al., 

2012). O modelo de infecção em larvas de peixe-zebra permite o estudo da 

interação entre Shigella e fagócitos (KILLACKEY et al., 2016; MOSTOWY et al., 

2013). 

O modelo experimental utilizando camundongos é considerado o mais 

simples para o estudo da patogênese e imunobiologia da infecção ocasionada por 

Shigella (VAN DE BERG et al., 1995). Em testes científicos, os camundongos 

albinos da linhagem Balb/c (espécie Mus musculus) são os mais utilizados devido a 

sua produção de anticorpos monoclonais (PAIGEN, 1995). 

Uma pesquisa utilizando cepas de Shigella flexneri 2a demonstrou que a 

infecção em camundongos pela via intraperitoneal, se assemelha a shigelose em 

humanos, apresentando os mesmo sintomas, como: perda de peso corporal, 

diminuição do comprimento do cólon, excesso de secreção e aumento da liberação 

de citocinas inflamatórias e quimiocinas (YANG et al., 2013). Em outro estudo 

utilizando a via intranasal, foi observado respostas humoral e celular similares as 

encontradas em humanos com disenteria bacilar (SHARMA et al., 2017; VAN DE 

BERG et al., 1995). Desse modo, ambas as vias se caracterizam como um local de 

entrada promissor para a Shigella, já que desenvolvem sintomas e características 

semelhantes a shigelose em humanos nos camundongos adultos.  
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3. OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o efeito protetor do peptídeo oriundo de antígenos de OmpA contra 

infecções de Shigella flexneri, em modelo murino. 

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 Purificar peptídeo sintético através da técnica imunocromatográfica; 

 Avaliar a capacidade do peptídeo sintético em estimular resposta 

imune humoral através de imunização por via intranasal e intraperitoneal em modelo 

murinho; 

 Avaliar a capacidade protetora da resposta imune promovida pelo 

peptídeo sintético. 
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4. MATERIAL E METODOS 

 

4.1 Aspectos éticos  

A autorização para o uso de animais neste trabalho e prorrogação da 

mesma foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa no Uso de Animais (CEUA) 

do INPA sob o número 052/2018 conforme o documento no anexo 1 e anexo 2. 

 

4.2 Animais  

Nesta pesquisa, foram utilizados camundongos isogênicos BALB/c fêmeas de 

aproximadamente 6-8 semanas de idade, pesando aproximadamente 25 g, obtidos e 

mantidos no Biotério Central do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia 

(INPA).  

Antes dos procedimentos experimentais os animais foram mantidos em 

isolamento por sete dias. Durante todo o experimento, os animais foram 

armazenados em microisoladores autoclaváveis, e alimentados com ração e água 

esterilizadas (por autoclave a 121 °C), em um número de 6 e 7 animais por 

microisolador. A limpeza foi realizada na frequência de 2 vezes na semana com a 

troca da maravalha e microisoladores por outros previamente esterilizados. Para a 

realização de cada procedimento, os animais foram devidamente anestesiados. Ao 

final do experimento, foi realizada a eutanásia em todos os animais por meio do 

deslocamento cervical, de acordo com o que preconiza as normas do CEUA.  

Todos os procedimentos experimentais com os animais seguiram as normas 

relativas à utilização humanitária com finalidade em pesquisa, regulamentado pelo 

inciso VII do § 1o do art. 225 da Constituição Federal, estabelecendo procedimentos 

para o uso científico de animais.  

 

4.3 Isolados de bactérias da Shigella sp. 

A cepa de bactéria padrão utilizada nesta pesquisa foi Shigella flexneri 5a 

M90T obtida da coleção de microrganismos do Instituto Leônidas & Maria Deane – 
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Fiocruz Amazônia (ILMD-Fiocruz Amazônia). As bactérias foram cultivadas para 

crescimento em meio LB à 37 °C.  

 

4.4 Peptídeo sintético 

A capacidade protetora de antígenos oriundos de membrana externa da 

Shigella sp. foi analisada utilizando um peptídeo sintético denominado P2, este foi 

desenhado para esta pesquisa proveniente de um estudo anterior realizado por 

Pardo, (2016). Utilizando a ferramenta IEDB, foi constatado que o peptídeo 

apresenta uma sequência peptídica de 13 aminoácidos correspondente a um 

epítopo linear exposto na superfície da proteína, com carga neutra, e peso molecular 

de 1365,45 (Figura 4). 

 

Figura 04 – Visualização da previsão da posição epitopo de OmpA no modelo tridimensional 

da Shigella flexneri 5a M90T no programa Swiss PDB-Viewer. (A) Visualização do epítopo correlato 

ao peptídeo P2 na superfície da OmpA. (B) Demonstração do epítopo correspondente ao peptídeo P2 

na estrutura de fita da proteína OmpA. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de PARDO, 2016. 

 

Por apresentar um perfil hidrofílico, o peptídeo foi ressuspendido em 20 ml 

de água ultrapura (Milli-Q). A suspensão foi distribuída em um total de 20 alíquotas 

de 1 mL, e mantidas na geladeira (-20 ºC) para uso posterior.  

