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“Entender é sempre limitado. 
Mas não entender pode não ter fronteiras. 
Sinto que sou muito mais completa 
quando não entendo. 
Não entender, 
do modo como falo, é um dom. 
Não entender, 
mas não como um simples de espírito. 
O bom é ser inteligente e não entender. 
É uma benção estranha, 
como ter loucura sem ser doida. 
É um desinteresse manso, 
é uma doçura de burrice. 
Só que de vez em quando vem a inquietação: 
quero entender um pouco. 
Não demais: pelo menos entender que não  entendo” 
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RESUMO 
 
BRAGA, C. J. M. Pesquisa de novos adjuvantes para vacinas terapêuticas. 
2011. 159 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) - Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2011.  
 

A busca por adjuvantes capazes de estimular eficiente resposta imunológica celular 

representa uma importante contribuição para a pesquisa de vacinas. No presente 

trabalho avaliamos o potencial adjuvante de flagelinas de Salmonella para a ativação 

de linfócitos T, com ênfase na ativação de linfócitos T CD8+. Para este fim, animais 

foram submetidos a diferentes estratégias vacinais que incluíram vacinas baseadas 

em linhagens atenuadas de Salmonella nas quais flagelinas híbridas foram 

expressas fusionadas geneticamente ao antígeno alvo; vacinas acelulares que 

empregaram flagelinas purificadas co-administradas, ou em fusão, a antígenos alvo 

e, ainda, vacinas de DNA que codificam para flagelina fusionada ao antígeno alvo. 

Além disso, utilizamos alguns dos principais antígenos envolvidos no 

desenvolvimento de vacinas contra AIDS, câncer cervical, malária e 

paracoccidioidomicose para avaliação da ativação de células T CD8+, e quando 

possível de células T CD4+. Os resultados obtidos demonstram que a flagelina, na 

forma de proteína purificada, foi capaz de promover discreta ativação de linfócitos 

TCD4+ e T CD8+ específicos. Os resultados indicam que o efeito adjuvante pode ser 

acentuado quando antígeno e flagelina são fisicamente ligados. No entanto, esse 

requerimento não foi observado quando antígenos peptídeos foram utilizados, ou 

ainda, quando resposta humoral ou de células T CD4+ são desejadas. Por fim, 

nossos resultados demonstram que a utilização de flagelina na forma de vacina de 

DNA induziu maior proteção terapêutica que a mesma formulação utilizada na forma 

de vacinas de subunidades, sugerindo que os efeitos adjuvantes da flagelina para 

ativação de CTLs estão relacionados não apenas a ligação ao TLR5, mas também 

ao IPAF/Naip5. Os resultados apresentados no presente trabalho contribuem de 

forma significativa para a compreensão dos mecanismos de adjuvanticidade da 

flagelina de Salmonella, particularmente no contexto da ativação de respostas 

mediadas por células T.       

 

 
 
Palavras-chave: Adjuvante. Flagelina. Células T. Salmonella. Vacinas Terapêuticas. 



 
 

 

 
 

ABSTRACT 
 

BRAGA, C. J. M. Development of New Adjuvants for Therapeutic vaccine. 2011. 
159 p. Ph. D. thesis (Microbiology) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade 
de São Paulo, São Paulo, 2011.  
 
The search for adjuvants that are able to stimulate an efficient cellular immune 

response represents an important contribution in vaccine development. In this study, 

we evaluated the potential of Salmonella flagellin as adjuvant for activation of T 

lymphocytes, with emphasis on the activation of CD8+ T cells. To this end, mice were 

submitted to different approaches such as vaccines based on attenuated Salmonella 

strains that expressed hybrid flagellin genetically fusioned to antigen; acellular 

vaccines with purified flagellin co-administered or genetically fusioned to the target 

antigen; or even DNA vaccines, that encode flagellin genetically fusioned to antigen. 

In addition, we explored some of the major antigens involved in the development of 

vaccines against  AIDS, cervical cancer, malaria and PCM to assess the activation of 

CD8+ T cells, and when possible of CD4+ T cells. Purified flagellins were able to 

promote activation discreet of antigen-specific CD4+ and CD8+ T cells. The results 

also suggest that the adjuvant effect may be enhanced when antigen and flagellin 

are physically linked, but this is a requirement only for protein antigens and it is not 

required when antigen peptides are used, or when humoral immune response or  

CD4+ T cells activation are desired. Finally, our results demonstrate that the use of 

flagellin in the form of DNA vaccines induced greater therapeutic protection than the 

same formulation used in the form of subunit vaccines, suggesting that the adjuvant 

effects of flagellin to the activation of CTLs are related not only to link to TLR5, but 

also to IPAF/Naip5. The results presented in this work contribute significantly to the 

understanding of the mechanisms of flagellin adjuvanticity, particularly in the context 

of activation of responses mediated by T cells. 
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HLA                  Human leukocyte antigen (antígeno leucocitário humano) 



 

 
 

HPV                  Human papilloma virus (vírus do papiloma humano) 

HPRT                  hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase  

HSP                  Heat shock protein (proteína de choque térmico) 

HSV                  Herpes simplex virus (vírus herpes simplex) 
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Ig                  Imunoglobulina 
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IPAF                    ICE(IL-1β–converting enzyme) protease activating factor  
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KAN                    Kanamicin (canamicina) 
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LB                  Meio Luria-Bertani 

LPS                     lipopolissacarídeo  

MHC                  Major histocompatibility complex  

                            (Complexo principal de histocompatibilidade) 

MyD88                 Myeloid differentiation primary response gene  

                           (Fator de diferenciação mielóide88)  

Naip5                   NLR apoptosis-inhibitory protein 5 

NF-κB         Nuclear factor kappa B (Fator nuclear kappa B) 

NLR                     Nucleotide-binding domain and leucine-rich repeate containing                     

receptors  

NO                       óxido nítrico 

PAMPS               Pathogen-associated molecular patterns 

Pb                       Paracoccidioides brasilienses 

PBS                  Phosphatase buffered saline (tampão salina fosfato) 

PBS-T                 Phosphatase buffered saline plus tween 20  
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PRRs                  Pattern-recognition receptors  

q.s.p                   Quantidade suficiente para 

RLRs                  Retinoic acid-inducible gene I (RIG-1)-like receptors 

RNA                 Ribonucleic acid RT-PCR   

RSV                   Rous sarcoma vírus (vírus rous sarcoma)              

RT-PCR             Reverse Transcriptase-PCR 

SDS-PAGE         Eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de 

                           duodecilsulfato de sódio 

SFB                 Soro fetal bovino 

SV40                  Smian virus 40 (vírus 40 de simian)  

TAP                Transporter associated protein (proteína associada a transporte) 

Th                T helper (linfócito T auxiliar) 

TGF                   Fator de transformação do crescimento  

TNF                   Tumor necrosis factor (fator de necrose tumoral)  

  TNFR                Tumor necrosis factor receptor (receptor para o fator de necrose 

tumoral) 

TLR                   Toll-like receptor (receptor semelhante ao Toll) 

Treg                Células T reguladoras 

VCAM               Molécula de adesão de célula vascular 
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1.1 Adjuvantes 

 

A vacinação representa a estratégia de melhor custo-benefício para o 

controle de doenças infecciosas (O'HAGAN; VALIANTE, 2003). Ao longo da história, 

numerosas vacinas de sucesso foram desenvolvidas baseadas em microrganismos 

atenuados, inativados ou ainda nas toxinas que eles produzem como principais 

fatores de virulência. Dentre os exemplos de vacinas elaboradas a partir de 

microrganismos atenuados destacamos as vacinas contra varíola, rubéola, caxumba, 

sarampo, poliomelite e febre amarela; enquanto exemplos de vacinas elaboradas 

com microrganismos inteiros inativados, temos as vacinas contra a gripe, encefalite 

japonesa e coqueluche; e de toxinas transformadas em toxóides, temos as vacinas 

diftérica e tetânica. Apesar do sucesso, muitas dessas vacinas apresentaram efeitos 

adversos com a utilização em massa, o que impulsionou a busca por abordagens 

vacinais mais racionais, efetivas e, sobretudo, seguras. Assim, as vacinas contendo 

microrganismos inteiros foram substituídas por vacinas contendo antígenos 

altamente purificados ou ainda pela informação genética codificando antígenos 

relevantes do patógeno (O'HAGAN; RAPPUOLI, 2004). Infelizmente, vacinas 

baseadas em antígenos altamente purificados frequentemente induzem fraca 

resposta imunológica, tornando-se necessário a incorporação de adjuvantes para 

estimular adequadamente o sistema imunológico (PASHINE; VALIANTE; ULMER, 

2005).  

A palavra adjuvante deriva do latin “adjuvare” e significa “ajudar”, sendo o 

termo adjuvante designado a qualquer composto capaz de aumentar a 

imonogenicidade intrínsica de um antígeno co-administrado ou modular a resposta 

imunológica naturalmente induzida contra o antígeno (KRIEG, 2007; LYCKE, 2010). 

Como conseqüência desta ampla definição, diferentes classes de compostos servem 

à função de adjuvante, como por exemplo, produtos de origem microbiana, sais 

minerais, citocinas, lipídeos, micropartículas, lipossomas, anticorpos dirigidos contra 

moléculas de superfície de APCs, dentre outros (PASHINE; VALIANTE; ULMER, 

2005; BOSCARDIN et al., 2006). De acordo com o modo de ação, os adjuvantes 

podem ser classificados em dois tipos: imunopotencializadores e sistemas de 

entrega. Os imunopotencializadores ativam diretamente as células do sistema 

imunológico, enquanto os sistemas de entrega direcionam o(s) antígeno(s) e(ou) 

imunopotencializador(es) para alvos específicos do sistema imunológico, por 
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exemplo, células apresentadoras de antígenos (APCs) (O'HAGAN; VALIANTE, 

2003).  

Os sais de alumínio (Alum) foram os primeiros adjuvantes licenciados para 

uso em humanos e desde sua introdução em 1920 até meados do ano 2000 foram 

os únicos utilizados em vacinas. Uma importante característica dos sais de alumínio 

é que eles são excelentes indutores de imunidade humoral, mas contribuem muito 

pouco para o desenvolvimento de repostas celulares do tipo Th1 e ativação de 

linfócitos T CD8+ (MIYAJI et al., 2011). É notável que durante quase um século esse 

adjuvante tenha sido utilizado sem o conhecimento preciso de seus mecanismos de 

ação, os quais foram elucidados apenas recentemente (DE GREGORIO; TRITTO; 

RAPPUOLI, 2008). De fato, a história de muitas vacinas de sucesso mostra que 

estas foram desenvolvidas empiricamente, utilizando-se métodos simples de 

inativação ou atenuação de patógenos ou de seus componentes. Contudo, o 

desenvolvimento de tais vacinas vai de encontro às exigências atuais, que requerem 

alta efetividade e longa duração, na ausência de efeitos adversos. Além disso, o 

âmbito de atuação das vacinas expandiu para além da profilaxia de doenças 

infecciosas, sendo utilizadas também no tratamento de muitas desordens 

patológicas ou condições fisiológicas anômalas tais como alergias, doenças auto-

imunes, cânceres, demência (Alzheimer) e dependência química, ou mesmo na 

imunoterapia de doenças infecciosas crônicas, as quais não podem ser amenizadas 

por vacinas inativadas ou atenuadas, e para as quais Alum não exerce o efeito 

desejado.  

A busca por novos adjuvantes para uso em humanos representa uma área 

em expansão na pesquisa médica. No entanto, nos últimos 15 anos apenas três 

adjuvantes: MF59 e AS03, duas emulsões formadas pela mistura de esqualeno 

(C30H50) em água (DUPUIS et al., 2001; GIUDICE, 2006) e o monofosforil lipídeo A 

(MPL), a forma detoxificada do LPS produzida a partir de Salmonella Minnessota 

(DIDIERLAURENT et al., 2004) foram licenciados na Europa para uso em humanos 

nas formulações das vacinas FLUAD® (anti-influenza), Pandemrix® (A/H1N1) e 

Fendrix® (anti-HBV), respectivamente (PASHINE; VALIANTE; ULMER, 2005; MIYAJI 

et al., 2011). Além disso, muitos outros adjuvantes estão em fase de avaliação em 

ensaios pré-clínicos e clínicos ou aguardando validação; o que em geral é um 

processo lento, reflexo dos custos de desenvolvimento e restrições reguladoras 

atualmente requeridas para licenciamento.  
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A escassez de adjuvantes licenciados para uso em humanos mostra que 

existe uma carência de adjuvantes, principalmente para ativação de linfócitos T 

CD4+ Th1 e linfócitos T CD8+, e essa carência pode ser apontada como um dos 

principais obstáculos para o desenvolvimento de vacinas efetivas para o controle de 

doenças como malária, Chagas, AIDS, tuberculose e muitos tipos de cânceres, as 

quais requerem não apenas a imunidade mediada por anticorpos mas também a 

intervenção de linfócitos T citotóxicos (CTLs). 

A descoberta de que para o adequado desenvolvimento da resposta 

imunológica adaptativa (mediada por linfócitos B, T CD4+ e T CD8+) é necessária a 

ativação inicial de componentes da imunidade inata, revolucionou o conhecimento 

sobre como as vacinas trabalham para estimular o sistema imunológico. Hoje é 

amplamente difundido que a eficácia de uma vacina está intimamente relacionada 

ao seu potencial para ativar células da imunidade inata, sobretudo APCs tais como 

macrófagos e células dendríticas (DCs). Enquanto a ativação de linfócitos B virgens 

pode ocorrer diretamente pela ligação de seus receptores a antígenos solúveis ou 

na superfície do patógeno, a ativação de linfócitos T CD4+ e T CD8+ é restrita ao 

reconhecimento do antígeno no contexto MHC-II e MHC-I, respectivamente. Além 

disso, essas células necessitam de outros sinais, como moléculas co-estimuladoras 

e citocinas para que possam se diferenciar em células efetoras e de memória. As 

DCs são consideradas as mais potentes das APCs para estimulação de células T 

virgens, pois quando ativadas apresentam altos níveis de moléculas co-

estimuladoras (CD40, CD80/86), aumentam a expressão de moléculas MHC e 

secretam citocinas pró-inflamatórias que promovem a diferenciação de linfócitos T 

CD4+ em células Th1 ou Th2, ou de linfócitos T CD8+ em CTLs (Figura 1). Além 

disso, células T CD4+ são imprescindíveis para o desenvolvimento de linfócitos B 

efetores e de memória para antígenos timo-dependentes, e também fornecem 

estímulo para manutenção de linfócitos T CD8+ de memória. DCs são consideradas 

ainda APCs profissionais uma vez que são especializadas na captura de antígenos 

nos sítios periféricos (mucosas e pele) e transporte/apresentação destes aos 

linfócitos concentrados nos órgãos linfóides secundários (linfonodos e baço), 

aumentando a probabilidade do encontro com o antígeno (STEINMAN; POPE, 2002; 

O'HAGAN; VALIANTE, 2003; CHUNG et al., 2004).  
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Figura 1 – Iniciação da resposta imunológica adaptativa.  Células dendríticas são 

ativadas após a interação de PAMPS (Padrões Moleculares Associados a 
Patógenos) com receptores da imunidade inata (TLRs, NLRs, RLRs) (1). DCs 
ativadas secretam citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias enquanto 
apresentam em sua superfície moléculas co-estimuladoras e peptídeos 
derivados do antígeno em associação ao complexo MHC-II, para linfócitos T 
CD4+ (2); ou MHC-I, para linfócitos T CD8+ (3) promovendo a proliferação e a 
diferenciação destes. Linfócitos T CD8+ se diferenciam em células T citotóxicas 
(CTLs) que matam células infectadas ou tumorais, enquanto linfócitos T CD4+ 
se diferenciam em células T auxiliares (Th) do tipo Th1 ou Th2, que auxilam na 
diferenciação de CTLs (6) e células B (5), bem como no desenvolvimento de 
células de memória. Além disso, linfócitos B podem sofrer proliferação clonal e 
diferenciação em células secretoras de anticorpos (plasmócitos) pela ligação 
direta do antígeno a Igs de membrana, no entanto, é imprescindível o auxilío 
dos linfócitos T CD4+ para a produção de anticorpos de alta qualidade (4). 
Fonte: Baseado em Krieg (2007). 

 
 

Estudos recentes demonstraram que a ativação/maturação de DCs pode ser 

iniciada pela ligação de produtos solúveis a seus receptores. Desta forma, o 

emprego de adjuvantes que ativam DCs representa uma prioridade para o aumento 

da eficácia das vacinas. Além disso, a descoberta dos receptores Toll-like (TLRs) e 

seu papel na ativação de APCs impulsionou o desenvolvimento de vacinas, uma vez 

que a identificação e manipulação de seus ligantes oferecem a oportunidade para o 

desenvolvimento de novos adjuvantes. De fato, muitos agonistas de Toll estão 

sendo avaliados em ensaios pré-clínicos e clínicos. Dentre esses destacamos: MPL, 
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flagelina, CpG DNA (DNA de origem bacteriana rico em seqüências de citosina e 

guanosina não metiladas), ssRNA (RNA de fita simples), dsRNA (RNA fita dupla) e 

imidazol-quinoline. Além disso, algumas toxinas bacterians como a toxina colérica 

(CT) produzida por Vibrio Cholerae, toxina termo-lábil (LT) produzida por linhagens 

de Escherichia coli enterotoxigênicas, a toxina pertusis (PT) produzida por Bordetella 

pertussis, e ainda outros produtos como o peptídeo pan HLA-DR (PADRE), 

específico para células T CD4+ (BARGIERI et al., 2008, 2010), proteínas de choque 

térmico (hsp) (do inglês “heat shock protein”), dentre outros também exercem efeito 

adjuvante e estão em avaliação (GOLDSTONE et al., 2002). Mais recentemente, 

algumas vias de sinalização celular estão em evidência como a via de sinalização 

mediada por receptores intracelulares Nod-like (“Nod-like receptors”) e podem  

representar uma nova fonte de adjuvantes quando seus mecanimos de ação forem 

dissecados (DE GREGORIO; TRITTO; RAPPUOLI, 2008).  

Apesar do acúmulo de conhecimentos sobre o sistema imunológico, 

interação patógeno-hospedeiro e identificação/produção de antígenos protetores, 

são notórias as dificuldades de traduzir essas informações em vacinas eficazes. 

Uma explicação plausível diz respeito à ausência de padronização de adjuvantes no 

tangente às características das respostas imunológicas que eles induzem, gerando 

divergências nos resultados obtidos; o que por sua vez é reflexo da contribuição de 

variáveis tais como o efeito intrínseco do adjuvante, a escolha e pureza do antígeno, 

a via de administração, a dose do antígeno e do adjuvante, o esquema de 

imunização; além de outras variáveis de difícil controle ou previsão como a genética 

do hospedeiro, status imunológico e a presença de condições fisiológicas ou 

patológicas. À luz dos conhecimentos atuais espera-se como qualidades de novos 

adjuvantes: (i) aumento da capacidade de reconhecimento antigênico em indivíduos 

classificados como maus respondedores; (ii) indução de respostas de longa duração 

(memória imunológica); (iii) indução de respostas imunológicas vigorosas em 

indivíduos imunocomprometidos fisiológicamente (neonatos, crianças e idosos) ou 

patologicamente (imunodeficientes ou transplantados); (iv) promoção de forte 

ativação de imunidade humoral, induzindo a produção de anticorpos com alta avidez 

e capacidade neutralizante e/ou resposta celular, ativando linfócitos T citotóxicos 

(CTL); (v) redução da quantidade de antígeno e do número de doses utilizadas, 

colaborando para a redução de custos e facilitação dos programas de vacinação em 

massa; (vi) ausência de toxicidade local e sistêmica, (vii) indução de resposta 
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imunológica em superfícies de mucosa, e (viii) facilidade de produção em larga 

escala (PASHINE; VALIANTE; ULMER, 2005). Além disso, é importante lembrar que 

o adjuvante pode encerrar uma ou mais dessas qualidades por diferentes 

mecanismos e, muitas vezes, a combinação de um ou mais adjuvantes será 

necessária para alcançar o efeito desejado. 

 

 

1.2 Flagelina 

 

Flagelina é a proteína mais abundante do flagelo bacteriano. Cerca de 

20.000 a 100.000 cópias de flagelina são polimerizadas para formar o filamento 

flagelar, uma haste flexível e oca que, conectada ao gancho e ao corpo basal, 

formam a complexa estrutura denominada flagelo. O flagelo é exposto na superfície 

bacteriana e funciona como um propulsor mecânico, conferindo mobilidade à 

bactéria e um meio pelo qual estas podem aderir e invadir as células do hospedeiro 

(Figura 2) (NEWTON et al., 1991a; 1991b; YONEKURA; MAKI-YONEKURA; 

NAMBA, 2002; RAMOS; RUMBO; SIRARD, 2004; MURTHY et al., 2004; 

CUNNINGHAM et al., 2004). Dependendo da espécie bacteriana, a flagelina pode 

ter massa molecular que varia de 28 a 80 kDa, mas o alinhamento das seqüências 

de aminoácidos de diferentes flagelinas revelou que existe conservação de resíduos 

de aminoácidos localizados nas regiões N- e C- terminais. Por outro lado, a região 

central da molécula, apresenta-se altamente hipervariável tanto na composição de 

resíduos de aminoácidos quanto na extensão. Além disso, por meio do mecanismo 

de variação de fase, uma mesma espécie pode produzir diferentes tipos de 

flagelinas (WEI; JOYS, 1985; NEWTON; JACOB; STOCKER, 1989; YONEKURA; 

MAKI-YONEKURA; NAMBA, 2003; RAMOS; RUMBO; SIRARD, 2004).  

A estrutura terciária da flagelina, formada pelo pareamento das regiões N- e 

C- terminais da molécula, assemelha-se a um “boomerang”, sendo definidos quatro 

domínios: Os domínios D0 e D1, constituídos de estrutura alfa-hélice, são dispostos 

no centro do filamento flagelar; e os domínios D2 e D3, constituídos de folhas β-

pregueada, são formados pela região central hipervariável e expostos  na superfície 

do filamento flagelar (Figura 2). Os domínios D0 e D1 são indispensáveis para 

polimerização da flagelina e a conservação destes resíduos é um ponto chave para 

a montagem do filamento bacteriano e função de mobilidade. Por outro lado, a 
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região central hipervariável é rica em epítopos B e utilizada para distinção de 

bactérias baseada na sorotipagem do antígeno H (FLYNN et al., 1990; YONEKURA; 

MAKI-YONEKURA; NAMBA, 2003; RAMOS; RUMBO; SIRARD, 2004; MURTHY et 

al., 2004).  

Em adição ao seu papel como constituinte do flagelo bacteriano, flagelinas, 

principalmente aquelas produzidas por Salmonelas, são reconhecidas como 

potentes indutores de resposta imunológica e por isso, utilizadas como adjuvante 

vacinal (MURTHY et al., 2004; CUNNINGHAM et al., 2004). Os mecanismos pelos 

quais a flagelina estimula o sistema imunológico são amplamente estudados e 

ocorrem, principalmente, pela ativação do receptor “Toll-like receptor 5” (TLR5) 

encontrado na  superfície de monócitos, macrófagos, células dendríticas (DCs) e 

células epiteliais (Figura 3). A interação da flagelina com o TLR5 leva ao 

recrutamento de proteínas adaptadoras, incluindo o fator de diferenciação mielóide 

(MyD88), e à ativação/translocação do fator nuclear de transcrição (NF-κB) para o 

núcleo da célula, onde este promove a expressão de vários genes. Dentre os genes-

alvo de NF-κB estão os genes de citocinas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-10, IL-12p70, TNF-α, 

IFN-ɣ), de moléculas de adesão (ICAM, VCAM) e de enzimas induzíveis (iNOS e 

COX-2) (ZHANG; GHOSH, 2001; HONKO; MIZEL, 2005; APPLEQUIST et al., 2005). 

Além disso, a estimulação de TLR5 na superfície de DCs promove sua ativação e 

maturação, o que inclui aumento da expressão de moléculas do complexo de 

histocompatibilidade principal (MHC-I e MHC-II) e moléculas co-estimuladoras 

(CD80, CD86 e CD40), bem como secreção de citocinas e quimiocinas pró-

inflamatórias, o que torna essas células aptas para sensibilização de células T 

virgens (MCSORLEY; COOKSON; JENKINS, 2000; MCSORLEY; JENKINS, 2000; 

KAISHO; AKIRA, 2002; MCSORLEY et al., 2002; TAKEDA; KAISHO; AKIRA, 2003; 

AKIRA; YAMAMOTO; TAKEDA, 2003; AKIRA; TAKEDA, 2004; CUADROS et al., 

2004; PINO; MARTIN; MICHALEK, 2005; RAVINDRAN; MCSORLEY, 2005; 

HONKO; MIZEL, 2005; HONKO et al., 2006).  
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Figura 2 - Estrutura e organização da flagelina no flagelo. O flagelo é uma haste longa e 
flexível formada pelo corpo basal (responsável por seu ancoramento à parede 
celular bacteriana), o gancho (verde) e o filamento flagelar (amarelo). Os 
esquemas tranversal e longitudinal monstram como a flagelina é polimerizada 
para formar o filamento flagelar. Em destaque são apresentados os domínios da 
flagelina nas cores: púrpura (domínio D0) e azul (domínio D1) que representam as 
regiões conservadas da molécula, e em amarelo os domínios D2 e D3, que 
representam a porção hipervariável da molécula. Após a despolimeração o 
monômero de flagelina expõe os sítios de ligação aos receptores TLR5 (domínio 
D1) e IPAF/Naip5 (35 aa da região C-terminal, domínio D0).  

                Fonte: Modificado de Ramos, Rumbo, Sirard (2004). 
 

 

 

Além disso, é importante destacar que a flagelina também é reconhecida por 

um complexo de receptores IPAF/Naip5 pertencente à família de receptores do tipo 

NOD “NOD-like receptors” (MIAO et al., 2007; LIGHTFIELD et al., 2008). Esses 

receptores formam complexos chamados inflamassomas e, ao contrário do TLR5 

que responde a flagelina extracelular, IPAF/Naip5 responde a flagelina localizada no 

citoplasma das células (Figura 3). Além disso, a ligação da flagelina ao complexo 

IPAF/Naip5 leva à secreção das citocinas IL-1β, IL-18 e ativação da cisteína 

protease caspase-1, que leva a morte celular por piroptose. A piropitose compartilha 

algumas características com a apoptose e a necrose, logo, é um tipo de morte 
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celular programada dependente da atividade de sinalização dentro da célula, mas 

que resulta em perda de integridade de membrana e liberação do conteúdo 

citoplasmático no espaço extracelular, um evento altamente inflamatório. Embora a 

ligação de flagelina ao IPAF/Naip5 desencadeie resposta inflamatória, a contribuição 

desta via de sinalização para seu efeito adjuvante permanece indetermindada, 

sendo estudada principalmente para compreensão dos mecanismos de 

patogenicidade de bactérias intracelulares flageladas como Salmonella sp., 

Legionella pneumophila e Listeria monocitogenes (MIAO et al., 2007; LIGHTFIELD et 

al., 2008).  

 

Recentemente foram mapeados na flagelina os resíduos de aminoácidos 

que participam da interação com o TLR5 e IPAF/Naip5, verificando-se que estes se 

encontram nos domínios D1 e D0, respectivamente (ANDERSEN-NISSEN et al., 

2007; LIGHTFIELD et al., 2008). No entanto, esses domínios ficam escondidos no 

filamento flagelar, sendo necessário que a flagelina se encontre na forma 

monomérica para interação com TLR5 ou IPAF/Naip5, o que geralmente ocorre após 

liberação de flagelina monomérica por ruptura mecânica do flagelo em superfícies de 

mucosas ou ainda por inoculação acidental no citoplasma da célula via sistema de 

secreção do tipo III (SUN; ROLAN; TSOLIS, 2007; MIAO et al., 2007). Na forma 

monomérica o domínio D1 ainda apresenta estrutura em alfa-hélice, e esta 

conformação é indispensável para o reconhecimento pelo TLR5. Por outro lado, o 

domínio D0 apresenta-se sem estrutura, e seu reconhecimento por receptores NOD-

like se dá por meio da ligação aos últimos trinta e cinco resíduos de aminoácidos da 

região C-terminal (LIGHTFIELD et al., 2008). É notável que o sistema imunológico 

tenha elaborado dois distintos mecanismos para o reconhecimento do mesmo 

produto microbiano, o que sugere que a flagelina funciona como um potente sinal de 

alerta capaz de ativar respostas imunológicas complexas. Além disso, a detecção de 

porções distintas da molécula, mas essenciais para função flagelar, fornece um meio 

pelo qual o sistema imunológico limita o escape do patógeno. 
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Figura 3 – Sinalização celular mediada por flagelina. TLR5 detecta monômeros de 

flagelina extracelular e ativa a cascata de sinalização dependente de MyD88, o 
que resulta na expressão de citocinas pró-inflamatórias. IPAF/Naip5 
respondem à flagelina localizada no citoplasma da célula e levam a ativação de 
capase-1. IL-1β e IL-18 são duas citocinas que requerem dois estímulos para 
que sejam secretadas. TLR5 ou outros TLRs estimulam a expressão de pró-IL-
1β e pró-IL-18, que são retidas no citoplasma. IPAF/Naip5 ativam caspase-1, 
que faz o processamento proteolítico de pró-IL-1β pró-IL-18, promovendo a 
secreção das citocinas na forma ativa.  

                    Fonte: Modificado de Miao et al. (2007). 
 

   

Devido suas características imunoestimuladoras intrínsicas, diferentes tipos 

de flagelinas derivadas de Salmonella sp. (FliCd, FliCi, FljB) foram utilizadas como 

adjuvante em formulações vacinais destinadas para ativação de resposta humoral e 

celular. As primeiras abordagens utilizando flagelinas de Salmonella iniciaram com o 

grupo do Dr. Bruce Stocker em 1989 (NEWTON; JACOB; STOCKER, 1989). A 

estratégia proposta inicialmente consistia na clonagem de oligonucleotídeos 

sintéticos codificando epítopos para ativação de linfócitos B, T CD4+ ou T CD8+, na 

região central hipervariável do gene responsável pela codificação da flagelina, e 

posterior expressão do flagelo híbrido por linhagens atenuadas de Salmonelas que 

eram administradas pela via intraperitoneal. A primeira experiência utilizando o 

sistema Salmonella-flagelina para apresentação de antígenos heterólogos foi 

realizada para expressão do epítopo CTP-3 derivado da subunidade B da toxina 
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colérica (CT). Após imunização parenteral com Salmonella vacinal codificando 

flagelo híbrido, os camundongos desenvolveram altos títulos de anticorpos capazes 

de reconhecer a toxina na forma nativa (NEWTON; JACOB; STOCKER, 1989). 

Esses resultados despertaram o interesse de alguns grupos de pesquisa que 

utilizaram a mesma abordagem em formulações vacinais para obtenção de resposta 

imunológica humoral e celular frente a diferentes antígenos (NEWTON et al., 1991a, 

1991b, 1995; VERMA et al., 1995; MIZEL et al., 2003; MURTHY et al., 2004). 

Modificações da proposta inicial de utilizar linhagens de Salmonella como 

carregadoras de antígenos heterólogos em fusão à flagelina, incluem a utilização de 

flagelinas purificadas. A descoberta do papel dos receptores TLRs na ativação de 

células da imunidade inata e da contribuição destas para o desenvolvimento de 

efetiva resposta adaptativa foram os responsáveis pela crescente utilização de 

flagelinas purificadas. Além disso, a flagelina agrega inúmeras vantagens não 

encontradas em outros agonistas de TLRs ou mesmo em adjuvantes atualmente 

avaliados em ensaios pré-clínicos e clínicos.  

Recentemente algumas das vantagens da utilização flagelina de S. 

Typhimurium como adjuvante foram comprovadas em ensaios pré-clínicos e clínicos 

para vacinas de subunidades anti-influenza. Dentre estas vantagens estão: (i) 

efetividade em baixas doses (1-10 µg), como demonstrado em ensaios com 

camundongos, primatas não-humano e humanos; (ii) efetividade em idosos; (iii) 

ausência de resposta de IgE; (iv) ausência de efeitos adversos em animais 

(camundongo e coelho até 100 µg/dose) e em humanos (quando utilizada abaixo de 

8 µg/dose); (v) o efeito adjuvante não é comprometido por imunidade humoral pré-

existente; (vi) flagelina é uma molécula versátil, e pode ser administrada pela mistura 

com o antígeno de interesse ou na forma de proteína híbrida; onde sequências 

codificando epítopos ou mesmo proteínas inteiras são geneticamente fusionadas em 

várias partes da molécula sem comprometimento  da ativação TLR5-dependente; 

(vii) facilidade de produção em larga escala e em condições GMP; (viii) 

administração por via parenteral e de mucosas (exceto a via oral uma vez que a 

flagelina monomérica é degradada) (JEON; BEN-YEDIDIA; ARNON, 2002; 

HULEATT et al., 2008; SONG et al., 2009; TREANOR et al., 2010; TURLEY et al., 

2011). Além disso, flagelina pode ser incoporada em sistemas de entrega tais como 

nanopartículas (SALMAN; IRACHE; GAMAZO, 2009), lipossomas (FAHAM; ALTIN, 
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2010), VLPs (WANG et al., 2008), vacinas de DNA (APPLEQUIST et al., 2005), ou 

administrada com vacinas de primeira geração (SKOUNTZOU et al., 2009). 

O primeiro trabalho que utilizou flagelina purificada como adjuvante vacinal 

foi realizado pelo grupo da Dra. Ruth Arnon (MCEWEN et al., 1992), onde foi 

demonstrado que flagelina híbrida purificada, fusionada geneticamente ao antígeno 

do vírus influenza, promoveu forte resposta de anticorpos na ausência de qualquer 

outro adjuvante. Em seguida, vários estudos foram publicados utilizando a fusão de 

epítopos ou proteínas inteiras a flagelinas de Salmonella (LUNA et al., 1997; BEN-

YEDIDIA et al., 1999a, 1999b; JEON; BEN-YEDIDIA; ARNON, 2002; CUADROS et 

al., 2004; HULEATT et al., 2007; MIZEL et al., 2009; BARGIERI et al., 2008, 2010) 

ou mesmo de outras bactérias (LEE et al., 2006) como adjuvante vacinal. Entretanto, 

existe grande controvérsia na literatura sobre a utilização de flagelinas híbridas, e 

enquanto alguns autores sugerem que a ligação física do antígeno não é um fator 

imprescindível para o efeito adjuvante da flagelina (MCSORLEY et al., 2002; 

DIDIERLAURENT et al., 2004; APPLEQUIST et al., 2005; LEE et al., 2006; HONKO 

et al., 2006) outros apontam a necessidade de fusão como pré-requisito para sua 

adjuvanticidade (HULEATT et al., 2007; BATES et al., 2011). 

O emprego de flagelina como adjuvante vacinal para ativação de resposta 

humoral é vasto e foi recentemente revisado por Bates et al. (2011). No entanto, seu 

uso como adjuvante capaz de ativar imunidade mediada por células T CD4+ 

(MCSORLEY et al., 2002; BRAGA et al., 2009) e, principalmente por células T CD8+ 

(CUADROS et al., 2004; HULEATT et al., 2007; BRAGA et al., 2010) é bastante 

reduzido e permeado por resultados conflitantes, onde em um dado modelo flagelina 

apresenta substancial efeito adjuvante para células T CD8+ (CUADROS et al., 2004; 

HULEATT et al., 2007; BRAGA et al., 2010); enquanto em outros modelos não 

(SCHWARZ et al., 2003; DIDIERLAURENT et al., 2004). Além disso, o trabalho 

recentemente publicado pelo grupo do Dr. Mizel demonstrou que a flagelina 

promoveu ativação e proliferação de células T CD8+ OVA-específica independente 

da via TLR5, embora o exato mecanismo não esteja completamente elucidado 

(BATES et al., 2011). 

Nos últimos cinco anos, a flagelina revelou-se um adjuvante complexo cujos 

efeitos não refletem apenas a ativação dos receptores TLR5 ou IPAF/Naip5, mas 

mantém estreita relação com a natureza do antígeno, a forma como a flagelina é 

administrada, a via de administração e também o modelo estudado. Apesar de todas 
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as características que fazem da flagelina um adjuvante ideal para uso em humanos 

e também para outras aplicações médicas (como radioimunoprotetor), sua utilização 

deve ser acompanhada de intensa pesquisa que permita compreender a 

complexidade das respostas imunológicas que esta molécula desencadeia, 

principalmente para o controle de patógenos intracelulares e cânceres onde a 

ativação de células T CD8+ é requerida. 

  

1.3 Modelos de antígenos utilizados  

 

As vacinas disponíveis até o momento são de aplicação profilática, mas 

existe uma grande necessidade de pesquisas direcionadas para elaboração de 

abordagens terapêuticas. As vacinas terapêuticas funcionam como substitutos ou 

auxiliares de terapias já existentes e representam uma alternativa de suporte 

imunológico para o tratamento de doenças infecciosas crônicas e algumas formas de 

câncer. A principal característica deste tipo de abordagem é a geração de linfócitos T 

citotóxicos responsáveis pela destruição de células infectadas ou transformadas. 

Enquanto anticorpos exercem papel chave na neutralização do patógeno, os 

linfócitos T CD8+ citotóxicos podem destruir células infectadas e impedir a 

progressão da doença (AUTRAN et al., 2004a, 2004b). Neste trabalho utilizamos os 

antígenos p24 do vírus da imunodeficiência humana (HIV-1); E7 do vírus do 

papiloma humano (HPV-16); CS do Plasmodium yoelli e gp43 do Paracoccidioides 

brasilienses como modelos para estudar o potencial adjuvante de flagelinas de 

Salmonella sp. para ativação de respostas celulares. A escolha destes antígenos foi 

fundamentada na importância da resposta celular antígeno-específica e proteção 

contra estas patologias. De um modo geral, complicações destas doenças surgem 

como resultado de resposta imune celular inadequada para a eliminação de 

patógenos intracelulares ou pela indução de tolerância imunológica. 

 

1.3.1 Síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS) e o HIV 

 

O HIV é um vírus envelopado com genoma constituído por duas fitas simples 

de RNA (extensão de 9.800 pares de bases) que codificam três genes essenciais 

para a replicação e estrutura viral (gag, env, pol) e outros seis genes acessórios com 

funções reguladoras, sobretudo do ciclo reprodutivo. O gene gag codifica as 
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proteínas estruturais do capsídeo viral; o gene env codifica as glicoproteínas (gp120 

e gp41) do envelop, as quais são fundamentais para a adesão viral e entrada do 

vírus na célula hospedeira; e o gene pol codifica as proteínas não-estruturais 

necessárias à replicação do vírus, incluindo as enzimas transcriptase reversa (RT), 

protease (PR) e integrase (IN). O gene gag codifica uma poliproteína Gag de 55kDa 

que é proteoliticamente clivada durante a maturação do vírus originando as 

proteínas da matriz (p17), do capsídeo (p24), do nucleocapsídeo (p7/p9) e outros 

produtos de baixo peso molecular (p1, p2 e p6). Além desses, outros genes 

codificados pelo HIV são vif (que codifica um fator de infectividade do vírus), vpr (que 

codifica proteínas virais), tat (que codifica um transativador), rev (que codifica um 

regulador da expressão das proteínas do vírus), nef (que codifica o fator regulador 

negativo) e vpu (que codifica a proteína viral U). Destes genes, três (tat, rev e nef) 

codificam proteínas reguladoras que controlam a expressão dos genes estruturais 

gag, env e pol (SLEASMAN; GOODENOW, 2003).  

Estima-se que mais de 40 milhões de pessoas no mundo estejam infectadas 

com o HIV. A introdução de uma política de acesso universal ao tratamento anti-

retroviral fez com que as taxas de mortalidade diminuíssem e estabilizassem, mas 

novos casos da infecção continuam a surgir e, associado ao número de indivíduos já 

infectados e que não respondem aos esquemas terapêuticos atuais, apontam para a 

necessidade de intervenções mais efetivas.  

Nos últimos 20 anos, pesquisas voltadas para o desenvolvimento de uma 

vacina contra a AIDS demonstraram que a proteção contra a doença depende da 

ativação de respostas celulares específicas responsáveis pela destruição de células 

infectadas pelo vírus e não apenas da produção de anticorpos neutralizantes 

direcionados a proteínas do envoltório viral. As estratégias para desenvolver uma 

vacina terapêutica contra HIV/AIDS são direcionadas a epítopos virais, 

particularmente abundantes em algumas proteínas como a Gag, Nef e Pol 

(GAHERY-SEGARD et al., 2003; BOLESTA et al., 2005). De um modo geral estas 

formulações buscam a ativação de respostas celulares, especialmente de linfócitos T 

CD8+ devido o reconhecido papel destas células no controle da carga viral (OGG et 

al., 1998). Porém, a estimulação de células T CD4+ também deve ser abordada uma 

vez que esta população celular é fundamental para o desenvolvimento de CTLs e 

manutenção de células T CD8+ de memória. De fato, durante a infecção natural pelo 

HIV-1, a indução de respostas mediadas por células T CD8+ tem correlação direta 



34 
 

 

com a diminuição da carga viral (BORROW et al., 1994). Além disso, o papel 

protetor mediado por linfócitos T CD8+ foi estabelecido a partir de estudos feitos em 

símios desafiados com o SIV (vírus da imunodeficiência em símios) (BORROW et 

al., 1994; MCMICHAEL, 2006). Dados recentes sugerem que a proteína Gag(p24) é 

uma forte candidata à construção de uma vacina terapêutica anti-HIV, uma vez que 

a presença de células CD8+ p24-específicas têm correlação inversa com a 

progressão da doença (ROSENBERG et al., 1997; OGG et al., 1998). Desse modo, 

o antígeno p24 foi escolhido para avaliação do potencial adjuvante de flagelina de 

Salmonella no contexto da ativação de linfócitos T CD4+ e T CD8+. 