OmpA 

A. B 

P2 – AQAAPKDNTWYT (19-30) 
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Seguindo a metodologia de Muhialdin e Algboory (2018) foi realizada a 

cromatografia de fase reversa para avaliação do grau de pureza do peptídeo 

sintético. As análises foram realizadas empregando duas fases móveis, Solução A 

(TFA 0,1%) e Solução B (acetronila 99,9% e TFA 0,1%). A fração II obtida por 

cromatografia de afinidade, foi liofilizada e solubilizada em Solução A para aplicação 

em cromatografia líquida de alta performance (CLAE) utilizando uma coluna C-18 

(25 mm x 4,6 mm, Supelco), em sistema de cromatografia Akta Purifier 10® (GE 

Lifescience Healthcare). Primeiramente a coluna foi equilibrada com a solução A e a 

amostra eluída sob gradiente 0 a 70 % de Solução B (acetonitrila 99,9 % e TFA 0,1 

%) em 5 volumes de coluna, sob fluxo de 1mL/min, e detecção a 215 e 280 nm. 

 

4.5 Ensaio de imunização dos camundongos 

Foram utilizados um total de 65 camundongos, distribuídos em 5 grupos 

para a via intranasal e 5 grupos para a via intraperitoneal demonstrados na tabela 2. 

 

Tabela 2 – Grupos de camundongos e vias de imunização.  

Intraperitoneal Intranasal 

P2 + Freund (6 camundongos) P2 + PBS (6 camundongos) 

P2 + KLH + Freund Acoplado (7 camundongos) 

P2 + Esporos de B. subtilis Acoplado (7 

camundongos) 

KLH + PBS (6 camundongos) Esporos de B. subtilis (6 camundongos) 

Freund + PBS (6 camundongos) PBS (7 camundongos) 

P2 + KLH + Freund Sem Acoplar (7 

camundongos) 

P2 + Esporos de B. subtilis + 

PBS Sem Acoplar (7 camundongos) 

 

4.5.1 Imunizações Intranasais  

As imunizações intranasais foram feitas de acordo com o protocolo de 

imunização de Pore et al., (2011), diferindo na utilização de vesículas de lipossomas 
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por esporos da cepa comercial de Bacillus subtilis KO7 para apresentação do 

epítopo.  

Para a obtenção dos esporos foi utilizado o método de escassez dos 

nutrientes em meio DS (Difco-Sporulation). A cultura foi recolhida 24h após o início 

da esporulação e tratadas com lisozimas para purificação, e posteriormente lavada 2 

vezes em 1 M NaCl, 1 M KCl e água. Para a inibição da ação de proteases foi 

utilizado PMSF (0.05 M). Os esporos foram suspendidos em água e tratados a 65 ºC 

por 1 h para eliminar qualquer resíduo de células vegetativas, seguindo a 

metodologia de Potocki et al., 2017. A suspensão de esporos foi titulada e 

constatado que através dessa metodologia foram produzidos 1 x 103 esporos por 

microlitro.  

Para as imunizações, foi necessário realizar a adsorção dos peptídeos à 

superfície do esporo por meio de ligação covalente (ALVES et al., 2018).  A 

preparação dos esporos para tal ligação, se deu pela centrifugação de uma 

suspensão de 1 x 104 de esporos, com o descarte do sobrenadante, e 

aproveitamento do pellet de esporos para ressuspensão em 250 µL de EDC (1-[3-

(diamino)propil-3-etilcarboiimida) durante 15 minutos. Após esse processo foram 

adicionados 250 µL de NHS e a suspensão incubada por 30 min em temperatura 

ambiente, os esporos foram então centrifugados e o EDC e NHS removidos.  Foi 

adicionada à solução com os esporos prontos o peptídeo numa concentração final 

de 75 µg, e incubados overnight sob agitação em temperatura ambiente, 

posteriormente lavados 3 vezes com PBS 1X e ressuspendidos em 140 µL da 

mesma solução.  Para o grupo de camundongos que foram imunizados com esporos 

e o peptídeo sem a reação de acoplamento, foi dispensada a realização das etapas 

que utilizam os reagentes EDC e NHS.  

Os grupos controles foram preparados de acordo com suas especificações e 

volume final de 140 µL:  

 P2 + PBS na proporção de 1:1 dos reagentes;  

 Esporos de B. subitillis na proporção de 1 x 104 de esporos; e  

 PBS na concentração de 1X.  
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Os camundongos foram imunizados 1 vez ao dia pela via intrasanasal com o 

auxílio de uma micropipeta, em intervalos de 15 dias, totalizando 5 imunizações 

antes da infeção desafio. O soro anestésico foi preparado utilizando 375 µL de 

Quetamina e 750 µL de Xilasina, adicionados a 3.875 µL de PBS completando o 

volume final de 5 mL. Cada camundongo foi sedado com 0,1 ml de dose anestésica 

e então foram inoculados com 1 x 104 de esporos acoplados com P2, 10 µg de P2 e 

PBS, em uma dose total de 20 µL distribuídos gentilmente em 3 ou 4 microgotas em 

cada narina.  

Os animais imunizados foram submetidos à coleta de sangue nos dias 0º, 

14º, 28º, 42º e 56º no período de imunização com os mesmos. O sangue foi coletado 

via retro-orbital, durante as imunizações e antes de ocorrer o sacrifício. Após a 

coagulação, o sangue foi centrifugado a 8.000 rpm por 10 minutos. O soro foi 

retirado e armazenado à -20 °C até a dosagem de anticorpos específicos por ELISA. 

   

4.5.2 Imunizações Intraperitoneais  

As imunizações intraperitoneais foram feitas seguindo a metodologia 

utilizada em estudo anterior por Souza, 2018.  

Para as imunizações, o peptídeo foi acoplado com a proteína carreadora 

KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) por meio da ligação covalente estabelecida entre 

os agentes químicos EDAC [cloreto de 1-etil-3(3-dimetillaminopropil)carbodiimida] e 

NHS (N-hidroxissuccinimida) ambos em concentração de 11 µL, adicionados a 110 

µL de tampão MOPS [ácido 3-(N-mofolino)propanesulfônico], 280,5 µL de água Milli-

Q, 27,5 µL de KLH e 110 µL do peptídeo, incubados em temperatura ambiente por 2 

horas. Foi então adicionado Adjuvante de Freund (1:1), e depois utilizou-se o vortex 

até a emulsão total da solução. Foram dispensadas as reações utilizando EDAC, 

NHS, MOPS e água Milli-Q para o grupo de camundongos imunizados com o P2 e 

KLH sem acoplamento.  

Os grupos controles P2 + Freund, PBS + Freund e KLH + PBS foram 

preparados na concentração de 1:1 dos reagentes e volume final de 700 µL.   

Foram realizadas 5 imunizações antes a infecção desafio, em intervalos de 

15 dias. A via de administração foi intraperitoneal utilizando uma seringa de 1 mL, 
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para aplicar 40 µg de P2, Freund e PBS, em uma dose total de 0,1 mL em cada 

camundongo.  

O sangue foi coletado via retro-orbital durante o período de imunização nos 

dias 0º, 14º, 28º, 42º e 56º. As amostras de sangue foram centrifugadas, o soro 

reservado e armazenado como descrito anteriormente até ser utilizado.   

 

4.6 Infecção desafio com Shigella e Estudo de Proteção 

Para avaliar a capacidade protetora dos peptídeos, os animais imunizados 

foram submetidos à infecção desafio com a cepa padrão de S. flexneri M90T 

virulenta via intranasal e via intraperitoneal após o término do protocolo de 

imunização. Os animais de cada grupo vacinal e controle, uma semana após última 

imunização (63º dia) receberam doses de 1x108 CFU/mL de Shigella. Posterior a 

infecção desafio, os camundongos foram observados durante 3 dias, em 24h, 48h e 

72h, indivíduos com peso inferior a 20g foram eutanasiados. Os camundongos 

sobreviventes foram observados por até 14 dias após o desafio (70º dia), com a 

medição do peso ao final para comparação posterior com o peso inicial, taxa de 

mortalidade e o número de sobreviventes. (Figura 05). Foi a realizada a coleta de 

sangue via retro-orbital em todos os camundongos.  
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Figura 05 - Esquematização demonstrando as imunizações em camundongos Balb/c. 

Imunização dos camundongos pelas vias intraperitoneal e intranasal e infeção desafio com a cepa 

padrão de S. flexneri 5a M90T virulenta. 
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4.7 Teste Imunológico de Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay 

(ELISA) 

As amostras biológicas (soro das imunizações e do sangue total) utilizadas 

nesta pesquisa foram acondicionadas em recipiente refrigerado para o transporte do 

Biotério Central do INPA até o Laboratório Biodiversidade em Saúde da Fiocruz 

Amazônia - Instituto Leônidas & Maria Deane, e foram submetidos ao 

processamento através do teste imunológico ELISA. 

O ensaio de imunoabsorção enzimático indireto (ELISA) foi realizado como 

método de avaliação da resposta imune humoral do peptídeo administrado, os 

anticorpos dos soros dos camundongos foram testados para anticorpos sistêmicos 

da classe Imunoglobulinas G (IgG).  

Para a execução do ELISA indireto todas as amostras foram testadas em 

duplicatas utilizando microplacas de 96 poços, de alta capacidade de adsorção. A 

sensibilização das placas foi realizada com 5 µg do peptídeo P2 acoplado com BSA 

(albumina sérica bovina), diluídos em tampão carbonato-bicarbonato (pH 9,6), e 

deixado overnight por 16 horas a 4 °C. Após esse processo, a placa foi lavada três 

vezes com solução de lavagem (PBS e Tween 0,05%). Os sítios livres foram 

bloqueados com 200 uL de PBS 1X e BSA 3% e incubados a 37°C por 2 horas. 

Foram distribuídos nos poços, 50 µL dos soros testes, diluídos em 1/100 no mesmo 

tampão de bloqueio, onde permaneceram por 60 minutos à 37°C, em câmara úmida. 