 

1.3.2 Câncer cervical e o HPV 

 

HPV é um vírus não envelopado com genoma consituído por dupla fita de 

DNA circular (extensão de 8.000 pares de bases) que codifica dois genes de 

expressão tardia L1 e L2 (L, do inglês late), e seis genes de expressão precoce E1, 

E2, E4, E5, E6 e E7 (E, do inglês “early”). Os genes L1 e L2 codificam as proteínas 

estruturais do capsídeo viral L1 e L2; enquanto os genes E1-7 cofificam as proteínas 

E1-7, as quais exercem papel na regulação do ciclo viral, controlando a replicação 

do DNA viral (E1 e E2), transcrição de RNA viral (E2), montagem das partículas 

virais (E4) e o ciclo celular (E5, E6 e E7).  

O HPV está associado com cerca de 99% dos casos de câncer cervical, com 

destaque para o HPV-16, como tipo viral de alto risco para o desenvolvimento de 

câncer de colo de útero. Embora campanhas de prevenção, como o exame 

Papanicolau, sejam amplamente adotadas, novos casos de câncer cervical 

continuam surgindo, sendo este a segunda maior causa de morte por câncer entre 

mulheres de todo o mundo porque muitas não têm acesso a esta medida preventiva. 

O recente lançamento de uma vacina profilática contra o HPV deve reduzir o impacto 

da doença em longo prazo, no entanto os benefícios para as pessoas já infectadas 

pelo vírus são nulos, uma vez que a infecção por HPV geralmente acontece nas 

primeiras duas décadas da vida do indivíduo, mas o câncer cervical pode se 

manisfestar apenas vinte a trinta anos depois (BROWN et al., 2005). 

O vírus HPV é capaz de infectar camadas basais do epitélio através de 

microlesões no tecido, mas o processo de malignização do tecido depende da 

integração do vírus ao genoma da célula hospedeira após quebra do genoma viral e 
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perda de alguns genes, principalmente E2. E2 tem a função de regular 

negativamente a expressão das oncoproteínas E6 e E7 e sua perda ocasiona a 

expressão contitutiva de E6/E7 (HOWLEY, 1991; MCCANCE, 1998; MCMURRAY et 

al., 2001). As proteínas E6 e E7 atuam na malignização celular através da interação 

com um vasto repertório de proteínas, promovendo bloqueio de apoptose, 

proliferação celular e instabilidade cromossômica. Especificamente E7, interage com 

a proteína retinoblastoma (pRb) liberando o fator de transcrição E2F, que ativa 

genes envolvidos na síntese de DNA e progressão do ciclo celular (DYSON et al., 

1989; WERNESS; LEVINE; HOWLEY, 1990). E7 também pode promover 

proliferação celular através de interação com fatores de transcrição AP-1 (NEAD et 

al., 1998) e expressão de ciclina A e ciclina E (ZERFASS et al., 1995).  

Mais de 120 tipos de HPV foram descritos e cerca de 40 apresentam 

tropismo para infectar a mucosa do trato anogenital (BOSCH et al., 1995; 

PAAVONEN, 2007). Os vírus com este tropismo podem ser classificados como 

“baixo” ou “alto risco” de acordo com seu potencial oncogênico. Os genótipos de 

baixo risco podem causar verrugas genitais e lesões benignas, sendo os mais 

prevalentes, os HPV-6 e HPV-11 (DE VILLIERS et al., 2004). Os genótipos do HPV-

16, HPV-18, HPV-31, HPV-33 e HPV-45 são os mais freqüentemente associados a 

lesões de alto grau e tumores malignos, pertencendo ao grupo dos genótipos de alto 

risco (MUNOZ et al., 2003). Os HPV-16 e HPV-18 destacam-se por serem 

responsáveis por cerca de 70% dos casos de câncer do colo do útero, sendo que o 

HPV-16 sozinho causa cerca de 55% dos casos deste tipo de câncer, podendo ser 

considerado o principal agente etiológico da doença (BOSCH et al., 1995).  

As proteínas estruturais L1 e L2 formam o capsídeo viral e têm sido 

utilizadas como alvos para o desenvolvimento de vacinas profiláticas, sendo 

recentemente lançadas duas vacinas baseadas em VLPs constituídas por proteínas 

L1 do HPV-6, -11, -16 e 18 (Gardasil) ou L1 do HPV-16 e 18 (Cervarix) (HARPER et 

al., 2004, 2006; GARLAND et al., 2007). Por outro lado, as oncoproteínas E6 e E7 

são utilizadas em diferentes abordagens terapêuticas, uma vez que a expressão 

constitutiva destas proteínas em células do carcinoma cervical e a participação na 

manutenção do estado maligno as tornam alvos ideais para intervenção terapêutica 

de tumores associadas ao HPV (DOEBERITZ et al., 1994).  

Diferentes tipos de vacinas foram testadas para indução de resposta imune 

celular anti-tumor induzido por HPV-16, e a maioria dos estudos utilizou como 
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antígeno principal a proteína E7 e em menor extensão as proteínas E6, E5 e/ou E2 

(LASARO; ERTL, 2009). As abordagens terapêuticas incluem formulações baseadas 

em peptídeos (FELTKAMP et al., 1993) ou na proteína E7 administrada com 

adjuvantes tais como citocinas, tais como a IL-12 (HARIHARAN et al., 1998; AHN et 

al., 2003), a fusão do antígeno protéico com proteínas de choque térmico (hsp 65) 

(CHU et al., 2000);  vacinas de DNA  (HUNG et al., 2001) e vetores virais baseados 

em adenovírus recombinantes (HE et al., 2000), vetores bacterianos vivos baseados 

em L. monocitogenes (GUNN et al., 2001) ou Lactococcus lactis recombinantes 

(BERMUDEZ-HUMARAN et al., 2003) e células dendríticas pulsadas com peptídeos 

imunodominantes da oncoproteína E7 (OKADA et al., 1997). 

As proteínas E6 e E7 contêm regiões antigênicas apresentadas por moléculas 

de MHC/HLA classe I e II tanto em camundongos como em humanos (KANODIA, 

2008). As respostas imunes envolvidas na erradicação de células tumorais são 

essencialmente mediadas por células T CD8+. No entanto, uma atividade efetiva e 

sustentada de linfócitos T CD8+ pode ser estimulada por colaboração de células T 

CD4+ Th1. A indução de uma resposta citotóxica eficiente e a superação dos 

mecanismos de tolerância induzidos pelas proteínas E6 e E7 está entre os principais 

desafios encontrados para o desenvolvimento de vacinas terapêuticas contra 

tumores induzidos por HPV. Devido à importância para o controle de tumores 

induzidos por HPV, E7 foi escolhida como antígeno modelo para a avaliação do 

potencial adjuvante de flagelina de Salmonella no contexto da ativação de linfóticos 

T CD8+. 

 

1.3.3 Paracoccidioidomicose (PCM) e o P. brasiliensis 

 

A PCM é uma micose sistêmica de natureza granulomatosa e evolução 

crônica causada pelo fungo termodimórfico P. brasiliensis (Pb) (BRUMMER; 

CASTANEDA; RESTREPO, 1993; RESTREPO; MCEWEN; CASTANEDA, 2001; 

SAN-BLAS; NINO-VEJA; ITURRIAGA, 2002). A prevalência da doença é delimitada 

aos países da América latina, sendo que a maioria dos casos ocorre no Brasil, 

Venezuela, Colômbia, Equador e Argentina. No Brasil, a maior incidência da doença 

ocorre em áreas rurais dos estados de São Paulo, Paraná, Rio Grande do Sul, 

Goiás, Rio de Janeiro e Rondônia (AMEEN; TALHARI; TALHARI, 2010; COLOMBO 

et al., 2011). Acredita-se que aproximadamente 10 milhões de pessoas que vivem 
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em áreas endêmicas podem ter adquirido o fungo e dessas (BRUMMER et al., 1993; 

BORGES-WALMSLEY et al., 2002). A infecção por Pb geralmente acontece nas 

primeiras duas décadas da vida do indivíduo, mas a doença pode se manisfestar 

após o período de latência de cerca de quinze anos (COLOMBO et al., 2011; 

AMEEN; TALHARI; TALHARI, 2010). 

O ciclo da PCM inicia-se quando conídios ou propágulos produzidos por 

micélios saprófitas no meio ambiente são inalados e instalam-se nos pulmões onde 

formam um granuloma primário, a partir do qual podem disseminar-se para órgãos 

como o baço e o fígado. Esse complexo primário pode evoluir para a cura, tornar-se 

latente ou ainda progredir causando uma doença severa e disseminada (SAN-BLAS; 

NINO-VEJA; ITURRIAGA, 2002; MENDES-GIANNINI et al., 2008). 

A PCM tem múltiplas apresentações clínicas, com manifestações que podem 

variar de cutâneas a sistêmicas sendo classificada, para fins de diagnóstico, em 

duas formas clínicas bem distintas: aguda e crônica. A forma aguda da PCM 

representa 5% dos casos da doença e acomete indivíduos jovens. Essa forma é 

caracterizada por evolução rápida, baixa resposta imune celular e aumento na 

produção de anticorpos específicos. A forma crônica representa a forma mais grave 

da doença, onde se destacam mais de 90% dos casos, sendo observada 

principalmente em adultos do sexo masculino. Nessa fase a doença progride 

lentamente, com a presença do patógeno nas lesões, títulos elevados de anticorpos 

específicos e comprometimento da imunidade mediada por células. Nesses casos, 

90% dos indivíduos apresentam manifestações pulmonares sendo que em apenas 

25% dos indivíduos infectados a lesão permanece localizada no pulmão 

(BRUMMER; CASTANEDA; RESTREPO, 1993; BERNARD, 2008).  

O tratamento medicamentoso da PCM é realizado a base de 

sulfametoxazol/trimetoprim, anfotericina B e derivados azólicos. Por ser uma doença 

crônica, seu tratamento é prolongado provocando complicações em vários órgãos 

em função dos efeitos adversos da terapia (AMEEN; TALHARI; TALHARI, 2010). O 

desenvolvimento de vacinas com potencial para estimular respostas imunológicas 

protetoras em pacientes crônicos representa uma melhoria na qualidade de vida 

desses indivíduos e podem ser utilizadas em abordagens profiláticas, terapêuticas 

ou ainda em associação com antifúngicos.  

O controle da infecção depende de resposta imune celular efetiva, 

geralmente associada ao padrão tipo 1 (Th1) da resposta imunológica, caracterizado 
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pela síntese de citocinas que ativam macrófagos e linfócitos T CD4+, resultando na 

formação de granulomas compactos. Indivíduos infectados e com a forma grave da 

doença param de apresentar resposta do tipo Th1 evoluindo com a resposta do tipo 

Th2 onde ocorre ativação de linfócitos B e produção de altos títulos de anticorpos 

(CANO et al., 1995; CALICH; KASHINO, 1998; CANO et al., 1998; ARRUDA et al., 

2002). 

Nos últimos anos, pesquisas voltadas para o desenvolvimento de uma 

vacina contra a PCM demonstraram que uma pequena seqüência de 15 

aminoácidos, denominada P10, pertencente a glicoproteína de 43 kDa (gp43), define 

um epítopo específico para células T CD4+ (TABORDA et al., 1998). Além disso, 

camundongos imunizados via parenteral com P10 em combinação com adjuvante 

completo de Freund (CFA) controlaram parcialmente a proliferação do Pb após 

desafio intratraqueal, e além disso, esses animais desenvolveram infecção 200 

vezes menos intensa que os animais não imunizados. Ao analisar a sub-população 

de linfócitos T CD4+ envolvidos, constatou-se que as células presentes eram do tipo 

Th1 e produtoras de IL-12 e IFN-ɣ. Em 2006 o grupo demonstrou ainda que a 

formulação P10/CFA empregado em associação a drogas antifúngicas de uso 

clínico, apresentou efeito aditivo levando à maior redução da carga fúngica nos 

animais infectados com Pb. A proteção mediada por P10 foi reproduzida em um 

modelo de recidiva da doença onde o tratamento com P10 em associação aos 

antifúngicos sulfametoxazol/trimetoprim impediu a exacerbação da infecção 

(MARQUES et al., 2006). A associação do P10/CFA com drogas antifúngicas 

também mostrou-se efetiva na redução da carga fúngica e na reativação do sistema 

imune celular em camundongos previamente tratados com dexametasona para  

mimetizar o estado anérgico ligado à forma aguda da PCM (MARQUES et al., 2008). 

No entanto, a administração do peptídeo P10 em combinação ao adjuvante de 

Freund inviabiliza a aplicação dessa formulação em seres humanos em função da 

elevada toxicidade do adjuvante. 

Diante do exposto, os antígenos gp43 e P10 foram selecionados como 

antígenos-modelo para avaliação do potencial adjuvante de flagelinas de Salmonella 

no contexto da ativação de resposta imunológica, particularmente mediada por 

linfócitos T CD4+. 
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1.2.4 Malária e o P. yoelli 

 

A malária é uma doença crônica severa distribuída mundialmente. Em 

humanos, é causada por um dos quatro parasitas: Plasmodium falciparum, P. vivax, 

P. malariae e P. ovale, sendo que este último não é encontrado no Brasil. Cerca de 

40% da população mundial (2,4 bilhões de pessoas) está exposta à malária, 

especialmente pessoas que vivem em países tropicais e subtropicais. Nestas 

regiões, aproximadamente 300 a 500 milhões de novos casos são diagnosticados a 

cada ano, causando 1,5 a 2,7 milhões de mortes por ano, principalmente entre 

crianças na África (WHO, 2002). No Brasil, desde a década de 70, quando apenas 

52.000 casos foram registrados, a incidência da doença aumentou gradualmente. 

Nos anos de 1999 e 2000 verificamos os maiores picos de incidência da doença, 

ultrapassando a faixa de 600.000 novos casos/ano, sendo 99% oriundos da região 

Amazônica. No ano de 2009 foram registrados quase 307 mil casos/ano em todo o 

Brasil, sendo esta a menor incidência da doença observada em um período de no 

mínimo 20 anos (BRASIL, 2011; JONES; HOFFMAN, 1994). 

A ineficácia das estratégias de controle e tratamento da malária tem 

contribuído para o aumento da incidência da doença no mundo, e reforçam a 

necessidade de desenvolvimento de uma vacina terapêutica. Porém vários fatores 

impedem o desenvolvimento de uma vacina segura para a malária, dentre eles a 

complexidade do ciclo de vida do parasito e a ampla variedade de respostas 

imunológicas que devem ser induzidas (WATERS et al., 2005).  

Estudos pioneiros realizados pelo grupo do Dr. Nussenzweig, demonstraram 

que imunidade protetora contra a malária pode ser induzida em animais e humanos 

por imunização com esporozoítas atenuados por radiação gama (NUSSENZWEIG; 

NUSSENZWEIG, 1986). Os mecanismos imunológicos envolvidos na resposta 

protetora foram a produção de anticorpos e ativação de linfócitos T CD4+ e T CD8+ 

específicos para antígenos da superfície de esporozoítas (NUSSENZWEIG; 

NUSSENZWEIG, 1989; JONES; HOFFMAN, 1994). Desse modo, formas 

sanguíneas podem ser eliminadas pela ligação a anticorpos opsonizantes dirigidos 

para estruturas da superfície do patógeno, enquanto as formas intracelulares do 

parasita podem ser eliminadas por linfócitos T citotóxicos. Estas células são capazes 

de reconhecer epítopos derivados do parasita que são expressos por células 

infectadas em associação a moléculas MHC-I e promover a destruição dessas 



40 
 

 

células, impedindo a continuidade do ciclo celular do parasita (KAPPE; BUSCAGLIA; 

NUSSENZWEIG, 2004).  

O papel de linfócitos T CD8+ citotóxicos na imunidade à malária foi reforçado 

pela demonstração de que a transferência passiva de células T CD8+ CS-específicas 

para camundongos virgens foi capaz de protegê-los contra o desafio com P. berghei 

e P. yoelii, agentes da malária em murinos (RODRIGUES et al., 1991; TSUJI; 

ZAVALA, 2003). Assim, o desenvolvimento de imunidade mediada por células T 

citotóxicas representa prioridade para o desenvolvimento de uma vacina com 

propriedades profiláticas e terapêuticas contra a malária.  

Pesquisas de alvos antigênicos para vacinas contra a malária com potencial 

para ativação de linfócitos T CD8+ citotóxicos voltaram-se para uma proteína de 

superfície com estrutura primária definida, a proteína circunsporozoíta (CS). Esta 

proteína é encontrada em grande quantidade na superfície de esporozoítos de todas 

as espécies de Plasmodium e possui papel central na invasão de hepatócitos 

(KAPPE; BUSCAGLIA; NUSSENZWEIG, 2004). Linfócitos T CD8+ extraídos de 

camundongos imunizados com esporozoítas atenuados por radiação foram 

específicos para um único epítopo encontrado na região C- terminal da proteína CS 

de P. yoelii e P. berghei (ROMERO et al., 1989; RODRIGUES et al., 1991). Este 

epítopo, representado pela seqüência de aminoácidos SYVPSAEQI, é reconhecido 

por linfócitos T CD8+ restritos para o MHC H-2 Kd e seu papel na proteção à malária 

murina foi confirmado em diversos estudos, o que impulsionou o desenvolvimento de 

vacinas baseadas no antígeno CS (WEISS et al., 1988; ROMERO et al., 1989; 

GONZALEZ-ASEGUINOLAZA et al., 2003). Em voluntários imunizados com 

esporozoítas de P. falciparum, atenuados por radiação, foi demonstrado a presença 

de linfócitos T CD8+ CS-reativos, indicando que a proteína CS é uma forte candidata 

para a elaboração de vacinas contra a malária em humanos. 

Diferentes veículos vacinais foram empregados na ativação de células T 

CD8+ específicas para o epitopo da proteína CS em camundongos. Tais abordagens 

incluiram vetores vacinais vivos, como vírus e bactérias recombinantes, vacinas de 

DNA, partículas semelhantes a vírus (VLP) e peptídeos sintéticos. Os vetores virais 

utilizados para ativar células T CD8+ específicas ao epitopo CS, de um modo geral, 

conferiram diferentes graus de imunidade protetora contra esporozoítas do P. yoelii 

(SOARES; RODRIGUES, 1998). No entanto, a combinação de dois vetores virais 

expressando a proteína CS demonstrou ser superior a formulações vacinais 
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baseadas apenas em um tipo de vírus (LI et al., 1993; GONZALEZ-ASEGUINOLAZA 

et al., 2003). Outros estudos baseados em vacinas de DNA contendo o gene inteiro 

da proteína CS seguido por uma dose de reforço com vetor viral codificando o 

epitopo CS relataram aumento significativo na indução de respostas mediadas por 

células T CD8+-específicas (SEDEGAH et al., 1998; SEDEGAH et al., 2000).  

Devido a importância de células T CD8+ CS-específicas para o controle da 

malária estágio pré-eritrocítico, CS foi escolhido como antígeno modelo para a 

avaliação do potencial adjuvante de flagelina de Salmonella no contexto da ativação 

de linfóticos T CD8+. 
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O presente trabalho teve como objetivo principal avaliar o potencial 

adjuvante de flagelinas derivadas de S. Typhimurium e S. Muenchen para ativação 

de respostas imunológicas celulares mediadas por linfócitos T CD4+ e T CD8+. Para 

este objetivo utilizamos os antígenos p24 do HIV-1, E7 do HPV-16, gp43 do P. 

brasilienses e CS do P. yoelli como modelos. Foram elaboradas diferentes 

formulações, desde vacinas de primeira geração, utilizando-se Salmonelas 

atenuadas; vacinas de subunidades utilizando-se peptídeos codificando epítopos T 

ou recombinantes destas proteínas purificadas; e, vacinas de DNA codificando a 

informação genética do antígeno e adjuvante. Estas formulações foram 

administradas a camundongos BALB/c e C57BL/6 por diferentes vias, e as respostas 

imunológicas induzidas avaliadas.  