Após a lavagem com PBS 1X Tween 0,05% (seis vezes) foi adicionado 50 μL do 

conjugado anti IgG-Mouse biotinilado KPL diluído em 1:2000 no mesmo tampão de 

bloqueio, e incubados a 37 ºC em câmara úmida por 1h, seguido de 3 lavagens com 

solução de lavagem. Foram distribuídos nos poços 50 μL de estreptavidina KPL 

diluída 1/2000 em tampão de bloqueio, e mantido sob as mesmas condições de 

incubação, por 1 hora. Em seguida a placa foi lavada como já descrito, e as reações 

foram reveladas pela adição em cada poço de 50 μL do substrato, uma solução de 

Tetrametilbenzidina 1M (TMB – Sigma) e H2O2 (peróxido de hidrogênio) por 10 

minutos à temperatura ambiente ao abrigo da luz. A reação foi interrompida com 50 

μL de H2SO4 a 2M. A leitura da densidade óptica foi determinada utilizando uma 

leitora de ELISA (Thermo®) a 450 nm de comprimento de onda. 
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4.8 Análises estatísticas 

Os dados estatísticos foram analisados utilizando o software R na versão 

4.0.2, usando o Rstudio 1.1.4, com pacotes diversos (tidyverse, lme4, sjPlot e hnp), 

e nível de significância estatística com P value menor 0.05.  

Foi empregado um teste de regressão linear com efeito aleatório, onde o 

efeito aleatório é colocado nas medidas retiradas de cada camundongo, devido aos 

dados apresentarem dependência longitudinal.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

5.1 Purificação do peptídeo  

Para avaliação da integridade do peptídeo sintético, uma fração deste foi 

submetida a cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa (CLAE-FR), e 

os resultados obtidos foram analisados de acordo com o tempo de retenção das 

amostras na coluna C18.  

Na figura 06, o perfil cromatográfico demonstrou picos após 16 min de 

eluição (eixo X, cor preta) e com 23,5% de acetonitrila (eixo Y, cor verde) monitorado 

com o comprimento de onda de 215 nm (perfil na cor vermelha), característicos da 

presença de peptídeos (CONCEIÇÃO et al., 2018); e picos monitorados com 

comprimento de onda de 280 nm (perfil na cor azul), característicos da presença de 

aminoácidos com anéis aromáticos. Deste modo, a não identificação de outros 

compostos na fração peptídica analisada após submissão em CLAE-FR confirma a 

pureza do mesmo. 

 

Figura 06 – Perfil cromatográfico de P2 em coluna de fase reversa C18. Peptídeo submetido a 

análise em CLAE-RF para confirmação de sua pureza. 
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5.2 Avaliação dos anticorpos IgG anti-peptídeo via Intranasal 

A imunização por via intranasal utilizando esporos de Bacillus subtilis como 

carreador para P2, demonstrou níveis baixos de IgG sérico em todos os grupos 

testados. Na figura 07, pode se observar que os valores médios da densidade óptica 

(D.O.) caracterizam uma suave curva em parábola, onde a 1ª imunização difere da 

2ª, 3ª e 4ª imunização, contudo não difere da 5ª imunização. 

Os grupos controles (PBS, P2+PBS e Esporos de B. subtillis) e os grupos 

testes (P2+Esporos Acoplado e P2+Esporos Sem Acoplamento) não apresentaram 

diferenças significativas de anticorpos IgG entre si. No entanto, os grupos 

P2+Esporos Acoplado e P2+Esporos Sem Acoplamento demonstraram níveis 

moderadamente acima dos demais, denotando a relevância para o uso do peptídeo 

e esporos na via utilizada.  

 

Figura 07 – ELISA anti-mouse IgG anti-peptídeo das 5 imunizações por via Intranasal. O teste 

empregado foi o de regressão linear com intervalo de confiança de 95%.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O delineamento desta pesquisa se baseou no estudo realizado por Pore et 

al., (2011) que demonstrou uma potente imunidade protetora para pneumonia 

pulmonar, e altos níveis de imunidade sistêmica e de mucosa, em camundongos 

quando vacinados com a proteína OmpA de forma intranasal. No entanto, como dito 

anteriormente, nossos resultados não revelaram respostas imunológicas 
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significativas. Esta dificuldade na elicitação das respostas imunológicas sistêmicas 

pode ser devido a seleção do sistema carreador ou ainda a seleção do antígeno 

empregado. 

No estudo proposto por Pore et al., (2011) a proteína OmpA foi alocada no 

interior das lipossomas (vesículas fosfolipídicas) que atuaram como estrutura 

carreadora, diferentemente do nosso grupo que empregou a adsorção do peptídeo 

sintético P2 a superfície dos esporos de B. subtilllis. As lipossomas são descritas 

como um eficiente carreador vacinal de modo intranasal devido a excelente 

versatilidade no transporte de diferentes tipos de antígenos (DAI et al., 2020; MAI et 

al., 2020; QU et al., 2018). De mesmo modo, o uso de esporos de B. subitilis já foi 

evidenciado em diversos estudos como um modelo eficaz capaz de gerar anticorpos 

sistêmicos e de mucosa (POTOCKI et al., 2017; AMUGUNI e TZUPORI, 2012; 

BARNES et al., 2007), além de ser um método não-invasivo, seguro e de baixo 

custo (FUJIHASHI et al., 2002). Entretanto mesmo com consideráveis vantagens, 

estes não foram capazes de estimular o sistema imune contra o peptídeo P2 através 

da metodologia aqui empregada. 