 

 
 

 

 
 
 
 
 



 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3 MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1 Clonagem e purificação da flagelina recombinante 

 

3.1.1 Clonagem do gene fliCi 

 

A amplificação do gene fliCi que codifica para flagelina de S. Typhimurium foi 

realizada pelo método de PCR a partir do plasmídeo pFF408 (MASSIS et al., 2008) 

utilizando-se os iniciadores 5’-GGG GAA TTC ATG GCA CAA GTC ATT AAT ACA-3’ 

e 5’-GGC AAG CTT GAC GCA GTA AAG AGA GGA C-3’, desenhados a partir da 

seqüência de nucleotídeos do gene, disponível no gene bank (AAL20871.1). Os 

oligonucleotídeos utilizados para amplificação continham os sítios de restrição EcoRI 

and HindIII (em negrito). O produto do PCR purificado (Kit PCR Clean-Up System, 

Promega) foi inserido de forma integral no vetor comercial pET28a (Novagen), 

previamente digerido com as enzimas  de restrição EcoRI e HindIII (Fermentas).  

Para a reação de ligação foram utilizados 100 ng do produto de PCR purificado e 50 

ng do vetor pET28a digerido, 1 U de ligase, 4 µl tampão e água q.s.p. 20 µl por 

reação. A mistura de ligação foi utilizada na transformação de células DH5α 

eletrocompetentes (E. coli K12). A clonagem foi confirmada por enzimas de restrição 

e sequenciamento do gene fliCi atravéz da técnica de interrupção de síntese com 

dideoxinucleotídeos marcados com fluorocromos. Utilizou-se o seqüenciador 

automático (ABI 377, Perkin-Elmer Applied Biossystems) disponível no 

departamento de Bioquímica/FCF da USP e reagentes do kit comercial “Big Dye 

terminator DNA sequecing” (Perkin-Elmer Applied Biosystem) e oligonucleotídeos 

iniciadores 5’-CAT ACA TAT GGC GCA AGT GAT TAA TAC-3’ e 5´-CCA GGT GCC 

TAC ACC CCG-3´. Todos os oligonulceotídeos foram obtidos da Integrated DNA 

Technologies (IDT). Os perfis de restrição foram visualizados em gel de agarose 

0,8% (m/v).  

O plasmídeo recombinante contendo o gene fliCi foi denominado pETFliCi 

(Figura 4) e introduzido em diferentes linhagens de E. coli modificadas para a 

expressão de proteínas. De cada linhagem albergando o plasmídeo de interesse foi 

preparado um lote de trabalho a partir de uma colônia isolada e estocado a -80 0C 

em 30% de glicerol (como crioprotetor) para posterior análise de estabilidade 

plasmidial e expressão da flagelina recombinante (rFliC).  As linhagens com 

expressão positiva de flagelina foram mantidas em estoque e utilizadas para 

produção e purificação da flagelina.  
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Figura 4 - Representação esquemática do vetor pETFliCi. O gene fliCi (1,5 kb) que 

codifica para a flagelina FliCi de S. Typhimurium foi amplificado por PCR a 
partir do plasmídeo pFF408 e inserido no plasmídeo pET28a previamente 
digerido com as enzimas de restrição EcoRI e HindIII. O plasmídeo pFF408 
contém um inserto de DNA cromossômico de S. Typhimurium que codifica para 
o gene fliCi. 

 
 

3.1.2 Produção da flagelina recombinante 

 

50 µL do lote de trabalho da linhagem E. coli BL21(DE3) abrigando o 

plasmídeo pFliCi foram inoculados em 50 mL de meio Luria Bertani (LB) 

suplementado com 50 µg/mL de canamicina. A cultura foi incubada a 37 0C sob 

agitação de 200 rpm em agitador orbital por aproximadamente 18 horas. Esta cultura 

foi utilizada como pré-inóculo com diluição inicial de 1:100 para cada 1L de LB 

(acondicionado em erlenmeyer com capacidade de 3L) e incubado a 37 0C, 200 rpm 

em agitador orbital até o início da fase de crescimento exponencial (DO600nm= 0,6), 

quando adicionou-se à cultura o indutor IPTG na concentração final de 0,5 mM. A 

cultura induzida foi mantida por um período de 2-4 horas e ao final da indução, 

centrifugada a 12.000xg por 30 minutos a 4 ºC, o sobrenadante descartado e as 

células armazenadas. A massa de células correspondente a 18L (~30 mg) foi 

ressuspensa em 1 L de tampão A (0,1 M de Tris-HCL, 0,5 M de NaCl, pH 7,2) e 

adicionado inibidor de protease PMSF (phenylmethylsulphonyl fluoride) na 

concentração final de 1 mM. A suspensão bacteriana foi submetida à disrupção por 

alta pressão no equipamento Galton Maulin durante 5 minutos. Esse homogenato foi 

centrifugado por 60 minutos a 12.000xg, o sobrenadante coletado e filtrado a 0,22 

µm e utilizado para purificação da rFliC. 
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3.1.3 Purificação da flagelina recombinante 

 

O extrato foi aplicado no aparelho AKTA FPLC (Amersham Pharmacia 

Biotech) e passado através de uma coluna de cromatografia de afinidade ao níquel 

HisTrapTM FF 5 mL (GE Healthcare Life Sciences) previamente equilibrada com 

tampão A.  Após a injeção da amostra, a um fluxo de 1 mL por minuto, a coluna foi 

novamente lavada com 100 mL de tampão A acrescido de 5% de tampão B (50 mM 

de imidazol) e  o aparelho  programado para aplicar um gradiente crescente de 

imidazol (5-100%) proveniente do tampão B (0,1 M de Tris-HCL, 0,5 M de NaCl, 1 M 

imidazol, pH 7,2), ou re-programado conforme condições de refinamento da 

purificação. As frações eluídas foram confirmadas para a presença de flagelina e 

contaminantes por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 15% e as frações com maior 

pureza foram misturas e dializadas contra 20 volumes de PBS pH 7,2 para retirada 

do imidazol. Após esta etapa, a concentração de proteína foi ajustada para 1 µg/mL 

e acrescentado Triton X-114 na concentração final de 1%.  Após a adição de Triton, 

a amostra foi homogeneizada suavemente e depois incubada por 30 min no gelo, 

sendo agitada em vortex a cada 10 min. Após este período a amostra foi incubada 

por 15 min a 370C para permitir a formação de fases, depois centrifugada a 3.000 x g 

por 5 min em temperatura ambiente. A fase aquosa foi recuperada cuidadosamente 

para evitar contaminação com o triton da fase inferior e transferida para um novo 

tubo contendo Triton 1%. Esse ciclo foi repetido 10X ou até a redução de LPS para o 

nível desejado. Por fim, realizamos a remoção do Triton remanescente por meio da 

lavagem (3X) com solução fisiológica apirogênica em filtro de celulose do tipo 

AMICON com corte de 10 kDa (Millipore). As amostras foram novamente 

quantificadas por BCA (Pierce) e analisadas por SDS-PAGE em gel de 

poliacrilamida 12% para verificação da presença de contaminantes. Além disso, a 

quantidade de endotoxina foi determinada pelo ensaio colorimétrico LAL 

(Chromogenic Limulus Amebocyte Lysate assay QCL-1000) (Cambrex Bio Science) 

e ficaram abaixo de 2.0 EU/µg de proteína.  

 

3.2 Purificação das proteínas recombinantes p24 e E7  

 

As proteínas p24 do HIV-1 e E7 do HPV-16 foram previamente clonadas nos 

vetores pET28b (pETp24) e pET28a (pETE7), respectivamente. A construção 
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pETp24 foi realizada pelo grupo do Prof. Dr. Armando Ventura da Universidade de 

São Paulo, enquanto  a construção pETE7 foi realizada por membros do nosso 

grupo. O gene da proteína p24 foi clonado de forma integral no vetor pET, nos sítios 

de restrição NheI e EcoRV. Por outro lado, apenas os 60 primeiros aminoácidos da 

proteína E7 (98 aminoácidos total) foram clonados no vetor pET28a, nos sítios de 

restrição NdeI e HindIII. Os 38 aminoácidos da região C-terminal da E7 formam uma 

estrutura em dedo de zinco que torna a proteína altamente instável e por isso foram 

removidos. No entanto, esta deleção preservou o epítopo T CD8 imunodominante da 

proteína presente na região N-terminal.  

As proteínas recombinantes p24 e E7 foram produzidas na linhagem 

BL21(DE3) transformadas com os respectivos plasmídeos, e purificadas por 

cromatografia de afinidade em coluna niquelada (His Trap 5 mL, GE) em função da 

ligação específica da cauda de histidina ao metal. O processo de produção e 

purificação utilizado foi o mesmo descrito para a produção/purificação da flagelina 

recombinante. Os tampões utilizados para purificação da proteína E7 foram os 

mesmos utilizados para flagelina, enquanto aqueles utilizados para purificação da 

p24 foram diferentes: Tampão A (0,1 M Tris-HCl, 0,1 M NaCl e pH 8,0) e Tampão B 

(0,1 M Tris-HCl, 0,1 M NaCl, 1 M imunidazol e pH 8,0). A eluição das proteínas foi 

realizada pelo aumento gradual da concentração de imidazol ou tampão B. As 

proteínas eluídas foram dialisadas contra 20 volumes de PBS em AMICON 

(Millipore) com corte de 5 kDa e tratadas com Triton X-114 para remoção de LPS. As 

amostras foram quantificadas por BCA ou espectrofotometria a 280 nm e analisadas 

por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 15% para verificação da presença de 

contaminantes. A quantidade de endotoxina determinada pelo ensaio colorimétrico 

LAL nas proteínas p24 e E7 também ficaram abaixo de 2.0 EU/µg de proteína.  

 

3.3 Construção das vacinas de DNA 

 

A construção dos vetores pE7 e pgDE7 foi realizado por Lásaro et al. (2005). 

Resumidamente, o gene que codifica para E7 do HPV-16 foi amplificado por PCR 

sem seu códon de terminação a partir do genoma total de HPV-16 (gentilmente 

cedido pelo Dr. Willy Beçak, Instituto Butantan). O gene de E7 do HPV-16 foi 

clonado no sítio de ApaI da seqüência da gD do HSV-1 presente no plasmídeo 

pRE4. O vetor pRE4 contém promotor do vírus rous sarcoma (RSV), o gene que 
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confere resistência à ampicilina e o sinal de poliadenilação do vírus 40 de simian 

(SV40).  

A construção dos plasmídeos pFliC e pFliC-E7 foi realizada após clonagem 

do gene sintético FliC-E7 (GeneScript), que contém as seqüências do gene da E7 do 

HPV-16 fusionado ao gene da flagelina FliCd de S. Mueenchen, em substituição à 

região central hipervariável, e inserido no vetor para expressão em células 

eucariotas pPoly. As seqüências de códons de E7 e fliC foram otimizadas para 

expressão em células humanas. Além disso, na seqüência do gene E7 foram 

realizadas duas mutações pontuais para impedir a interação da proteína E7 com a 

proteína celular Rb, evitando assim o potencial oncogênico de E7. Tais mutações 

consistiram na troca de uma cisteína por uma glicina na posição 24 da E7 e de um 

ácido glutâmico por uma glicina na posição 26 da E7. O vetor pPoly contém 

promotor do vírus 40 de simian (SV40).  

 

Figura 5 - Representação esquemática do vetor pFliC e pFliC-E7. A seqüência genética 
que codifica para E7 do HPV-16 foi sintetizada em fusão à sequência do gene da 
flagelina FliCd de S. Mueenchen, em substituição à região central hipervariável, 
e inserido no vetor pPoly para expressão em células eucariotas. Depois de 
sintetizada a proteína de fusão permanece no citoplasma das células uma vez 
que não dispõe de sequência de exportação.  

 

A obtenção dos plasmídeos para serem usados nas imunizações foi 

realizada através de propagações em larga escala em linhagens de Escherichia coli 

DH5α transformadas com os diferentes vetores, em meio LB suplementado com 

canamicina (50 µg/mL), seguido da purificação dos plasmídeos utilizando o kit de 

purificação de plasmídeos de “Giga Prep” (QIAGEN Endo Free Plasmid Giga, 

QIAGEN), segundo as instruções do fabricante. As amostras de DNA foram 

quantificadas em espectrofotômetro a 260 nm e confirmadas por inspeção visual em 
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gel de agarose 1%, corado com brometo de etídeo, utilizando para comparação, 

fragmentos de DNA padrões com concentrações conhecidas (Invitrogen). Os 

plasmídeos foram mantidos a -20 oC até o momento de uso, quando a concentração 

foi ajustada para 1 µg/µL em PBS.  

 

3.4 Linhagens celulares 

 

A linhagem celular TC-1 (LIN et al., 1996), derivada de células primárias do 

epitélio pulmonar de C57BL/6 transformadas com v-Has-ras e os genes de E6 e E7 

do HPV-16, foi gentilmente cedida pelo Dr. T.C. Wu (Universidade Johns Hopkins, 

EUA). As células TC-1 foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 2 mM L-

glutamina, 1 mM piruvato de sódio, 2 mM aminoácidos não essenciais, 10 mM 

tampão HEPES, 50 U/mL penicilina/estreptomicina, 10% de soro fetal bovino (SFB) 

e mantidas a 37 °C e 5% de CO2.  Para o desafio de camundongos C57BL/6, as 

células foram tratadas com tripsina, lavadas duas vezes, e ressuspendidas em meio 

DMEN sem soro, na concentração apropriada para a inoculação, em volume final de 

100 µL por camundongo.  

Para determinação da bioatividade da flagelina foram usadas células 

HEK293 e HEK293 transfectadas com plasmídeo contendo o gene que codifica o 

receptor TLR5 (Invivogen). As células foram mantidas em meio DMEM acrescido de 

10% SFB e blasticidina (10 µg/mL) durante duas semanas. Um dia antes do desafio, 

5x104 células/poço foram adicionadas a placas de 96 poços e mantidas por 12 h. 

Flagelina foi adicionada em diferentes concentrações e incubada por 5 h. Após este 

período o sobrenadante da cultura de células foi coletado para dosagem da 

produção de IL-8 humana por ELISA com o kit BD OptEIA (BD Biosciences).  

 

3.5 Protocolos de Imunização 

 

Os experimentos de imunização foram realizados com camundongos 

BALB/c, C57BL/6 e TLR5-/- com idade entre 6 e 10 semanas. Os animais foram 

adquiridos do Biotério de Camundongos Isogênicos do Departamento de 

Parasitologia da Universidade de São Paulo e manuseados de acordo com as 

normas estabelecidas pela comissão de ética do Instituto de Ciências Biomédicas da 

USP. Grupos de 5 a 10 animais foram imunizados com diferentes formulações 
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vacinais contendo flagelina (5 µg/dose) ou LT (1 µg/dose) como adjuvantes para os 

antígenos protéicos p24 (20 µg) e E7 (20 µg). Quando indicado, alguns animais 

foram imunizados com os peptídeos E749-57(RAHYNIVTF) e P10 

(QTLIAIHTLAIRYAN) nas doses de 25 e 20 µg/animal/dose, respectivamente. Em 

alguns experimentos o esquema de imunização utilizado teve início no segundo dia 

após o desafio com células TC-1. Foram administradas de 3-5 doses a intervalos de 

uma ou duas semanas, conforme indicado.  

Além disso, formulações contendo p24+flagelina foram administradas 

apenas pelas vias intradérmica (i.d.) ou subcutânea (s.c), no volume de 20 ou 100 

µL/animal/dose, administradas com intervalos de duas semanas entre as doses.  As 

formulações contendo E7+flagelina foram administradas pelas vias intranasal (i.n.) e 

s.c. no volume final de 20 e 100 µL por animal/dose, respectivamente. Os animais 

foram imunizados sempre a intervalos de uma semana, independente da via de 

administração.  

Vacinas de DNA foram inoculadas via intramuscular (i.m.) nos músculos 

tibial anterior de cada pata. A dose de plasmídeo utilizada foi de 100 µg de DNA 

diluído em 100 µl de PBS/dose/animal, aplicados 50 µl em cada pata do animal.  

 

3.6. Desafio dos animais com células tumorais TC-1 

 

Camundongos C57BL/6 foram utilizados para avaliação profilática ou 

terapêutica das formulações contendo o antígeno E7 do HPV-16. No dia do desafio 

as células foram lavadas 2X com meio DMEN acrescido de 10% SFB e por fim 

ajustadas para as concentrações de 7,5x105 células/mL (para desafio pela via s.c.) e 

1,0x105 células/mL (para desafio pela via i.v.) em meio DMEN sem soro e 

inoculadas, 100 µL/animal, na região dorso-lateral (para desafio s.c.) ou veia do 

plexo retro orbital (para desafio i.v.). As células TC-1 desenvolvem tumores 

palpáveis a partir de 10 dias quando administradas pela via s.c. ou tumores 

pulmonares a partir de 6 semanas, quando administradas pela via i.v.  

O acompanhamento da evolução dos tumores nos ensaios de proteção 

terapêutica com desafio via s.c. foi realizado duas vezes por semana durante um 

período mínimo de 40 dias. Os tumores quando presentes foram medidos com o 

auxílio de um paquímetro e os animais que apresentaram tumores  maiores que  1,5 

cm de diâmetro foram submetidos à eutanásia. Animais desafiados via i.v. foram 
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submetidos à eutanásia no quadragésimo dia após o desafio e os pulmões 

removidos para contagem do número de nódulos tumorais. 

 

3.7. ELISA para detecção de anticorpos e citocinas  

 

A imunogenicidade da proteína recombinante p24 do HIV-1 foi realizada por 

ELISA em placa Maxisorp (Nunc International) utilizando-se soro de indivíduo 

infectado com HIV-1 (cat. 192) ou soro policlonal de coelho (cat. 4250) adquiridos do 

“NIAID AIDS Research and Reference Reagent Program”. Em cada poço da placa 

foi aplicado 100 µL de uma solução contendo 0,5 µg/mL de proteína p24 purificada 

diluída em PBS pH 7,5 e incubada a 4 oC durante uma noite. Após lavagem (3 vezes 

com PBS-T), foi adicionado 100 µL de solução de bloqueio (5% de leite desnatado 

em PBS-T) à cada poço, e a placa mantida à 37 oC por 2 horas. Após este período 

repetimos as lavagens (3 vezes com PBS-T) e adicionamos os soros (100 µL), 

previamente diluídos em solução bloqueadora e mativemos a placa por 1 h a 37 oC. 

Ao final deste período, seguiu-se um novo ciclo de lavagens e o segundo anticorpo 

anti-IgG de humano ou de coelho conjugado à peroxidase (Southern Biotech) foi 

adicionado no mesmo volume de 100 µL e incubado por mais 1 hora a 37 oC. Por fim 

a placa foi lavada 3 vezes com PBS-T e revelada com 100 µL/poço da solução 

contendo o substrato da peroxidade OPD (“o-phenylenediamine”) (concentração final 

1 mg/mL) e 8 µL de H2O2 (concentração final 0,012%) por 30 minutos à temperatura 

ambiente ao abrigo da luz. Por fim a reação foi interrompida com 50 µL por poço de 

de ácido sulfúrico (1 M). A leitura da densidade óptica foi realizada a 492 nm em 

leitor de placa (Multiscan MS- Labsystems). 

A dosagem de citocinas no soro, sobrenadante de culturas de células e 

sobrenadante de homogenado de pulmão foi realizada utilizando-se o kit BD OptEIA 

(BD Biosciences) anti-(IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-ɣ,TNF-α, TGF-β) de 

camungongo ou anti-IL-8 humana, de acordo com instruções do fabricante. O 

sobrenadante do pulmão dos animais foi preparado conforme previamente descrito 

no artigo em anexo (BRAGA et al., 2009). O ensaio para dosagem de IL-8 está 

descrito em detalhes no artigo em anexo (BRAGA et al., 2010). 
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3.8 Ensaio de marcação intracelular de IFN-� em células T  

 

A marcação de IFN-ɣ intracelular foi realizada com células do sangue 

periférico ou baço de camundongos imunizados 14 dias após a administração da 

formulação vacinal. As células foram tratadas por 5 minutos no gelo com Ack Lising 

Buffer (BioSource International) até ruptura das hemácias e então centrifugadas a 

1.500xg por 5 minutos. As células foram incubadas a uma concentração de 1x106 

células/poço por 6 horas a 37 oC em atmosfera de 5% de CO2 na presença de 

Brefeldin A (GolgiPlug; BD Biosciences) e ausência ou presença do peptídeo 

específico de E749-57 MHC classe I (Kb) restrito (aminoácidos 49-57; RAHYNIVTF) 

(FELTKAMP et al., 1993) ou p24197-205 MHC classe I (H2-Kd) restrito (aminoácidos 

197-205; AMQMLKETI) ou p24197-211 MHC classe II (I-Ad) restrito (aminoácidos 197-

211; AMQMLKETINEEAAE). Após este período, as células foram incubadas por 30 

minutos a 4 ºC com anticorpo anti-CD8 conjugado com fluoresceína (FITC) ou anti-

CD4 conjugado com ficoeritrina-Cy-5 (PECy-5) (BD Biosciences). Após 

permeabilização com Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) por 20 minutos a 4 ºC, as 

células foram tratadas com anticorpo anti-IFN-ɣ conjugado a ficoeritrina (PE) (BD 

Biosciences) por 30 minutos a 4 ºC. As células foram ressuspendidas em PBS e 

examinadas por citometria de fluxo utilizando o aparelho FACS Calibur (BD 

Biosciences). Os dados foram analisados com o auxílio do programa FlowJo para a 

determinação das porcentagens de células CD4+/IFN-ɣ+ e CD8+/IFN-ɣ+ sobre o total 

de linfócitos T CD4+e CD8+.  

 

3.9 Enzyme-linked immunosorbent spot (ELISPOT) 

 

ELISPOT foi realizado para detectar células produtoras de IFN-ɣ específicas 

mediante estímulo com os peptídeos: T CD4+ da proteína (p24197-211), e T CD8+ das 

proteínas E7 (E749-57) e p24 (p24197-205). Esse ensaio detecta citocinas secretadas 

em resposta a estímulo in vitro em nível de uma única célula e foi realizado segundo 

metodologia descrita anteriormente (MIYAHIRA et al., 1995). 2x105 células do baço 

ou do sangue foram adicionadas em cada poço de uma placa de 96 poços 

(Millipore), previamente sensibilizada com anticorpo monoclonal de captura anti-IFN-

ɣ de camundongo (BD Biosciences) na concentração de 10 µg/mL. As células foram 

incubadas por 24 h a 37 oC em atmosfera de 5% de CO2 na ausência ou presença 
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do estímulo (1 µg/mL de peptídeo).  No dia seguinte, as células foram desprezadas, 

a placa lavada 3 vezes com PBS e 5 vezes com PBS-T e incubada com anticorpo 

monoclonal biotinilado anti-IFN-ɣ de camundongo (BD Biosciences) na concentração 

final de 2 µg/mL. Após uma noite a 4 °C, a placa foi novamente lavada e incubada 

com estreptavidina peroxidase (SIGMA) por 2 h a temperatura ambiente. Ao final 

deste tempo a placa foi lavada e submetida à revelação com AEC substrate (BD 

Biosciences) por 20 minutos. Os “spots” foram contados com auxílio de uma lupa e 

do equipamento ImmunoSpot (Cellular Technology, Ltd.).  

 

3.10 Citotoxicidade in vivo  

 

O ensaio de citotoxicidade in vivo foi realizado para verificar a presença de 

células T CD8+ citotóxicas, específicas para os peptídeos E7 (E749-57) e p24 (p24197-

205), em animais imunizados, de acordo com metodologia descrita por (BARBER; 

WHERRY; AHMED, 2003). Após sete dias da imunização, um grupo de animais não 

imunizados foi submetido à eutanásia, seus baços recuperados e as células 

utilizadas para marcação com CFSE. Cerca de 2x108 células foram incubadas com 

0,5 µM ou 5 µM de CFSE em PBS, por 15 minutos a 37 ºC. Após a incubação, as 

células foram lavadas e ressuspensas em meio RPMI acrescido de 1% de soro fetal 

bovino (RPMI-1%). Ao tubo contendo a população de células marcadas com 5 µM 

de CFSE foi adicionado 25 µM do peptídeo de interesse, e incubado por 40 minutos 

a 37 ºC. Após este período as células foram lavadas com meio RPMI-1% para 

remoção do peptídeo e contadas. Quantidades iguais das duas populações de 

células marcadas foram misturadas e centrifugadas a 1.700xg. O precipitado de 

células foi ressuspenso em RPMI (sem soro fetal bovino) de modo a conter 2-4 x 107 

células/200 µL e injetado em todos os animais imunizados e no grupo não 

imunizado, via i.v. na veia do plexo retro orbital. No dia seguinte, todos os animais 

foram submetidos a eutanásia e as células dos baços coletadas. As células foram 

ressuspensas em PBS e examinadas por citometria de fluxo para detecção de 

fluorescência emitida pelas duas populações celulares utilizando o aparelho 

FACScalibur (Becton Dickinson, Mountain View, CA). Foram contados 10.000 

eventos da população marcada com 0,5 µM. Os dados foram analisados pelo 

programa “FlowJo” para a determinação das porcentagens de células marcadas com 

0,5 µM ou 5 µM de CFSE. 
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3.11 Reverse-transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) 

 

A detecção de TLR2 a 9 e Naip5 foi realizada utilizando-se iniciadores 

específicos para cada um deles, cedidos pela Dra. Elaine Rodrigues da Universidade 

Federal de São Paulo e cujo as sequências estão apresentadas na Tabela 1. Para 

realização dos RT-PCRs semi-quantitativos foram utilizados cerca de 1x107 células 

TC-1 para extração de RNA com o reagente Trizol (Invitrogen), segundo protocolo 

fornecido pelo fabricante. O RNA obtido foi quantificado por espectrofotometria  a 

260 nm e aplicado em gel de agarose 1% (~5 µg de RNA diluído em tampão 

contendo 1 M de uréia) para avaliação da integridade do mesmo, que em seguida foi 

utilizado para a síntese de cDNA. Antes da síntese realizamos um tratamento das 

amostras com DNAse para eliminar possível contaminação com DNA genômico. O 

cDNA foi sintetizado utilizando-se o kit Thermoscript RT-PCR System for First Strand 

cDNA Syntesis (Invitrogen), segundo protocolo fornecido pelo fabricante. Além disso, 

para cada amostra de RNA incluimos um controle no qual todos os reagentes 

necessários à síntese de cDNA foram adicionados, exceto a transcriptase reversa. 

Além disso, a amostra também foi submetida a PCR com inicadores específicos para 

HPRT, utilizado como controle da expressão endógena (tabela 1). 

As reações para RT-PCR foram preparadas de modo a conter: iniciadores 

específicos na concentração de 0,4 µM, 1,5 mM MgCl2, 200 µM de nucleotídeos 

trifosfatados (dNTPs), 2,5 U de Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen) e tampão 

de PCR fornecido com a enzima. A Platinum Taq foi utilizada para que fosse 

possível realizar Hot-Start PCRs, de modo a aumentar a especificidade das 

amplificações. Os ciclos de PCR utilizados foram os seguintes: pré-denaturação por 

5 minutos a 94 ºC; 35 ciclos de denaturação (94 ºC, 1 min), anelamento (60 ºC, 40s) 

e extensão (72 ºC, 1 min); extensão final a 72 ºC por 10 minutos. Os produtos de 

PCR foram sempre analisados por eletroforese em gel de agarose 2% com 0,5 

µg/mL de brometo de etídio e submetido à tensão de 100 V. Utilizou-se marcador 1 

kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) para determinar os tamanhos das bandas 

produzidas nos géis. 
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   Tabela 1 - Oligonucleotídeos iniciadores para amplificação de PRRs por RT-PCR 

PRR Sequência dos iniciadores (R) reverso e (F) Tamanho do 
Fragmento  

TLR1  J: 5’-GGA CCT ACC CTT GCA AAC AA-3’ 
M: 5’-GGT GGC ACA AGA TCA CCT TT-3’ 

250 pb 

TLR2  J: 5’-CGT TGT TCC CTG TGT TGC T-3’ 
M: 5’-AAA GTG GTT GTC GCC TGC T-3’ 

119 pb 

TLR3  J: 5’-TTG TCT TCT GCA CGA ACC TG-3’ 
M: 5’-CGC AAC GCA AGG ATT TTA TT-3’ 

205 pb 

TLR4  J: 5’-TTC ACC TCT GCC TTC ACT ACA-3’ 
M: 5’-GGG ACT TCT CAA CCT TCT CAA-3’ 

225 pb 

TLR5   J: 5’-AGC TGG TCT TCA AGG ACA AG-3’ 
M: 5’-CCT GGA TGT TGG AGA TAT GG-3’ 

210 pb 

TLR6  J: 5’- CCAAGAACAAAAGCCCTGAG-3’ 
M: 5’- TGTTTTGCAACCGATTGTGT-3’ 

115 pb 

TLR7  J: 5’-GCT GTG TGG TTT GTC TGG  TG-3’ 
M: 5’-CCC CTT TAT CTT TGC TTT CC-3’ 

270 pb 

TLR8  J: 5’-TGC GCT ACC ACC TTG AAG AG-3’ 
M: 5’-CAC TGG TTC CAG GAG GAT GA-3’ 

248 pb 

TLR9  J: 5’-ACC TCA GCC ACA ACA TTC TC-3’ 
M: 5’-TGC ACC TCC AAC AGT AAG TC-3’ 

142 pb 

Naip5*  J: 5’-GCT ACA ATG AAC AGT GCC TTT TTA-3’  
M: 5’-TCC AGC CTG ACC ATG AGT TTC TA-3’ 

451 pb 

HPRT  J: 5’-GTT GGA TAC AGG CCA GAC TTT -3’  
M: 5’-GAG GGT AGG CTG GCC TAT AGG CT-3’ 

448 pb 

  * De modo a diferenciar Naip5 de 6 e 7. J, à jusante e M, à montante do gene 
  HPRT (hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase) 
 
 
3.12 Análise estatítica 

Foram aplicados os testes estatísticos one-way ANOVA test seguido por 

Tukey HSD tests. Diferenças com p≤0,05 foram consideradas significantes. 

Símbolos utilizados no trabalho foram *: p<0.05; ɣ: p<0.01 e  ɣɣ: p<0.001. 
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4.1 Avaliação do potencial adjuvante da flagelina de S. Typhimurium (FliCi) e S. 

Muenchen (FliCd) para ativação de linfócitos T  

 

O potencial adjuvante das flagelinas FliCd e FliCi de Salmonella foi avaliado 

para a capacidade de promover ativação de linfócitos T CD4+ e TCD8+ específicos 

para antígenos derivados de vírus, célula tumoral, fungo e parasita, em diferentes 

abordagens vacinais. Os resultados serão apresentados em quatro capítulos. 

Primeiramente apresentaremos os resultados obtidos com a utilização de flagelina 

como adjuvante para o antígeno p24 do HIV-1 (capítulo I); seguido pelos resultados 

obtidos com o antígeno E7 no modelo de tumor induzido por HPV-16 (capítulo II). Os 

resultados obtidos com os antígenos gp43 e P10 no modelo de 

paracoccidioidomicose experimental (capítulo III) e aqueles obtidos com o antígeno 

CS no modelo de malária murina (capítulo IV) serão apresentados na forma de 

artigos em anexo; enquanto os capítulos (I) e (II) serão apresentadas no formato 

tradicional, com apresentação de resultados e discussão. Ao final da apresentação 

dos resultados e discussão específicos de cada parte, apresentamos um tópico com 

“Considerações finais” sobre a importância dos adjuvantes, especificamente 

flagelina, para o desenvolvimento de vacinas terapêuticas. 
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 4.1.1 Avaliação do potencial adjuvante da flagelina FliCi para ativação de 

linfócitos T CD4+ e T CD8+ específicos para o antígeno p24 do HIV-1   

 

O potencial adjuvante da flagelina rFliCi para  ativação de linfócitos T foi 

avaliado utilisando o antígeno p24 do HIV-1. A escolha da proteína p24 como 

antígeno modelo foi baseada na facilidade de produção, presença de epítopos T 

CD4+ e T CD8+ e devido seu uso frequente como componente de vacinas anti-HIV 

(BOLESTA et al., 2005; LAL; CHAKRABARTI; YANG, 2005; GUDMUNDSDOTTER 

et al., 2008). 

Nesta parte do trabalho, apresentaremos resultados referentes à clonagem e 

purificação da forma recombinante da flagelina; caracterização da atividade biológica 

in vitro e in vivo da flagelina recombinante; purificação e antigenicidade da proteína 

recombinante p24 do HIV-1; e avaliação das respostas imunológicas induzidas em 

animais imunizados com p24 e flagelina como adjuvante. Os resultados 

apresentados mostram que a flagelina não promoveu níveis detectáveis de ativação 

de linfócitos T CD4+ e T CD8+ quando co-administrada à proteína p24, em diferentes 

esquemas de imunização.  
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 4.1.1.1 Descrição dos Resultados 

 

 4.1.1.1.1 Clonagem, expressão e purificação da flagelina recombinante  

 

A sequência nucleotídica que codifica para a flagelina fase I de S. 

Typhimurium (FliCi) foi amplificada do plamídeo pFF408 (MASSIS et al., 2008) e 

inserida no vetor pET28a (Figura 4) conforme descrito na seção de M&M. A inserção 

do gene fliCi foi confirmada por seqüenciamento e o plasmídeo, posteriormente 

introduzido, por eletroporação, em diferentes linhagens de E. coli modificadas para a 

expressão de proteínas, no entanto, apenas as linhagens BL21(DE3), 

BL21(Deoplys), e BL21(CycpLys) apresentaram super expressão de uma proteína 

correspondente ao tamanho predito para a recombinante flagelina (rFliC)(58 kDa) 

após cultivo na presença de 0,5 mM de IPTG por no mínimo 2 h (dados não 

apresentados).  

A linhagem BL21(DE3) foi escolhida para os procedimentos de purificação 

da flagelina recombinante, sendo realizado o mesmo procedimento de indução 

anterior, porém em maior volume. Cerca de 30 mg de massa celular foram lisadas 

por vez e a fração solúvel, obtida após remoção de debris celulares, foi passada em 

uma coluna de níquel de 5 mL. Realizamos vários procedimentos para estabelecer 

as melhores condições de indução e solubilidade da rFliC, incluindo concentração do 

indutor, tempo e temperatura durante a indução e concentração de imidazol para a 

eluição da proteína, entre outros parâmetros avaliados. Esses testes serviram para 

estabelecer as melhores condições para expressão e purificação da rFliC e estão 

apresentados nas figuras 6A e 6B.  

O procedimento adotado para a purificação da proteína incluiu a injeção do 

extrato total na coluna de níquel com 50 mM de imidazol (5% de tampão B) como 

estratégia para diminuir a ligação inespecífica de proteínas de baixa afinidade ao 

níquel. Após, realizamos uma etapa de lavagem com 100 mL de tampão A na 

mesma concentração de imidazol injetada junto com a amostra (50 mM). Nesta 

etapa houve pequena perda de flagelina, mas resultou na redução de proteínas 

contaminantes. A eluição da proteína teve início com a lavagem da coluna com 

tampão A + 100 mM de imidazol (10% de tampão B) resultando no aparecimento de 

um pico (platô 1) formado pela liberação de pequena quantidade de flagelina e 

outros contaminantes, como evidenciado no gel de poliacrilamida, poços 1 a 9 



61 
 

 

(Figura 6B).  Na sequência, a coluna foi lavada com mais 25 mL de tampão A + 300 

mM de imidazol (30% de B) e novamente verificamos a ocorrência de um segundo 

pico (platô 2) formado pela liberação constante de flagelina com poucos 

contaminantes, canaletas 10 a 18;  seguida pela liberação máxima de flagelina a 

partir da metade da etapa 2, canaletas 19 a 21, gel de poliacrilamida da figura 6B. 

Os poços 22 a 27 referem-se às alíquotas da etapa 3 (100% de B) e mostram que as 

perdas de rFliC neste ponto foram desprezíveis. A maior parte da flagelina purificada 

foi eluída nas frações aliquotadas da segunda metade do segundo pico (canaletas 

19-21), mas estas alíquotas ainda apresentaram contaminantes. No entanto após 

diálise da proteína em solução salina a maioria dos contaminantes foi eliminada.  

Na figura 7 apresentamos a análise em SDS-PAGE e imunodetecção do 

extrato total da linhagem BL21(DE3) albergando o plasmídeo pFliCi, antes e após a 

indução da expressão da flagelina (canaletas 1 e 2), e a proteína rFliC purificada 

(canaleta 3). A flagelina recombinante, que apresenta massa molecular de 58 kDa, 

foi confirmada por imunodetecção realizada com anticorpo policlonal, produzido em 

camundongos imunizados com FliCi nativa (diluição 1:10.000) (Figura 7B). Os 

contaminantes presentes na preparação de flagelina não foram reconhecidos pelos 

anticorpos FliC-específicos (Figura 7A e 7B).  Em conjunto, esses resultados 

mostram que a flagelina rFliC foi purificada com sucesso por cromatografia de 

afinidade com  pureza máxima  de 90%, não sendo possível, até o momento, 

aumentar esse percentual.  
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Figura 6 - Purificação da flagelina recombinante por cromatografia de afinidade ao 
níquel. (A) Cromatograma da purificação de rFliC em coluna niquelada. Cada 
platô representa as diferentes concentrações de imidazol (tampão B) aplicadas 
na coluna durante a purificação. As frações de rFliC coletadas estão 
representadas em vermelho no eixo das abscissas do cromatograma. (B) Gel de 
poliacrilamida a 12% carregado com 10µL das frações 1-27 coletadas na 
purificação da proteína rFliC corado com Coomasie Blue. Amostras: M- Padrão 
de massa molecular (fermentas); canaletas 1-9, amostras coletadas na etapa 
1(100  mM de imidazol); canaletas 10-18, amostras coletas no na primeira 
metade da etapa 2; canaletas 19-21, amostras coletadas no final da etapa 2 (300 
mM de imidazol); canaletas 22-27, amostras coletadas na etapa 3 (1 M de 
imidazol). Cada poço foi carregado com 10 µL de amostra diluída em tampão de 
corrida.  
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Figura 7 – Expressão e antigenicidade da proteína recombinante FliC de Salmonella. 

(A) Gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) corado com Coomasie Blue, e (B) 
imunodetecção em filtro de nitrocelulose com anticorpo policlonal anti-FliC 
produzido em coelho. As canaletas foram carregadas com extrato total da 
linhagem BL21(DE3) transforamda com o plasmídeo pETFliCi. Amostras: 
Canaletas 1- Extrato total antes da adição de IPTG, 2- Extrato total após adição 
de IPTG, e 3- proteína rFliC purificada por cromatografia de afinidade ao níquel. 
M- Padrão de massa molecular (Fermentas). 

 
 

4.1.1.1.2 Caracterização da atividade biológica da rFliC in vitro 

 

A IL-8 é uma citocina pró-inflamatória que apresenta funções na promoção 

da angiogênese, aumento da permeabilidade vascular, recrutamento de leucócitos e 

desgranulação de neutrófilos. É produzida em resposta a estímulos provenientes de 

patógenos onde a ativação de NF-kB leva a um aumento da sua expressão. Para 

confirmar a funcionalidade de flagelinas recombinantes. Células HEK293 

transfectadas ou não para a expressão do TLR5 foram estimuladas com diferentes 

concentrações de FliC (flagelina nativa) e rFliC. Após 5h de estímulo, o 

sobrenadante da cultura foi dosado para a produção de IL-8 humana. As curvas 

dose-resposta apresentadas na figura 8 mostram que não houve diferença na 

produção de IL-8 no sobrenadante coletado de células HEK293/TLR5+ estimuladas 

com a flagelina nativa ou flagelina recombinante, sugerindo que esta última 

apresenta estrutura terceária e atividade biológica in vitro similar à flagelina 

selvagem. 
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Figura 8 - Produção de IL-8 em células HEK293/TLR5+ estimuladas com flagelinas de 
S. Typhimurium. Células HEK293 transfectadas (símbolos pretos) ou não 
(símbolos brancos) com gene para expressão de TLR5 foram cultivadas por três 
semanas na presença de blasticidina. Placas de 96 poços foram cobertas com 
50.000 células/poço e incubadas a 370C em atmosfera de 5% CO2. No dia 
seguinte, as células foram incubadas por 5h com concentrações variadas das 
flagelinas nativa (FliC) e recombinante (rFliC) e o sobrenadante coletado para 
dosagem de IL-8 por ELISA.  