Acreditamos que a adsorção de P2 a superfície dos esporos não tenha sido 

efetiva, dificultando assim a elicitação das respostas imunes no organismo, 

provavelmente por isso todos os grupos apresentaram níveis de anticorpos 

similares. 

A seleção do tipo de antígeno representa um ponto importante, visto que 

estes devem mimetizar uma infecção natural, através da ativação de linfócitos B 

e/ou T, que são determinantes para o desenvolvimento das respostas humoral e 

celular, respectivamente (CHAGAS et al., 2019). Pore et al., (2011) utilizou a 

proteína nativa e recombinante de OmpA, que foram antígenos eficazes quanto a 

produção de anticorpos IgG e IgA. Contudo, nesta pesquisa o peptídeo sintético não 

foi apresentado ao sistema imunológico, logo uma alternativa para facilitar esta 

apresentação do antígeno utilizando os esporos, seria a expressão de OmpA na 

superfície dos esporos de B subtillis. Uma metodologia semelhante com resultados 

satisfatórios foi realizada por Yagnik et al., (2017) que imunizou camundongos de 

modo intranasal com OmpA oriunda de Shigella dysenteriae tipo 1 expressas por 

Lactococcus lactis recombinante. 
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Vale ressaltar, que a aplicação de vacinas por via intranasal possui 

vantagens esperadas, como forte imunidade de mucosa e respostas imunes 

sistêmicas, que atuam como primeira defesa contra infecções instituídas em 

mucosas (WANG et al., 2015). 

Dessa forma, a utilização desta via para aplicação vacinal, pode não ser de 

todo modo desprezada, uma vez que a reformulação da metodologia empregada 

possibilita resultados eficazes na proteção imunitária do hospedeiro ao patógeno.  

   

5.3 Avaliação dos anticorpos IgG anti-peptídeo via Intraperitoneal  

As imunizações intraperitoneais apresentaram níveis de anticorpos anti-

peptídeo satisfatórios no grupo teste P2+KLH Acoplado, observado na Figura 08. O 

segundo grupo teste P2+KLH Sem Acoplamento, não alcançou resultados próximos 

a P2+KLH Acoplado, porém atingiu níveis relativamente superiores aos obtidos 

pelos grupos controles. Isso demonstra a importância da realização do acoplamento 

do peptídeo com a proteína carreadora mediante as reações de ligação covalente 

utilizando os reagentes EDAC, NHS, MOPS e água Milli-Q.  

 

Figura 08 – ELISA anti-mouse IgG anti-peptídeo das 5 imunizações por via Intraperitoneal. O 

teste empregado foi o de regressão linear com intervalo de confiança de 95%. 
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Os grupos controles P2+F, F+PBS e KLH+PBS, apresentaram níveis 

semelhantes entre si nos soros coletados nas 5 imunizações. Ainda assim, o grupo 

P2+F demonstrou o menor percentual de anticorpos, que pode ser justificado pelo 

fato de o peptídeo ser pouco imunogênico quando sozinho, e para isto se faz 

necessário o uso do complexo carreador e adjuvante, e estes devem ser capazes de 

incitar o sistema imunológico e simultaneamente proteger contra degradações 

externas e transportar o antígeno até o local tencionado (SKWARCZYNSKI e TOTH, 

2016) 

A proteína OmpA quando isolada de S. flexneri 2a, possui propriedades 

imunogênicas e protetoras, que as classificam como um antígeno vacinal (PORE et 

al., 2011), eficiente na ativação das células B e modulação da resposta imune 

humoral (BHOWMICK et al., 2014). Diante disso, Souza, (2018) demonstrou a 

capacidade de P2 em incitar níveis relevantes de anticorpos IgG anti-peptídeos nos 

camundongos, de mesmo modo a produção de anticorpos sistêmicos e 

reconhecimento elevado de epítopos de OmpA presente nos diferentes isolados de 

S. flexneri também foi evidenciado no trabalho de Pardo, (2016). Assim ambos os 

estudos corroboram os resultados desta pesquisa, uma vez que o grupo de 

camundongos imunizados com P2+KLH Acoplado atingiu elevada dosagem de 

anticorpos sistêmicos desde a 1ª imunização.  

De mesmo modo, os resultados obtidos nesta pesquisa assemelham-se aos 

já descritos anteriormente nos trabalhos de Jarzab et al., (2013) e (2018), no qual os 

soros dos camundongos atingiram altos níveis de anticorpos IgG após regime de 

imunização intraperitoneal com um peptídeo cíclico oriundo da proteína OmpC.  

 

5.4 Mensuração de peso e vigilância de morte dos camundongos após o 

desafio com S. flexneri 5a M90T  

Os camundongos foram monitorados quanto a variação de peso após o 

desafio com cepa virulenta de S. flexneri 5a M90T. Para esta análise o peso inicial 

antes de serem desafiados (Peso 0) foi empregado como parâmetro comparativo em 

relação ao peso final pós-desafio (14 dias) de cada camundongo em seu respectivo 

grupo.  
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Essa mensuração tem por finalidade avaliar a perda de peso ocasionada 

pela infecção com dose letal de 1x108 de S. flexneri 5a M90T e posterior 

recuperação do peso, caso haja proteção imunológica efetiva pela via de imunização 

utilizada. A dose letal empregada de 1x108 de patógenos é a mais eficiente em 

acarretar diarreia severa e estimular respostas inflamatórias nas duas vias de 

imunização (SHARMA et al., 2017).  