 
 

4.1.1.1.3 Caracterização da atividade biológica da rFliC in vivo 

 

A IL-6 é produzida principalmente por macrófagos em resposta à ligação de 

PAMPS aos receptores toll-like de sua superfície, e a sinalização por qualquer TLR 

leva à produção desta citocina, sendo sua detecção utilizada para comprovação da 

funcionalidade desses receptores ou de flagelinas recombinantes in vivo. A 

produção de IL-6 foi detectada no soro de camundongos BALB/c inoculados via 

parenteral com apenas uma dose das flagelinas FliC ou rFliC com o objetivo de 

investigar se as propriedades imunoestimuladoras da flagelina recombinante 

estavam preservadas. Após a inoculação i.p. de 5 µg de FliC ou rFliC, o soro dos 

animais foi coletado após 30 min, 2 h, 4 h ou 6 h, armazenado e utilizado para 

dosagem da IL-6 por ELISA.  A análise comparativa da produção de IL-6 in vivo, 

apresentada na figura 9A, mostra que a flagelina recombinante induziu similar 

produção de IL-6 quando comparada a quantidade produzida em animais inoculados 

com flagelina nativa. Verificamos que a produção de IL-6 iniciou logo após 30 min da 

inoculação, atingindo o pico de produção em 2 h quando começou a diminuir 

drásticamente, voltando aos níveis basais após 6 h da inoculação de flagelina. Esse 

perfil foi visualizado em qualquer dose utilizada (0,5 a 5 µg/animal) (dados não 
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apresentados) administrada pela via i.p. (via padrão utilizada para este ensaio); 

servindo como parâmetro para avaliar a qualidade da flagelina produzida. Além 

disso, verificamos que a produção de IL-6 apresentou o mesmo perfil em 

camundongos BALB/c que foram inoculados com a dose de 5 µg de rFliC por 

diferentes vias de administração (Figura 9B). No entanto, a inoculação da rFliC pelas 

vias i.d. ou s.c., vias utilizadas neste trabalho, apresentou cinética diferente daquele 

visualizada para inoculação i.p., onde o pico de produção de IL-6 ocorreu após 4 h 

(via i.d.) e 6 h (via s.c.) da inoculação, ocorrendo o decaimento apenas após 6 h da 

inoculação (Figura 9B). Além disso, a produção desta citocina após inoculação pelas 

vias i.d. ou s.c. foi bem menor que aquela produzida pela inoculação i.p. Esses 

dados mostram que a flagelina induz a produção diferencial de IL-6 na dependência 

da via de inoculação utilizada, mas a significância desse efeito permanece não 

esclarecida. 

 

 
Figura 9 - Cinética da produção de IL-6 após estímulo in vivo com flagelinas de S. 

Typhimurium. Após a inoculação da flagelina, o soro dos animais foi coletado 
nos tempos indicados e utilizados para a dosagem de IL-6 por ELISA. (A) 
Análise comparativa da produção de IL-6 no soro de camundongos BALB/c 
inoculados via i.p. com 5 µg de flagelina FliC ou rFliC; (B) Produção de IL-6 em 
animais BALB/c inoculados com 5 µg rFliC pelas vias i.d., s.c. e i.p. A dosagem 
de citocinas foi realizada por ELISA, conforme instruções do fabricante. 
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4.1.1.1.4 Expressão e purificação da proteína recombinante p24 do HIV-1 

 

A proteína p24 recombinante foi produzida em E. coli BL21(DE3) 

transformada com o plasmídeo pETp24 e purificada a partir da fração solúvel por 

cromatografia de afinidade ao níquel. A linhagem albergando o plasmídeo que 

codifica para p24 foi cultivada em meio LB e quando a DO600 chegou a 0,6 foi 

adicionado IPTG (concentração final de 0,5 mM) e a cultura mantida sob agitação 

por no mínimo 2 h. Alíquotas do cultivo recuperadas antes (canaletas 1) e após 

(canaletas 2) a adição de IPTG foram coletadas para análise (Figura 10) e o restante 

do cultivo utilizado para purificação da proteína p24. A banda correspondente à 

proteína p24 (~27 kDa) foi visualizada no extrato total da cultura induzida em SDS-

PAGE (Figura 10A, canaleta 2) e confirmada em Western Blot (Figura 10B, canaleta 

2) realizado com anticorpo policlonal anti-p24 produzido em coelhos (diluição 

1:3.000). A proteína p24 foi eficientemente purificada (pureza >95%) de BL21(DE3) 

como apresentado nas figuras 10A e 10B, canaletas 3. Além disso, a proteína p24 

recombinante purificada foi reconhecida de forma similar tanto por anticorpos de 

indivíduos infectados com HIV (diluição 1:20.000) (NIH AIDS n0 192) quanto por 

anticorpos produzidos em coelhos imunizados com p24 recombinante (1:3.000) (NIH 

AIDS n0 4250) em ensaio de ELISA (Figura 10C). Estes resultados indicam que a 

antigenicidade da proteína p24 recombinante estava preservada.   
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Figura 10 - Expressão e antigenicidade da proteína recombinante p24 do HIV-1. (A) Gel 

de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE) corado com Coomasie Blue, (B) 
Imunodetecção em filtro de nitrocellulose utilizando anticorpo policlonal anti-p24 
produzido em coelho. As canaletas foram carregadas com extrato total da 
linhagem BL21(DE3) transformada com pETp24. Amostras: Canaletas 1- extrato 
total antes da adição de IPTG, 2- extrato total após a adição de IPTG, e 3- 
proteína p24 purificada por cromatografia de afinidade ao níquel. MW- Padrão de 
massa molecular pré-corado (Fermentas); (C) Antigenicidade da proteína 
recombinante p24 demonstrada após reação com soro de indivíduo infectado 
com HIV-1 (símbolos brancos) ou soro de coelhos imunizados com p24 
recombinante (símbolos pretos). Placas de ELISA foram preparadas com a 
proteína recombinante p24 obtida da fração solúvel e utilizada para reação com 
anticorpos. 
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4.1.1.1.5 Avaliação do efeito adjuvante de rFliC para o antígeno p24 do HIV-1 

 

A abordagem utilizada para avaliar o efeito adjuvante da flagelina rFliC para 

ativação de células T CD4+ e T CD8+ consistiu na inoculação de flagelina junto com 

o antígeno p24 do HIV-1. Camundongos BALB/c foram imunizados pela via s.c. ou 

i.d. com 5 doses de cada formulação: p24 (20 µg); rFliC (5 µg) ou a combinação 

p24+rFliC administradas com intervalos de duas semanas entre as doses. Animais 

controles foram imunizados apenas com PBS. Duas semanas após a última dose os 

animais foram submetidos a eutanásia para a análise da ativação de resposta celular 

por meio dos ensaios: ELISPOT, marcação intracelular de citocinas para a detecção 

de linfócitos T CD4+ e T CD8+ específicos produtores de IFN-ɣ e o ensaio 

citotoxicidade in vivo.  

O ensaio ELISPOT, não revelou a presença de células T CD4+ ou T CD8+ 

produtoras de IFN-ɣ específicas para o antígeno p24, em animais imunizados por 

ambas as vias (dados não apresentados). De modo similar, nenhuma das 

formulações avaliadas promoveu ativação de linfócitos T CD4+ específicos para p24, 

uma vez que não houve diferença significativa entre o percentual de células CD4+ 

IFN-ɣ+ nas amostras incubadas na ausência ou presença de estímulo com peptídeo 

da proteína p24 (Figura 11, superior). Por outro lado, no grupo imunizado com 

p24+rFliC podemos verificar discreta ativação de linfócitos T CD8+ (0,286%) 

específicos, mas esse percentual não foi estatisticamente significativo (Figura 11, 

inferior). A fraca ativação de células T CD8+ está em acordo com resultados 

encontrados no ensaio de citotoxicidade in vivo, onde não houve diferença no 

percentual de lise celular entre animais imunizados com o antígeno p24 e os animais 

imunizados com p24+flagelina (Figura 12). Tomados juntos, esses resultados 

sugerem que a flagelina rFliC não apresentou efeito adjuvante para ativação de 

células T específicas para o antígeno p24. 
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Figura 11 - Análise da ativação de células T p24-específicas em camundongos 
imunizados pela via s.c. com formulação contendo flagelina como 
adjuvante.  Camundongos BALB/c foram imunizados com 5 doses de PBS, 
p24, rFliC ou p24+rFliC a intervalos de 2 semanas. A análise da ativação de 
células T CD4+ e T CD8+ p24-específicas foi realizada 14 dias após a última 
imunização em células recuperadas do baço desses animais que foram 
incubadas por 5h na ausência ou presença de estímulo com peptídeos p24197-

211 e p24197-205. As células foram marcadas com anti-CD4+ ou anti-CD8+ 
conjugado ao Cy e ao FITC, respectivamente. Além disso, as células foram 
permeabilizadas e marcadas para a produção intracelular de IFN-ɣ com 
anticorpo anti-IFN-ɣconjugado ao PE. Os dados representam o percentual de 
células T CD4+ ou T CD8+ p24-específicas produtoras de IFN-ɣ no total de 
linfócitos T, sendo representativo de um experimento. Os resultados dos 
grupos imunizados com PBS, p24 ou rFliC e os dados da imunização i.d. não 
foram apresentados na figura.  
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Figura 12 - Citotoxicidade in vivo em camundongos imunizados via s.c. com p24 e 

flagelina como adjuvante. Camundongos BALB/c foram imunizados com 5  
doses de cada uma das formulações a intervalos de 2 semanas. 14 dias após a 
última dose os animais imunizados receberam células do baço de 
camundongos não imunizados que foram previamente marcadas duas 
concentrações de CFSE (0,5 µM e 5 µM). Além disso, a população marcada 
com 5 µM foi pulsada com peptídeo T CD8+ p24-específico. Quantidades 
equivalentes das duas populações marcadas foram misturadas e inoculadas 
via i.v. nos animais previamente imunizados. 20h após a inoculação, as células 
do baço destes animais foram recuperadas e o número de células 
fluorescentes determinado por citometria de fluxo. O histograma é 
representativo de um animal de cada grupo e o número do painel representa o 
percentual de morte celular específica e foi calculado segundo descrito na 
sessão de material e métodos. Os dados da imunização i.d. não foram 
apresentados na figura. 

 

 

Devido a ausência de efeito adjuvante da flagelina para ativação de células 

T p24-específicas, avaliamos se a incorporação de outro adjuvante poderia ajudar, 

modulando ou potencializando sua resposta. Para tal avaliação, incorporamos o 

peptídeo P10 à formulação p24+rFliC. Esse peptídeo foi identificado na glicoproteína 

de 43 kDa (gp43) do fungo P. brasilienses  (Pb) pelo grupo do Dr. Travassos e 

codifica um epítopo T CD4 capaz de se ligar ao complexo de histocompatibilidade 

principal (MHC-II) ou ao antígeno leucocitário humano (HLA) de diferentes haplótipos 
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(TABORDA et al., 1998). Acreditamos que o P10 possa funcionar como adjuvante 

uma vez que estimula células T CD4+ e promove a diferenciação destas em células 

T auxiliares do tipo 1 (Th1). Desta forma, a incorporação deste peptídeo à 

formulação p24+rFliC poderia potencializar a ativação de células T p24-específicas. 

Assim, grupos de cinco camundongos foram imunizados com 5 doses de PBS, p24, 

rFliC, p24+P10, ou p24+P10+rFliC pela via s.c. a intervalos de 2 semanas. Após 14 

dias da última imunização os baços dos animais foram removidos para análise da 

ativação de células T CD4+ e T CD8+ por meio da produção de IFN-ɣ intracelular 

conforme descrito anteriormente.  

Os resultados apresentados na figura 13 mostram que a adição do peptídeo 

P10 à formulação p24+rFliC promoveu incremento apenas do percentual de células 

T CD8+ (+0,645%). Esse resultado foi corroborado no ensaio de citotoxicidade in 

vivo para esse grupo, onde também verificamos aumento da percentagem de lise 

celular (9%) em comparação aos animais imunizados com p24+rFliC (3%), 

sugerindo, que a combinação P10+flagelina atuou como adjuvante para estimular 

células T CD8+ específicas (Figura 14). No entanto, a co-administração de P10 com 

p24, na ausência de rFliC, resultou em contundente aumento do percentual de lise 

celular (12%) indicando que o peptídeo P10 foi mais eficiente na ativação de CTL do 

que a flagelina empregada sozinha ou em combinação com o próprio P10. Em 

conjunto esses resultados mostram que a flagelina promoveu discreta ativação de 

células T CD8+ específicas para o antígeno p24, quando na formulação foi 

adicionado o peptídeo P10 que poderia funcionar como um segundo adjuvante. Por 

outro lado, não verificamos ativação de células T CD4+ específicas mesmo quando o 

peptídeo P10 foi adicionado na formulação. Além disso, esses resultados mostram 

que P10 separadamente pode funcionar como adjuvante vacinal para antígenos 

protéicos co-administrados por via subcutânea.  
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Figura 13 - Análise da ativação de células T CD4+ e T CD8+ p24-específicas em 
camundongos imunizados pela via s.c. com formulação contendo 
flagelina e peptídeo P10 como adjuvantes.  Camundongos BALB/c foram 
imunizados com 5 doses da mistura  p24+P10+rFliC a intervalos de 2 
semanas. A análise de células T CD4+ e T CD8+ p24-específicas foram 
realizadas 14 dias após a última imunização em células recuperadas do baço 
desses animais que foram incubadas por 5h na ausência ou presença de 
estímulo com peptídeos p24197-211 ou p24197-205.  As células foram marcadas 
com anti-CD4+ conjugado com Cy ou anti-CD8+ conjugado com FITC e 
marcação simultânea com anti-IFN-ɣ conjugado ao PE. Os dados 
representam o percentual de células T CD4+ ou T CD8+ p24-específicas 
produtoras de IFN-ɣ no total de linfócitos T. Valores referentes a um 
experimento representativo de dois ensaios feitos.  
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Figura 14 - Citotoxicidade in vivo em camundongos imunizados via s.c. com p24, 
flagelina e peptídeo P10 como adjuvantes. Camundongos BALB/c foram 
imunizados com 5  doses da mistura p24+P10+rFliC a intervalos de 2 
semanas. Duas semanas após a última dose os animais imunizados receberam 
células do baço de camundongos não imunizados que foram previamente 
marcadas duas concentrações de CFSE (0,5 µM e 5 µM). Além disso, a 
população marcada com 5 µM foi pulsada com peptídeo T CD8+ p24-específico 
e quantidades equivalentes das duas populações foram inoculadas via i.v. nos 
animais previamente imunizados. 20h após a inoculação, as células do baço 
destes animais foram recuperadas e o número de células fluorescentes 
determinado por citometria de fluxo.  (A) O histograma é representativo de um 
animal de cada grupo e o número do painel representa o percentual de morte 
celular específica e foi calculado segundo descrito na sessão de material e 
métodos; (B) Percentagem de lise celular específica induzida em cada animal 
representativa de um experimento com 4-5 animais por grupo. Símbolos 
denotam diferenças estatísticas (*: p ≤ 0,05) observadas entre camundongos 
imunizados com p24vs p24 + adjuvantes. 



74 
 

 

4.1.1.2 Discussão dos Resultados 

 

O papel de flagelinas de Salmonelas como adjuvante vacinal foi evidenciado 

em vários estudos que demonstraram sua capacidade de aumentar respostas 

imunológicas celulares e humorais para antígenos heterólogos (MCSORLEY et al., 

2000, 2002; CUADROS et al., 2004; HONKO; MIZEL, 2005; PINO; MARTIN; 

MICHALEK, 2005; RAVINDRAN; MCSORLEY, 2005; HONKO et al., 2006; BRAGA 

et al., 2009).  Os mecanismos pelos quais a flagelina estimula o sistema imunológico 

são ainda investigados, mas acredita-se que ocorrem, principalmente, por meio da 

ligação ao receptor TLR5. A ligação da flagelina ao TLR5 na superfície de DCs 

promove a ativação e maturação destas, levando ao aumento da expressão de MHC 

e moléculas co-estimuladoras, bem como secreção de quimiocinas e citocinas pró-

inflamatórias, que são pré-requisitos para ativação de linfócitos T virgens (KAISHO; 

AKIRA, 2002; TAKEDA; KAISHO; AKIRA, 2003; AKIRA; TAKEDA, 2004; 

APPLEQUIST et al., 2005). Estas observações sugerem que a flagelina apresenta 

potencial para ativação de células T CD8+. Nesta parte do trabalho investigamos o 

potencial adjuvante da flagelina recombinante de Salmonella (FliCi) para ativação de 

linfócitos T CD4+ e T CD8+ específicos para o antígeno p24 do HIV-1. Os resultados 

apresentados mostram que a flagelina co-administrada ao antígeno p24 promoveu 

apenas discreta ativação de células T CD8+, enquanto não detectamos ativação de 

linfócitos T CD4+ específicos. 

Embora exista um consenso sobre a capacidade da flagelina promover 

robusta resposta humoral e ativação de linfócitos T CD4+, seus efeitos na ativação 

de células T CD8+ permanecem obscuros, sobretudo devido ao baixo número de 

trabalhos publicados e aos resultados contraditórios geralmente encontrados. Dois 

estudos não observaram qualquer ativação de células T CD8+ (SCHWARZ et al., 

2003; DIDIERLAURENT et al., 2004), enquanto outros quatro estudos demonstraram 

significante efeito na ativação destas células (CUADROS et al., 2004; HULEATT et 

al., 2007; BRAGA et al., 2010; BATES et al., 2011). A principal diferença entre esses 

dois grupos de estudos é a utilização do antígeno em fusão à flagelina nesse último. 

A ligação física do antígeno à flagelina não é um requerimento para ativação de 

resposta humoral ou mediada por linfócitos T CD4+ conforme demonstrado em 

alguns trabalhos (HONKO et al., 2006; LEE et al., 2006; BRAGA et al., 2009). 

Entretanto, permanece indeterminado se o mesmo é válido para ativação de 
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linfócitos T CD8+. De fato, trabalhos prévios do grupo demonstraram ativação de 

linfócitos T CD4+ e T CD8+ na ausência de fusão do antígeno, sobretudo para 

peptídeos sintéticos de 8-15 aminoácidos, que não necessitam de processamento 

intracelular (BRAGA et al., 2008, 2009, 2010). No entanto, verificamos similar 

ativação de linfócitos T CD8+ quando o epítopo CS280-288 foi fusionado à região 

central da flagelina, porém utilizando-se quantidade de antígeno bem inferior que 

aquela onde o antígeno peptídico foi co-administrado à flagelina (BRAGA et al., 

2010). Esta observação corrobora a hipótese de que a fusão antígeno-flagelina 

aumenta a magnitude da resposta imunológica, e, além disso, está em acordo com 

alguns grupos de pesquisa que apontam a ligação física do antígeno a flagelina 

como responsável pelo aumento da potência da resposta induzida, por providenciar 

antígeno e estímulo para a mesma APC (HULEATT et al., 2007; BATES et al., 

2011). Recente evidência de que TLR5 funcionaria como um receptor endocítico 

corrobora estas observações, e sugere que a captura do antígeno é favorecida pela 

ligação da proteína híbrida ao TLR5 na superfície de DCs (LETRAN et al., 2011). 

Entretanto, este ano o grupo do Dr. Mizel publicou que a ativação de células T CD8+ 

in vitro e in vivo pela proteína de fusão flagelina-OVA é independente da ligação ao 

TLR5, da ativação de MyD88, e, além disso, de qualquer outro mecanismo 

dependente da região conservada da flagelina, apontando um novo mecanismo para 

ação deste adjuvante, onde a flagelina parece favorecer o processamento do 

antígeno no citoplasma da célula (BATES et al., 2011). Estas observações sugerem 

que a ausência de ativação de linfócitos T CD8+ específicos para a proteína p24 

pode ser conseqüência da inabilidade da flagelina para entregar o antígeno p24 no 

compartimento intracelular, favorecendo a apresentação via MHC-I para células T 

CD8+, no entanto não explica a ausência de ativação de células T CD4+.  

Virtualmente todos os agonistas de TLRs ativam resposta imunológica com 

padrão Th1 dominante. No entanto, algumas exceções foram encontradas, onde 

flagelina promoveu preferencialmente padrão do tipo Th2 (CUNNINGHAM et al., 

2004; DIDIERLAURENT et al., 2004; BARGIERI et al., 2008; BRAGA et al., 2009). 

Acreditamos que a ausência de ativação de linfócitos T CD8+ específicos para o 

antígeno p24 pode ser reflexo da ativação de um padrão Th2 pela flagelina, o qual 

privilegia a produção de anticorpos, mas não a ativação e o desenvolvimento de 

linfócitos T CD8+ e, além disso, corrobora com a ausência de células T CD4+/IFN-ɣ+.  
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A co-administração de P10 e flagelina mostrou de forma contundente 

mudança da resposta Th2 dominante (induzida pela flagelina) para o padrão Th1 

dominante (BRAGA et al., 2009), sugerindo que P10 pode modular a resposta 

induzida pela flagelina, como também foi demonstrado para quando outros 

adjuvantes foram administrados junto com flagelina, por exemplo CpG DNA 

(SFONDRINI et al., 2006; BARGIERI et al., 2008; 2010). Quando P10 foi agregado à 

formulação p24+rFliC, verificamos incremento da ativação de linfócitos T CD8+ 

(Figura 13), também corroborado por aumento do percentual de citotoxicidade in vivo 

em animais imunizados com esta formulação (Figura 14). Além disso, a 

administração de P10 com p24 na ausência de flagelina resultou em maior atividade 

de CTL com percentual de células T CD8+/IFN-ɣ+ similar ao grupo imunizado com 

p24+P10+rFliC (dados não apresentados), mostrando o efeito de linfócitos Th1 

sobre a amplificação da resposta de células T CD8+.   