Paralelo a mensuração dos pesos, foram realizadas coletas dos órgãos 

(pulmão e baço) dos grupos de camundongos, e estes armazenados em tubos 

falcons com formol a 10% para posterior análises histológicas. Seguindo o regime de 

coleta foram eutanasiados: 20 camundongos anterior ao desafio (2 indivíduos para 

cada um dos 5 grupos por via utilizada); camundongos com peso inferior a 20g no 

período de até 72 horas posterior ao desafio; e 20 camundongos ao final de 14 dias 

(2 indivíduos para cada um dos 5 grupos por via), demonstrado na tabela 3. 

Entretanto estas análises não puderam ser realizadas devido ao fechamento da 

UFAM como medida de prevenção a propagação de Covid-19. 

 

Tabela 3 – Regime de eutanásia e coleta de sangue dos camundongos. 

Tempo Intraperitoneal Intranasal 

PRÉ  

(Anterior ao Desafio) 

2 animais para cada um dos 5 

grupos = 10 camundongos  

2 animais para cada um dos 5 

grupos = 10 camundongos  

PÓS 1 

(Até 72 hrs após o desafio) 

Animais com fortes sintomas 

de shigelose ou peso inferior 

a 20 g. 

Animais com fortes sintomas 

de shigelose ou peso inferior 

a 20 g. 

PÓS 2 

(14 dias após o desafio) 

2 animais para cada um dos 5 

grupos = 10 camundongos  

2 animais para cada um dos 5 

grupos = 10 camundongos  

 

 

Analisando os resultados dispostos na Figura 09, observa-se que todos os 

grupos de camundongos imunizados de modo intranasal perderam peso de forma 

gradativa durante os dias mensurados.  Diferentemente, os grupos de camundongos 
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imunizados de modo intraperitoneal, apresentaram uma recuperação gradual nos 

pesos aferidos (Figura 10).  

 

Figura 09 – Média de peso dos grupos nos dias mensurados para a via Intranasal. Os 

camundongos foram observados em 24h, 48h, 72h e 14 dias após a infecção desafio. 
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Figura 10 – Média de peso dos grupos nos dias mensurados para a via Intraperitoneal. Os 

camundongos foram observados em 24h, 48h, 72h e 14 dias após a infecção desafio. 
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No estudo de Pore et al., (2011), no 7º dia após o desafio, os camundongos 

recuperaram 60% do peso inicial, e taxa de sobrevivência de 100% entre os 

indivíduos, inferindo em uma forte capacidade protetora frente a infeção por Shigella. 

Posto isto, os dados obtidos neste trabalho, remetem a uma ineficiente capacidade 

protetora nos camundongos quando imunizados pela via intranasal utilizando P2 

adsorvidos na superfície dos esporos, isto pode ser notado pela dificuldade quanto a 

recuperação dos pesos em relação aos pesos iniciais, provavelmente devido aos 

baixos níveis de anticorpos produzidos por essa via, uma vez que os esporos de B. 

subitilis não foram eficazes como um complexo delivery do peptídeo ao sistema 

imunológico do hospedeiro. 

Outro indicativo para esta ineficaz proteção, pode ser constatada pelo alto 

número de mortes nos grupos imunizados de modo intranasal, durante os dias após 

o desafio, sendo 10 animais, enquanto nos grupos intraperitoneais somente 3 

camundongos morreram, demonstrado na Tabela 4. Porém, entre os grupos 

imunizados de modo intraperitoneal, o grupo controle KLH+PBS apresentou mais 

mortes, com um total de 75% de camundongos mortos após o desafio. A alta 

mortalidade observada neste grupo, sugere que a proteção efetiva contra a 

shigelose observada no grupo P2+KLH Acoplada pode ser atribuída a produção de 

anticorpos IgG específicos para o peptídeo sintético desenhado a partir da proteína 

OmpA. Estes resultados são similares aos já descritos por Jarzab et al., (2018), onde 

a produção de anticorpos IgG de alta afinidade para S. flexneri foram obtidas após 

imunização intraperitoneal com peptídeos cíclicos delineados a partir da proteína 

OmpC. 

No trabalho realizado por Souza, (2018), os camundongos desafiados com a 

cepa virulenta M90T, demonstraram recuperação significativa dos pesos, com 

valores próximos ao peso inicial, quando previamente imunizados pela via 

intraperitoneal com o peptídeo P2. O mesmo ocorreu neste estudo com os grupos 

de camundongos imunizados de modo intraperitoneal, por conseguinte corroborando 

a eficiência de P2 como um candidato vacinal ao conferir proteção imunitária nos 

animais contra Shigella.  