A co-administração de flagelina ao antígeno oferece a vantagem de se 

dispor de um adjuvante universal, que pode ser utilizado para diferentes antígenos 

peptídicos ou protéicos sem a necessidade de etapas de clonagem. De fato, alguns 

trabalhos demonstraram excelentes resultados com o emprego de flagelina co-

administrada com diferentes antígenos, realçando a possibilidade de usá-la na forma 

co-administrada (LEE et al., 1991; MCSORLEY et al., 2002; DIDIERLAURENT et al., 

2004; APPLEQUIST et al., 2005; HONKO et al., 2006). No entanto, a maioria dos 

trabalhos onde a flagelina demonstrou efetividade como adjuvante buscou a 

produção de anticorpos, revelando que os requerimentos para ativação de resposta 

humoral são mais simples que aqueles exigidos para ativação de linfócitos T CD8+. 

Estas observações sugerem que a fusão do antígeno à flagelina pode ser usada 

como recurso para potencializar o efeito adjuvante para alguns antígenos, sobretudo 

quando a ativação de linfócitos T CD8+ é desejada.  
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 4.1.2 Avaliação do potencial adjuvante da flagelina FliCi para ativação de 

linfócitos T CD8+ específicos para o antígeno E7 do HPV-16  

 

Um parâmetro experimental de grande relevância em relação ao 

desenvolvimento de vacinas contra câncer é a capacidade das formulações 

promoverem a regressão ou mesmo impedir o desenvolvimento de tumores. Neste 

contexto, linfócitos T CD8+ exercem papel fundamental uma vez que são capazes de 

reconhecer células tumorais e promover a morte destas por meio de diferentes 

mecanismos, conseqüentemente, impedindo a progressão do câncer. Assim, nesta 

parte do trabalho utilizamos o modelo tumoral TC-1 para avaliar a capacidade de a 

flagelina atuar como adjuvante e promover ativação de células T CD8+ específicas 

para a oncoproteína E7 do HPV-16.  

Células TC-1 expressam constitutivamente duas proteínas do vírus HPV-16 

(E6 e E7) de modo similar ao que ocorre com células que foram naturalmente 

transformadas pelo vírus, sendo esses antígenos utilizados para o desenvolvimento 

de vacinas contra este tipo de câncer e alvos específicos de CTLs.  

Apresentaremos os resultados referentes à purificação da proteína E7 e 

avaliação do potencial adjuvante da flagelina para indução de resposta citotóxica em 

modelo de proteção terapêutica contra tumores TC-1 transplantados nos animais. O 

antígeno E7 foi administrado na forma de peptídeo ou proteína purificada em 

combinação com flagelina (vacinas de subunidades), ou na forma DNA codificando a 

informação para produção das duas proteínas (vacinas genéticas). Nossos 

resultados mostram que a formulação E7+flagelina, administrada na forma de 

vacinas de subunidades, não promoveu proteção terapêutica total contra tumores 

TC-1, mas foi capaz de reduzir o número de nódulos tumorais no pulmão dos 

animais desafiados pela via intravenosa. Por outro lado, a administração de E+ 

flagelina, na forma de vacina de DNA, promoveu 100% de proteção terapêutica, 

sugerindo que diferentes mecanismos de ativação imunológica foram induzidos. Em 

conjuntos nossos dados mostram que a sinalização mediada pela flagelina 

apresenta efeitos contrastantes em relação ao desenvolvimento do tumor, e 

sugerem que sua aplicação clínica na imunoterapia de cânceres deve ser precedida 

pela compreensão detalhada de suas propriedades imunológicas. 
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4.1.2.1 Descrição dos Resultados  

 

4.1.2.1.1 Expressão e purificação da proteína E7 do HPV-16 

 

No presente estudo utilizamos a proteína E7 do HPV-16 como antígeno 

modelo para avaliar o efeito adjuvante da flagelina rFliC para ativação de linfócitos T 

CD8+ específicos para o epítopo imunodominante E749-57. A sequência que codifica 

para a proteína E7 do HPV-16 foi previamente clonada no sistema de expressão 

pET28a e o plasmídeo resultante introduzido em E. coli BL21(DE3) para posterior 

expressão (dados não apresentados).  

A linhagem albergando o plasmídeo que codifica para E7 foi cultivada em 

meio LB e quando a DO600nm chegou a 0,8 foi adicionado IPTG (concentração final 

de 0,5 mM) e a cultura mantida sob agitação por no mínimo 2 h. Alíquotas do cultivo 

recuperadas antes (canaletas 1) e após (canaletas 2) a adição de IPTG foram 

coletadas para análise em SDS-PAGE (Figura 15A) e Western Blot (Figura 15B), e o 

restante do cultivo utilizado para purificação da proteína E7 recombinante por 

cromatografia de afinidade ao níquel. No entanto, a banda correspondente à 

proteína foi visualizada apenas fracamente no extrato total da cultura induzida 

(Figuras 15A, canaleta 2), em qualquer período avaliado acima de 2 h de indução, 

revelando que não houve diferença na expressão da proteína com incremento do 

tempo. Além disso, verificamos que a bactéria praticamente parou de crescer 

quando IPTG foi adicionado sugerindo que E7 apresenta toxicidade para esse 

hospedeiro. Apesar da fraca expressão, realizamos a purificação de E7 (>90% 

pureza) conforme apresentado nas figuras 15A e 15B, canaleta 3. Contudo a 

proteína E7, que tem a massa molecular predita para 8.4 kDa (incluindo as 6 

histidinas e alguns aminoácidos do vetor de expressão), demonstrou alteração da 

mobilidade eletroforética, com uma banda observada de 20 kDa, confirmada por 

western blot com anticorpo monoclonal anti-E7 (1:4.000) (Figura 15B). Esta 

observação é consistente com dados anteriores que demonstraram um 

comportamento de mobilidade anômala para a proteína E7 do HPV-16 quando 

expressa em sistema procarioto (ARMSTRONG; ROMAN, 1993).  
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Figura 15 - Expressão e antigenicidade da proteína recombinante E7 do HPV-16. (A) 
Gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE) corado com Coomasie Blue, e (B) 
imunodetecção em filtro de nitrocelulose utilizando anticorpo monoclonal anti-
E7. As canaletas foram carregadas com extrato total da linhagem BL21(DE3) 
transformada com pETE7. Amostras: Canaletas 1- Extrato total antes da adição 
de IPTG, 2- Extrato total após 2 h da adição de IPTG, e 3-proteína E7 
purificada por cromatografia de afinidade ao níquel. M- Padrão de massa 
molecular (invitrogen). 

 
 

4.1.2.1.2 Avaliação do efeito anti-tumoral terapêutico de formulações vacinais que 

empregaram rFliC como adjuvante para a proteína E7 do HPV-16 

 

Com o objetivo de avaliar o efeito adjuvante da flagelina rFliC para ativação 

de células T CD8+ E7-específicas, realizamos ensaios de proteção terapêutica no 

qual camundongos C57BL/6 foram primeiramente desafiados com 7,5 x104 células 

TC-1 pela via subcutânea e, subsequentemente, imunizados por esta mesma via, 

em local próximo ao da inoculação de células TC-1. Grupos de oito camundongos 

receberam 4 doses de PBS, E7(20 µg), rFliC (5 µg) ou a combinação E7+rFliC 

administradas a intervalos de uma semana pela via subcutânea. O protocolo de 

imunização foi iniciado dois dias após o desafio e os animais observados quanto ao 

desenvolvimento de tumor subcutâneo durante 50 dias ou até que o tumor atingisse 

o diâmetro de 1,5 cm, momento em que foram submetidos à eutanásia. A 

formulação E7+rFliC, bem como os controles, não foram capazes de induzir 

resposta protetora contra o tumor TC-1 nos animais imunizados (Figura 16). Além 

disso, observou-se crescimento precoce do tumor no grupo imunizado apenas com 

rFliC. Estes dados mostram que mesmo após administração de 4 doses da 

formulação E7+rFliC, a flagelina não promoveu qualquer resposta efetora capaz de 
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impedir ou retardar o crescimento do tumor nos animais imunizados 

terapêuticamente.  

Apesar do modelo de desafio subcutâneo ser amplamente utilizado, ele 

fornece resultados apenas qualitativos uma vez que correlaciona a proteção com 

ausência de tumor e determina que animais que apresentarem tumor persistente em 

qualquer período sejam considerados desprotegidos. Outro modelo de desafio 

tumoral que pode ser utilizado para avaliação de formulações vacinais contra 

tumores induzidos por HPV-16 é o modelo de desafio intravenoso com células TC-1. 

Quando inoculadas pela via i.v., as células TC-1 migram para os pulmões onde se 

desenvolvem formando nódulos tumorais semelhantes a vesículas e que podem ser 

quantificados neste órgão, em média, 40 dias após o desafio. Além disso, este 

modelo de desafio nos permite observar a morfologia dos nódulos e do tecido 

pulmonar e inferir algumas correlações além da constatação da presença ou 

ausência do tumor.  

 

Figura 16 - Ensaio de proteção terapêutica em camundongos desafiados com células 
TC-1 via s.c. e imunizados com 4 doses de formulações contendo a 
proteína E7 e flagelina como adjuvante.  Camundongos C57BL/6 foram 
inoculados com 7,5x104 células TC-1 e após dois dias, imunizados via s.c. com 
cada uma das formulações: PBS, E7, rFliC ou E7+rFliC. O desenvolvimento do 
tumor foi acompanhado por 50 dias ou até que atingisse 1,5 cm de tamanho, 
circunstância na qual os animais foram submetidos à eutanásia.  

 
 

Desse modo, realizamos um novo experimento onde grupos de cinco a seis 

camundongos C57BL/6 foram desafiados com 1,0 x104 células TC-1 via intravenosa 

(através do plexo retro-orbital). Além disso, baseados em resultados prévios de 

Braga et al. (2009, 2010) que demonstraram o potencial da flagelina de Salmonella 
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Typhimurium para ativação de linfócitos T CD4+ e T CD8+ no pulmão de animais 

imunizados pela via intranasal, modificamos a via de imunização utilizada 

anteriormente. Logo, dois dias após o desafio, iniciamos o protocolo de imunização 

com a administração das formulações descritas anteriormente pela via intranasal. 

Foram administradas 3 doses de cada formulação a intervalos de uma semana, em 

dois experimentos independentes. Com esta modificação esperávamos que a 

resposta local induzida pela formulação E7+rFliC fosse capaz de estimular linfócitos 

T CD8+ e mediar proteção contra o desenvolvimento do tumor no pulmão, mas, 

conforme apresentado na figura 17A, três doses desta formulação foi capaz de 

promover apenas discreta diminuição do número de nódulos tumorais comparada ao 

grupo que recebeu PBS, sem apresentar diferença estatítica com animais do grupo 

imunizado com E7 na ausência de adjuvante. Além disso, observamos que o grupo 

imunizado com rFliC apresentou número e tamanho dos nódulos tumorais maiores 

que aqueles encontrados nos demais grupos e que refletiram no aumento dos pesos 

dos pulmões destes animais como apresentado na figura 17B, embora sem 

apresentar diferenças estatísticas com os os demais grupos.  

 

 
Figura 17 - Ensaio de proteção terapêutica em camundongos desafiados com células 

TC-1 pela via i.v. e imunizados com 3 doses de formulações contendo a 
proteína E7 e flagelina como adjuvante. (A) Número de nódulos tumorais em 
cada animal; (B) Peso dos pulmões retirados de cada animal.  Camundongos 
C57BL/6 foram inoculados com 104 células TC-1 e após dois dias iniciado o 
esquema de imunização de 3 doses de cada uma das formulações: PBS, E7, 
rFliC ou E7+rFliC administradas pela via i.n. a intervalos de uma semana. Um 
grupo adicional foi imunizado com PBS e não recebeu células TC-1(ND). Após 
40 dias do desafio os animais foram submetidos à eutanásia e os pulmões 
removidos para análise. 
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O ensaio descrito acima foi repetido, porém, o número de doses aumentado. 

Como podemos observar, a administração de 4 doses da formulação E7+rFliC 

promoveu diminuição do número de tumores encontrado nestes animais comparado 

aqueles imunizados com PBS ou demais controles imunizados com E7 ou rFliC 

(Figura 18A), embora sem apresentar diferenças estatísticamente significantes. Por 

outro lado, verificamos discreto aumento do número de tumores e da média de peso 

dos pulmões no grupo imunizado apenas com rFliC, sugerindo que a presença de 

flagelina sem antígeno exógeno promoveu o desenvolvimento do tumor, embora não 

seja possível realizar uma comparação direta entre os dois experimentos (Figura 

17A x 18A) visto que existem diferenças no número de nódulos tumorais 

apresentados nos animais dos grupos controles, já que os ensaios foram realizados 

em momentos diferentes. Além disso, não verificamos diferenças estatísticamente 

significantes no tamanho dos tumores nos pulmões dos grupos PBS e E7+rFliC, 

sugerindo que a administração de uma dose adicional da formulação E7+rFliC foi 

capaz de aumentar a proteção anteriormente visualizada (Figura 18B). Em conjunto 

esses dados mostram que formulações contendo flagelina não foram capazes de 

promover 100% de proteção terapêutica contra o desenvolvimento de tumores TC-1, 

mas promoveram redução do número de nódulos tumorais quando combinado ao 

antígeno E7 e administrada no esquema de 4 doses. 

 
Figura 18 - Ensaio de proteção terapêutica em camundongos desafiados com células 

TC-1 pela via i.v. e imunizados com 4 doses de formulações contendo a 
proteína E7 e flagelina como adjuvante.  (A) Número de nódulos tumorais 
em cada animal; (B) Peso dos pulmões retirados de cada animal. 
Camundongos C57BL/6 foram inoculados com 104 células TC-1 e após dois 
dias iniciado o esquema de imunização de 4 doses com cada uma das 
formulações: PBS, E7, rFliC ou E7+rFliC administradas a intervalos de uma 
semana pela via intranasal. Um grupo adicional foi imunizado com PBS e não 
recebeu células TC-1(ND). Após 40 dias do desafio os animais foram 
submetidos à eutanásia e os pulmões removidos para análise.  
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Os pulmões dos animais foram utilizados para dosagem de citocinas 

produzidas localmente (Figura 19). Para este fim, o pulmão de cada animal foi 

pesado e triturado em 1 mL de PBS contendo inibidores de proteases, e após 

centrifugação, o sobrenadante foi separado e utilizado para detecção das citocinas 

IFN-ɣ, IL-4, IL-10 e TNF-α por ELISA. Conforme apresentado na figura 19, a 

administração destas formulações promoveu algumas variações no perfil de 

citocinas produzidas no pulmão. Podemos observar que os animais tratados com 

formulações contendo flagelina (rFliC ou E7+rFliC) produziram menor quantidade de 

citocinas do tipo Th1 (IFN-ɣ e TNF-α) enquanto produziram os mais altos níveis da 

citocina reguladora IL-10, comparando a produção destas nos animais imunizados 

com PBS e E7. Por outro lado, a produção de IL-4, característica do padrão Th2, foi 

mais diversificada entre os grupos, mas animais imunizados com PBS e rFliC 

apresentaram maior produção que animais imunizados com E7 ou E7+rFliC. Além 

disso, verificamos que os grupos imunizados com PBS produziram as maiores 

quantidades das citocinas IL-4, IFN-ɣ e TNF-α, sugerindo que estas são 

primariamente estimuladas pelas células TC-1 durante o desenvolvimento tumoral, e 

que sua presença não compromete o desenvolvimento do tumor, mas a prevalência 

de uma delas, como a IL-10, pode deslocar o equilíbrio favorecendo o crescimento 

do tumor, como observamos no grupo imunizado com rFliC que apresentou maior 

número de nódulos tumorais (Figura 18A) e IL-10 (Figura 19C). Observamos ainda 

que os grupos que apresentaram a menor produção de IL-4 (E7 e E7+rFliC) (p<0,05) 

foram aqueles com menor número de nódulos tumorais, sugerindo que essa citocina 

tem importante papel no desenvolvimento do tumor. Em conjunto, estes dados 

sugerem que a predominância de citocinas do tipo Th1 (IFN-ɣ e TNF-α) pode ser 

suficiente para controlar o desenvolvimento do tumor conforme verificamos no grupo 

imunizado com a proteína E7 sem adjuvante (Figura 19A e 19C) e, além disso, que a 

presença de flagelina na formulação tendencia a produção de citocinas para o 

padrão do tipo Th2 que favorece o desenvolvimento do tumor, mas a combinação 

E7+rFliC, promove uma resposta Th2/Th1 mais balanceada e oferece resistência ao 

desenvolvimento do tumor (Figura 19E). 
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Figura 19 - Detecção de citocinas nos pulmões de camundongos desafiados com 
células TC-1 pela via i.v. e imunizados com 4 doses de formulações 
contendo a proteína E7 e flagelina como adjuvante. Camundongos 
C57BL/6 foram inoculados com 104 células TC-1 e após dois dias iniciado o 
esquema de imunização de 4 doses com cada uma das formulações: PBS, 
E7, rFliC ou E7+rFliC administradas a intervalos de uma semana pela via 
intranasal. Um grupo adicional foi imunizado com PBS e não recebeu células 
TC-1(ND), e os valores de citocinas detectadas neste grupo foram 
descontados dos demais grupos. Após 40 dias do desafio os animais foram 
submetidos à eutanásia e os pulmões removidos para análise das citocinas 
(A) IFN-ɣ; (B) IL-4; (C) IL-10; (D) TNF-α; e (E) determinação do padrão de 
citocinas resultante Th2/Th1. Os símbolos indicam diferenças 
estatísticamente significantes (*: p<0,05) com relação ao grupo PBS.  

 
 



85 
 

 

4.1.2.1.3 Avaliação das respostas imunológicas induzidas por formulações vacinais 

que empregaram rFliC como adjuvante para a proteína E7 do HPV-16 

 

Para avaliar as respostas imunológicas induzidas pela formulação E7+rFliC 

sem a interferência das células TC-1, grupos de quatro camundongos C57BL/6 

foram imunizados com 4 doses de cada formulação no esquema de imunização 

anterior e duas semanas após a última dose da vacina, células do sangue e do baço 

destes animais foram coletadas para análise da ativação de linfócitos T CD8+ E7-

específicos. Após estímulo in vitro com peptídeo E749-57 MHC classe I restrito (Kb) as 

células foram marcadas simultaneamente com anticorpos anti-CD8 e anti-IFN-ɣ, mas 

não verificamos a presença de células T CD8+/IFN-ɣ+ específicas em nenhum dos 

grupos experimentais. Além disso, o ensaio ELISPOT, realizado a partir das células 

do baço destes animais, também não revelou a presença de células secretoras de 

IFN-ɣ. No entanto, a dosagem de citocinas no pulmão dos animais mostrou 

produção superior de citocinas Th1 (IFN-ɣ e TNF-α) em relação aos grupos 

imunizados com E7 (p<0,05) e E7+rFliC (p<0,05 e p<0,01), enquanto a produção foi 

apenas discreta no grupo imunizado com flagelina sem antígeno (Figura 20A e 20C). 