Estas mesmas propriedades protetoras de peptídeos derivados de OMPs em 

camundongos desafiados com Shigella, foram observadas na pesquisa de Jarzab et 
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al., (2013), que ao tratar camundongos com sequências de peptídeos oriundos de 

OmpC pela via intraperitoneal e subcutânea, pode constatar que os únicos animais 

sobreviventes foram os imunizados de modo intraperitoneal, denotando assim a 

relevância da via utilizada na elicitação da resposta imune. 

Posto isto, a proteção imunitária adquirida por estes animais pode ser 

atribuída aos anticorpos sistêmicos anti-peptídeo incitados pela imunização via 

intraperitoneal, em níveis moderadamente mais elevados em relação aos anticorpos 

obtidos de modo intranasal. 

 

Tabela 4 – Número de camundongos mortos por grupo nos tempos observados para 

cada via de imunização utilizada.  

INTRAPERITONEAL 

Grupo 
Nº de 

Camundongos 
24h 48h 72h 14 dias 

Total de 

mortos 

P2 + KLH + Freund 

Sem Acoplar 
5 0 0 0 0 0 

P2 + KLH + Freund 

Acoplado 
5 0 0 0 0 0 

KLH + PBS 4 0 2 1 0 3 

P2 + Freund 4 0 0 0 0 0 

Freund + PBS 4 0 0 0 0 0 

INTRANASAL 

Grupo 
Nº de 

Camundongos 
24h 48h 72h 14 dias 

Total de 

mortos 

P2 + Esporos de B. 

subtilis Acoplado 
5 0 1 1 0 2 

P2 + Esporos de B. 

subtilis Sem Acoplar 
5 1 0 1 0 2 

Esporos de B. subtilis 4 0 1 0 1 2 

P2 + PBS 4 1 0 1 0 2 

PBS 5 0 0 1 1 2 
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5. 5 Avaliação dos anticorpos IgG após o desafio com S. flexneri 5a M90T 

Para avaliação da capacidade protetora adquirida pela imunização com P2 

empregando as vias intraperitoneal e intranasal, os grupos de camundongos foram 

submetidos ao protocolo de infecção desafio, descrito no tópico 5.5, e 

posteriormente estes foram eutanasaiados em diferentes tempos e o sangue 

coletado para análise dos anticorpos IgG pelo teste de ELISA. 

Anterior ao desafio, foram coletados o sangue de 2 indivíduos por grupo nas 

vias imunizadas (Pré), e no período de até 72 hrs foram coletados o sangue de 

animais apresentando fortes sintomas de shigelose ou peso inferior a 20g (Pós 1). 

Por último foram coletados o sangue de 2 indivíduos sobreviventes até 21 dias após 

o desafio (Pós 2). 

Analisando os gráficos obtidos pela via intranasal dispostos na figura 12, 

observamos nos grupos testes P2+Esporos de B. subtillis Acoplado e P2+Esporos 

de B. subtillis Sem Acoplamento um aumento da resposta imunitária do tempo Pré 

para Pós 1, e posteriormente um declínio desta resposta em Pós 2, sugerindo uma 

leve proteção contra shigelose. 

Entretanto os grupos controles apresentaram resultados similares quando 

comparado aos grupos testes, assinalando a pouca eficiência da resposta imunitária 

conferida por esta via de imunização utilizada. Diferentemente, o estudo de Pore et 

al., 2011, com o grupo teste demonstrou uma progressão dos níveis de anticorpos 

sistêmicos (IgG) e de mucosa (IgA) desde a primeira imunização até o desafio, além 

da elicitação significativa de antígenos específicos para OmpA, mediante a 

administração intranasal da proteína recombinante OmpA em camundongos, 

enquanto o grupo salino (controle) apresentou baixa titulação de ambos anticorpos 

(IgG e IgA).  
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Figura 11 – ELISA dos anticorpos IgG após o desafio com cepa virulenta de Shigella flexneri 5a 

M90T por via Intranasal. Pré – sangue dos camundongos coletados antes do desafio. Pós 1 – 

sangue coletado até 72 hrs posterior ao desafio. Pós 2 – sangue coletado ao final de 14 dias após o 

desafio.  
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Na análise dos gráficos da via intraperitoneal (figura 13) o grupo teste 

P2+KLH Sem Acoplamento apresentou níveis de anticorpos relativamente elevados 

quando comparado com os grupos controles (P2+F, F+PBS e KLH+PBS). Em 

contrapartida, o grupo teste P2+KLH Acoplado se destaca entre os demais grupos 

com altos níveis de anticorpos IgG antes ao desafio (Pré) e após o desafio nos dois 

tempos averiguados (Pós 1 e Pós 2), denotando a eficiência protetora promovida 

pelo peptídeo, também ratificada pela recuperação do peso dos camundongos neste 

grupo, uma vez que a vacina ideal deve ser capaz de produzir no hospedeiro altas 

respostas sistêmicas e específicas no local da infecção (LI et al., 2019). Esta 

capacidade protetora de P2 acoplado a proteína KLH quando administrado de modo 

intraperitoneal já foi evidenciada por Souza, (2018) no qual os soros dos 

camundongos alcançaram altas dosagens de anticorpos IgG, e expressão de 

interleucinas como IL-2, IL-4, IL-10, IFN-γ e IL-17, essenciais para a determinação 

da proteção eficiente a patógenos específicos (KIDD et al., 2003), além de taxa de 

100% de sobrevivência quando infectados com a cepa virulenta.  

No trabalho realizado por Jarzab et al., (2018) os camundongos não 

alcançaram um número satisfatório de sobreviventes após administração de uma 

dose letal de bactérias, onde mesmo com altos níveis de anticorpos IgG específicos 

anti-OmpC, os anticorpos monoclonais apresentaram dificuldades na proteção 

contra S. flexneri 3a, provavelmente devido a uma fraca opsonização ao patógeno. 

Diferentemente, nesta pesquisa a imunização de modo intraperitoneal resultou em 

bons níveis de anticorpos IgG anterior e posterior ao desafio, como também 

proteção satisfatória frente ao patógeno, sugerindo possivelmente uma opsonização 

eficiente a S. flexneri 5a.  

Resultados similares foram evidenciados por PADH et al., (2021), no qual 

camundongos demonstraram significativas respostas humoral IgG e IgA, além de 

proteção imunitária bem-sucedida frente a infecção atenuada com Shigella, após 

imunização com um candidato vacinal sintetizado quimicamente com 5 peptídeos 

oriundos de regiões conservadas das proteínas OmpA e OmpC denominado EpiMix.  
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Figura 12 – ELISA dos anticorpos IgG após o desafio com cepa virulenta de Shigella flexneri 5a 

M90T por via Intraperitoneal. Pré – sangue dos camundongos coletados antes do desafio. Pós 1 – 

sangue coletado até 72 hrs posterior ao desafio. Pós 2 – sangue coletado ao final de 14 dias após o 

desafio.  
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Vale ressaltar, que as proteínas de membrana externa são fatores 

imunogênicos amplamente empregados no desenvolvimento de vacinas 

(HAJIALIBEIGI et al., 2021; PORE e CHAKRABRATI, 2013). Os peptídeos 

delineados a partir de epítopos expostos nas superfícies destas proteínas 

configuram um alvo importante como candidatos vacinais capaz de induzir a 

resposta imune celular e humoral (HAJIALIBEIGI et al., 2021; FARHANI et al., 2019). 

Diante disso, inúmeros estudos demostraram em modelo murino a 

capacidade de elicitar respostas imunes de mucosa e sistêmicas quando utilizada a 

via intranasal (RODRIGUES et al., 2020; SEM-KILIC et al., 2019; NAEEM et al., 

2018), e o mesmo pode ser observado pela via intraperitoneal (AKBAR et al., 2018; 

OVERGAARD et al., 2017), contudo nesta pesquisa ao traçar um comparativo entre 

as duas vias, pode se constatar que a imunização intraperitoneal destaca-se com 

melhor eficiência quanto a produção de anticorpos IgG e proteção imunitária frente a 

shigelose.  

Assim sendo, o peptídeo sintético P2 quando administrado de modo 

intraperitoneal revelou o seu potencial uso vacinal, denotando ser um promissor 

candidato à vacina contra infecções ocasionadas por espécies de Shigella.   
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6. CONCLUSÃO 

 

De acordo com os resultados alcançados neste trabalho, concluímos que:  

 

 A metodologia empregada para separação do peptídeo sintético P2 permitiu a 

obtenção desta molécula com grau de pureza satisfatório para realização dos 

ensaios de estimulação do sistema imune humoral dos camundongos.  

 

 O peptídeo P2 quando inoculado em camundongos de modo intraperitoneal 

utilizando a proteína carreadora KLH, evidenciou seu potencial imunogênico 

através da estimulação da resposta imune humoral conferindo proteção efetiva 

ao hospedeiro quando desafiado com cepa virulenta de Shigella.  

 

 A imunização pela via intranasal utilizando esporos de Bacillus subtilis como 

carreadores de P2 não demonstrou níveis satisfatórios quanto a produção de 

anticorpos IgG, inferindo em uma baixa capacidade de proteção imunológica 

frente a infecção desafio com Shigella.  
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7. PERSPECTIVAS 

 

A realização deste trabalho, denota o potencial vacinal deste peptídeo 

sintético oriundo de OmpA, permitindo que outras pesquisas sejam efetivadas a fim 

de buscar novas estratégias vacinais, tais como: 

 

 Realizar a imunização intranasal utilizando lipossomas como carreadores dos 

peptídeos sintéticos de OmpA de Shigella flexneri. 

 

 Investigar o potencial de B. subtillis como carreador, por meio da expressão da 

proteína OmpA em sua superfície.  

 

 Avaliar o perfil das citocinas secretadas, anterior e posterior ao desafio com cepa 

virulenta de S. flexneri nas 2 vias de imunização estabelecidas. 

 

 Realizar análise imuno-histoquímica de tecidos dos órgãos (baço e pulmão) dos 

camundongos desafiados. 

 

 Estabelecer método de imunização via oral em camundongos. 

 

 Traçar comparativo entre as vias oral, intranasal e intraperitoneal. 

 

 Testar novos peptídeos oriundos de proteínas, como OmpA e FimH. 
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