Além disso, os grupos imunizados com E7 ou E7+rFliC também apresentaram maior 

produção de IL-4 que o grupo imunizado com rFliC (Figura 20B), mas o padrão de 

citocinas resultante, determinado pela taxa de produção IL-4/IFN-ɣ, apresentou 

maior tendência para o padrão Th1 nesses grupos do que naquele imunizado com 

rFliC (Figura 20D). Em adição, IL-10 não foi detectada no pulmão de nenhum dos 

animais imunizados. Em conjunto esses resultados sugerem que a administração de 

flagelina na ausência do antígeno E7 induz a produção de citocinas que 

caracterizam uma resposta imunológica do tipo Th2. 
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Figura 20 - Detecção de citocinas nos pulmões de camundongos imunizados com 4 

doses de formulações contendo a proteína E7 e flagelina como adjuvante. 
Camundongos C57BL/6 foram imunizados com 4 doses de cada uma das 
formulações: PBS, E7, rFliC ou E7+rFliC administradas a intervalos de uma 
semana pela via intranasal. Após 14 dias da última imunização os animais 
foram submetidos à eutanásia e os pulmões removidos para dosagem de 
citocinas (A) IFN-ɣ; (B) IL-4; (C) TNF-α; e (D) taxa IL-4/IFN-ɣ observada nos 
diferentes grupos de imunização. Os valores de citocinas detectados nos 
animais imunizados com PBS foram descontados dos demais grupos.  Os 
símbolos indicam diferenças estatisticamente significantes *: p<0,05 e ɣ: 
p<0,01 com relação ao grupo imunizado com rFliC. 
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4.1.2.1.4 Avaliação do efeito anti-tumoral profilático-terapêutico de formulações 

vacinais que empregaram rFliC como adjuvante para a proteína E7 do 

HPV-16 

 

Para avaliar se a inoculação prévia de flagelina poderia aumentar a atividade 

anti-tumoral induzida pela formulação E7+rFliC, imunizamos grupos de cinco 

camundongos com 5 doses de PBS, E7, rFliC ou a combinação E7+rFliC pela via i.n. 

a intervalos de uma semana, em um esquema de imunização que denominamos de 

profilático-terapêutico, pois o desafio foi realizado durante a imunização, ou seja, os 

animais foram desafiados com 104 células TC-1 pela via intravenosa no mesmo dia 

que receberam a terceira dose das vacinas. Após 40 dias do desafio os pulmões dos 

animais foram removidos para contagem do número de nódulos tumorais. Como 

podemos observar na figura 21A, nenhuma das formulações promoveu redução do 

número de tumores no pulmão dos animais. Na verdade observamos aumento do 

número de tumores em todos os grupos, inclusive no grupo imunizado com 

E7+rFliC, quando comparado ao grupo imunizado apenas com PBS. Em adição, o 

grupo imunizado com rFliC apresentou o mais elevado número de nódulos tumorais 

(p<0,001) e peso dos pulmões (p<0,001), embora nenhuma diferença significativa 

tenha sido observada na média do tamanho dos tumores desse grupo comparado 

com os grupos que receberam E7 ou E7+rFliC (Figura 21B).  Além disso, os tumores 

no pulmão de animais imunizados com PBS e desafiados com TC-1 foram bem 

menores que aqueles dos animais imunizados com qualquer formulação vacinal. 

Estes resultados sugerem um favorecimento do desenvolvimento do tumor, quando 

empregado o esquema de imunização profilático-terapêutico.  
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Figura 21 - Ensaio de proteção profilático-terapêutica em camundongos desafiados 
com células TC-1 pela via i.v. e imunizados com 5 doses de formulações 
contendo a proteína E7 e flagelina como adjuvante.  (A) Número de nódulos 
tumorais em cada animal; (B) Peso dos pulmões retirados de cada animal. 
Camundongos C57BL/6 foram imunizados com 5 doses de PBS, E7, rFliC ou a 
combinação  E7+rFliC administradas a intervalos de uma semana pela via 
intranasal. Os animais foram desafiados com 104 células TC-1 pela via 
intravenosa no mesmo dia da terceira dose. Um grupo adicional foi imunizado 
com PBS e não recebeu células TC-1(ND) e os valores de citocinas produzidas 
por este grupo foram descontados dos demais grupos. Após 40 dias do desafio 
os animais foram submetidos à eutanásia e os pulmões removidos para 
análise. Os símbolos indicam diferenças estatisticamente significantes ɣ: 
p<0,01 e ɣɣ: p<0,001 com relação ao grupo PBS.  

 
 
 
4.1.2.1.5 Avaliação do efeito anti-tumoral terapêutico de formulações vacinais que 

empregaram rFliC como adjuvante para o peptídeo T CD8+ da proteína E7 

do HPV-16 

 

Resultados prévios publicados por nosso grupo estabeleceram o efeito 

adjuvante da flagelina frente a peptídeos sintéticos (BRAGA et al., 2009; 2010), onde 

demonstramos que a administração de flagelina com peptídeos codificando epítopos 

para células T foi capaz de promover ativação de linfócitos T CD4+ e T CD8+ 

específicos para o peptídeo P10 e CS, respectivamente, após co-administração por 

vias de mucosa e parenteral. Esse conceito foi aplicado na avaliação terapêutica de 

formulações anti-tumor contendo flagelina como adjuvante para o peptídeo T CD8+ 

da proteína E7. Grupos de seis camundongos foram desafiados com 104  células  

TC-1 pela via  i.v. e após dois dias iniciado o esquema de imunização nasal com 4 

doses de PBS, peptídeo E7 25 µg (pepE7), rFliC 5 µg ou a combinação pepE7+rFliC 

administradas semanalmente pela via i.n. A análise dos pulmões dos animais após 

40 dias do desafio revelou diminuição do número de nódulos tumorais no grupo 
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imunizado com pepE7+rFliC comparado aos demais grupos, embora esta diferença 

não seja estatisticamente significante (Figura 22A). Além disso, o tamanho dos 

nódulos (dados não apresentados) e a média dos pesos dos pulmões desses 

animais não apresentou diferenças em relação aos demais grupos desafiados, 

exceto pelo grupo imunizado apenas com o peptídeo E7 que apresentou a maior 

média de peso dos pulmões sem alteração correspondente no número de nódulos 

(Figura 22B). Esses resultados sugerem que a co-administração de flagelina e 

peptídeo E7 promoveu parcial efeito anti-tumoral terapêutico e atenuou o 

desenvolvimento de tumores.  

 

 
Figura 22 - Ensaio de proteção terapêutica em camundongos desafiados com células 

TC-1 pela via i.v. e imunizados com 4 doses de formulações contendo o 
peptídeo T CD8 da proteína E7 (pepE7) e flagelina como adjuvante.  (A) 
Número de nódulos tumorais em cada animal; (B) Peso dos pulmões retirados 
de cada animal.  Camundongos C57BL/6 foram inoculados com 104 células TC-
1 e após dois dias iniciado o esquema de imunização de 4 doses com cada 
uma das formulações: PBS, pepE7, rFliC ou pepE7+rFliC administradas a 
intervalos de uma semana pela via intranasal. Um grupo adicional foi imunizado 
com PBS e não recebeu células TC-1(ND). Após 40 dias do desafio os animais 
foram submetidos à eutanásia e os pulmões removidos para análise.  
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4.1.2.1.6 Avaliação do efeito anti-tumoral terapêutico de formulações vacinais que 

empregam rFliC e peptídeo P10 como adjuvantes para a proteína E7 do 

HPV-16  

 

Com o objetivo de aumentar o efeito anti-tumoral terapêutico obtido com rFliC 

como adjuvante, incorporamos o peptídeo P10 às formulações E7+rFliC e 

pepE7+rFliC. Em trabalho prévio realizado pelo grupo verificamos desvio do padrão 

de citocinas gerado pelo estímulo com flagelina (normalmente Th2>Th1) quando o 

peptídeo P10 foi incorporado à formulação, passando para o perfil Th1 dominante, o 

que resultou na proteção de camundongos BALB/c contra PCM experimental 

(BRAGA et al., 2009). Este peptídeo poderia funcionar como um poderoso 

imunomodulador da resposta induzida pela flagelina e beneficiar a geração de CTLs 

uma vez que promove ativação de linfócitos T CD4+ do tipo Th1 que auxiliam no 

desenvolvimento e manutenção destes.  

Para confirmar a imunomodulação do P10 sobre a resposta induzida pela 

flagelina em camundongos C57BL/6, grupos de quatro animais foram imunizados 

com 4 doses semanais de PBS; peptídeo P10 20 µg, rFliC 5 µg; ou a combinação 

P10+rFliC administradas pela via intranasal e 14 dias após a última imunização, o 

pulmão dos animais foi removido para dosagem de citocinas. A análise da produção 

de IFN-ɣ mostra claramente que a administração de P10 com flagelina promoveu 

efeito sinérgico na produção de IFN-ɣ, aumentando a produção dessa citocina em 

cerca de 7X e 2,3X comparado a administração de flagelina ou P10, 

respectivamente (Figura 23A). Por outro lado, não observamos efeito sinérgico para 

produção de IL-4 quando P10 foi administrado com flagelina (Figura 23B). Embora a 

produção de IL-4 tenha sido maior no grupo que recebeu P10+rFliC (2,4X) 

comparado ao grupo que recebeu rFliC, o padrão de citocinas resultante IL-4/IFN-ɣ 

indica que a resposta apresentada pela inoculação de P10 com flagelina é do tipo 

Th1 dominante, enquanto aquela induzida pela administração de flagelina apenas é 

Th2 dominante (Figura 23C). Em adição, a produção de TNF-α foi similar aquela 

observada para a produção de IFN-ɣ (dado não apresentado). Esses resultados 

corroboram observações anteriores onde a inoculação de P10 parece modular e 

potencializar a resposta imunológica induzida pela flagelina no pulmão de animais, 

favorecendo o padrão de resposta do tipo Th1 (BRAGA et al., 2009). 
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Figura 23 - Detecção de citocinas nos pulmões de camundongos imunizados com 4 

doses de formulações contendo o peptídeo P10 e flagelina como 
adjuvante. Camundongos C57BL/6 foram imunizados com 4 doses de cada 
uma das formulações: PBS, rFliC, peptídeo P10 e P10+rFliC administradas a 
intervalos de uma semana pela via intranasal. Após 14 dias da última 
imunização os animais foram submetidos à eutanásia e os pulmões removidos 
para dosagem de citocinas (A) IFN-ɣ; (B) IL-4; (C) TNF-α; e (D) taxa IL-4/IFN-ɣ 
observada nos diferentes grupos de imunização. Os valores de citocinas 
detectado nos animais imunizados com PBS foram descontados dos demais 
grupos.   

 
Uma vez que o efeito imunomodulador do P10 sobre a flagelina foi 

confirmado, avaliamos a hipótese de que sua incorporação à formulação E7+rFliC 

ou pepE7+rFliC poderia aumentar o efeito antitumoral terapêutico dessas 

formulações. Grupos de cinco camundongos foram desafiados com 104 células TC-1 

pela via intravenosa e dois dias após imunizados com 4 doses semanais de PBS, E7 

20 µg, pepE7 25 µg, P10 20 µg, rFliC 5 µg; ou as combinações E7+rFliC, E7+P10, 

pepE7+P10 ou E7+P10+rFliC administradas pela via intranasal. Após 40 dias do 

desafio, a análise dos pulmões desses animais revelou que a incorporação do 

peptídeo P10 exerceu efeito benéfico de redução do número de nódulos apenas nos 

grupos onde este foi co-administrado à proteína E7 ou E7+rFliC, sendo o efeito 

neste último grupo menor (Figura 24A), porém sem diferenças estatisticamente 

significativas. 

A co-administração de P10 com peptídeo E7 não resultou em aumento do 

efeito antitumoral visualizado até o momento quando comparado a qualquer outra 

formulação vacinal utilizada, embora nestes animais o número de nódulos tumorais 

tenha sido inferior ao grupo tratado com PBS ou demais controles isolados. 
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Curiosamente, observamos que nos animais tratados apenas com peptídeo P10 a 

quantidade de nódulos tumorais foi superior ao encontrado nos demais grupos e os 

tumores estavam bem mais desenvolvidos (dados não apresentados) o que refletiu 

no aumento dos pesos dos pulmões (Figura 24B). Em conjunto estes resultados 

sugerem que a incorporação de P10 à formulações contendo flagelina como 

adjuvante exerceu efeito anti-tumoral sinérgico e que esse efeito foi dependente de 

um componente específico do tumor.    

 

 

Figura 24 - Ensaio de proteção terapêutica em camundongos desafiados com células 
TC-1 pela via i.v. e imunizados com 4 doses de formulações contendo 
flagelina e peptídeo P10 como adjuvantes. (A) Número de nódulos tumorais 
em cada animal; (B) Peso dos pulmões retirados de cada animal. 
Camundongos C57BL/6 foram inoculados com 1,0 x104 células TC-1 e após 
dois dias iniciado o esquema de imunização de 4 doses de cada uma das 
formulações: PBS, E7, peptídeo E7 (pepE7), peptídeo P10 (P10), rFliC ou 
combinações destas administradas a intervalos de uma semana pela via 
intranasal. Um grupo adicional foi imunizado com PBS e não recebeu células 
TC-1(ND). Após 40 dias do desafio os animais foram submetidos à eutanásia e 
os pulmões removidos para análise.  
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4.1.2.1.7 Avaliação da expressão de receptores do tipo Toll e do tipo NOD em 

células tumorais TC-1 

 

Embora TLRs sejam expressos e ativos principalmente em células do 

sistema imune inato e adaptativo, tais como macrófagos e DCs, eles também podem 

ser funcionais em outros tipos celulares, por exemplo, células tumorais 

(SCHWARTZ; HERNANDEZ; MARK, 1999; YU; CHEN, 2008). Para investigar a 

expressão de TLR5 em células TC-1 foi realizado RT-PCR utilizando iniciadores 

específicos descritos na Tabela 1 da seção de M&M. Os resultados (Figura 25A e 

25B) mostram que células TC-1 expressam os receptores TLRs 2-8, e também o 

receptor intracelular para flagelina Naip5, mas não expressam os receptores TLR1 e 

TLR9.  

Além disso, para investigar a funcionalidade do TLR5, células TC-1 foram 

incubadas in vitro com rFliC (0,1 a 10 µg/mL), LPS (1 µg/mL) e CpG DNA (10 µg/mL) 

por 6 e 24 horas, e o sobrenadante analisado para a presença da citocina IL-6. 

Verificamos que células TC-1 produzem elevados níveis de IL-6, não sendo 

detectado aumento da produção desta citocina no sobrenadante de células 

estimuladas com LPS, rFliC ou CpG DNA (Figura 25C). Além disso, o sobrenadante 

foi investigado para a presença das citocinas IL-4, IL-10, IFN-ɣ, TGF-β e TNF-α, 

mas nenhuma foi detectada. A ausência de incremento da produção de IL-6 no 

sobrenadante de células estimuladas com os agonistas de Toll (LPS e rFliC) sugere 

que os receptores TLR4 e TLR5 não são funcionais nestas células e ainda que 

células TC-1, por si, não apresentam capacidade para secretar fatores inibidores da 

resposta imunológica por efeito direto da ligação de flagelina ao TLR5 em sua 

superfície.    
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Figura 25 - Expressão e funcionalidade de PRRs em células tumorais TC-1. Para 

expressão de PRRs, RNA total de células TC-1 ou células do baço de 
camundongo C57BL/6 foram extraídos e utilizados para síntese de cDNA (A e 
B). Em seguida, PCR foi realizado utilizando iniciadores específicos para os 
receptores Toll 1-9 e Naip5. (1) Reação com material extraído de células TC-1 
na presença ou (2) ausência de transcriptase reversa (TR), e (3) reação com 
material extraído de células do baço de camundongos C57BL/6 na presença 
de TR. Para controle da reação foram utilizados iniciadores para o gene da 
HK (controle “Housekeeping”, HPRT). A determinação da funcionalidade do 
TLR5 foi realizada pela estimulação in vitro de células TC-1 na ausência (SE) 
ou presença dos ligantes de TLRs LPS (0,1 µg/mL), CpG (10 µg/mL) e rFliC 
(10 µg/mL) por 6 h ou 24 h (C). Após este período, o sobrenadante foi 
coletado para determinação da produção de IL-6. Valores referentes a um 
experimento realizado em duplicata. 
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4.1.2.1.8 Avaliação do efeito anti-tumoral terapêutico  em camundongos TLR5-/- 

imunizados com formulações que empregaram rFliC como adjuvante para 

a proteína E7 do HPV-16 

 

Animais TLR5-/- foram desafiados via s.c. com 7,5 x104 células TC-1 e em 

seguida imunizados com três doses de PBS ou rFliC, administradas semanalmente 

pela via subcutânea. Cerca de 60% dos animais TLR5-/- imunizados com PBS ou 

rFliC permaneceram livres de tumor por até 45 dias após o desafio com TC-1, 

enquanto todos os animais C57BL/6 apresentaram tumor em até três semanas do 

desafio (Figura 26A, símbolos em cinza). Esses resultados mostram que a 

inoculação de flagelina não aumentou o desenvolvimento do tumor em animais que 

não expressam TLR5, sugerindo a participação de células do sistema imunológico 

para o efeito de promoção do tumor visualizado anteriormente. Curiosamente, 

quando os animais livres de tumor foram re-desafiados com 10X mais células TC-1 

que aquela inoculada no desafio inicial, apenas os animais inoculados com flagelina 

permaneceram protegidos (Figura 26A), sugerindo que o efeito adjuvante da 

flagelina foi independente de TLR5, e possivelmente dependente da ligação de 

receptores intracelulares, tais como Ipaf/Naip5 ou ainda de outras vias de 

sinalização para flagelina, mas que até o momento são desconhecidas. Como 

esperado, animais TLR5-/- que foram desafiados com células TC-1 e inoculados com 

flagelina via s.c. apresentaram baixa produção de IL-6 no soro, sugerindo uma 

possível participação desta citocina para o desenvolvimento do tumor. 
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Figura 26 - Avaliação do efeito anti-tumoral terapêutico em camundongos  TLR5-/- 

desafiados com células TC-1 pela via s.c. e tratados com flagelina.  (A) 
Camundongos C57BL/6 TLR5-/- foram inoculados com 7,5 x104 células TC-1 e 
após dois dias iniciado o esquema de imunização de 3 doses de PBS ou 
flagelina, administradas a intervalos de uma semana pela via s.c. Um grupo 
de 5 animais C57BL/6 (PBS em cinza)  foi desafiado com células TC-1 e 
utilizado como controle. Após 50 dias do desafio, os animais que não 
desenvolveram tumor foram novamente desafiados com 7,5 x105 células TC-1 
pela mesma via e acompanhados para o desenvolvimento do tumor. (B) 
Camundongos C57BL/6 selvagens ou TLR5-/- foram inoculados com 5 µg 
flagelina via s.c. dois dias após o desafio tumoral e a quantidade de citocina 
IL-6 dosada no soro no período de 0,5 h a 6 h após a inoculação.  
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4.1.2.1.9 Avaliação do efeito anti-tumoral terapêutico de formulações vacinais que 

empregam rFliC como adjuvante para uma vacina de DNA anti-tumor 

induzido por HPV-16 

 

Vacinas de DNA são conhecidas por promover forte ativação de resposta 

imunológica celular em diferentes modelos, inclusive em formulações anti-tumor 

induzido por células TC-1 (LASARO et al., 2005; DINIZ et al., 2010). Nesta parte do 

trabalho exploramos a capacidade da flagelina rFliC de Salmonella atuar como 

adjuvante para uma formulação vacinal onde o antígeno E7 está codificado em DNA 

plasmidiano (pE7). Além disso, o efeito adjuvante da flagelina foi avaliado para outra 

formulação vacinal desenvolvida pelo nosso grupo e que codifica o adjuvante gD, 

uma glicoproteína do Herpes vírus, fusionada à proteína E7 (pgDE7) do HPV-16 

(DINIZ et al., 2010), na tentativa de aumentar a proteção inicial de 40% promovida 

pela administração s.c. de uma única dose de 100 µg desta vacina. Grupos de cinco 

camundongos C57BL/6 foram desafiados via s.c. com 7,5x104 células TC-1 (no dia 

0). Cada grupo recebeu uma única dose de 100 µg de DNA codificando E7 (pE7) ou 

gDE7 (pgDE7) inoculado via i.m. na coxa do animal. Todos os grupos receberam o 

DNA no segundo dia após o desafio (dia 2), no entanto, três grupos foram 

imunizados com a mesma formulação (pE7 ou pgDE7), modificando-se apenas o dia 

em que receberam o adjuvante flagelina: um grupo recebeu o adjuvante no primeiro 

dia após o desafio, ou seja, 24 h antes de receber o antígeno (rFliC+pE7 ou 

rFliC+pgDE7); outro grupo recebeu o adjuvante no mesmo dia que recebeu o DNA, 

ou seja, junto com o antígeno (pE7/rFliC ou pgDE7/rFliC);  e o terceiro grupo 

recebeu o adjuvante no terceiro dia após o desafio, ou seja 24 h após receber o 

antígeno (pE7+rFliC ou pgDE7+rFliC). O adjuvante rFliC (5 µg) foi inoculado via s.c. 

em local próximo ao da injeção de DNA uma vez que no tecido muscular a 

quantidade de APCs é reduzida. O desenvolvimento do tumor foi acompanhado 

nesses animais até que atingisse 1,5 cm de tamanho.   

Os resultados apresentados na figura 27A revelam que a administração de 

pE7 ou rFliC não promoveu qualquer nível de proteção anti-tumoral e todos os 

animais desenvolveram tumor de modo similar aqueles imunizados com PBS, 

enquanto a administração do plasmídeo pgDE7 promoveu a proteção esperada de 

cerca de 40%. Além disso, a administração de flagelina com pE7 não promoveu 

qualquer retardo no desenvolvimento do tumor, em qualquer tempo em que foi 



98 
 

 

inoculada (Figura 27B). Verificamos ainda que nos animais em que a inoculação de 

flagelina foi anterior ou junto com a vacina de DNA, o tumor apareceu precocemente 

em relação ao grupo onde flagelina foi administrada após a inoculação do DNA 

(Figura 27B). Resultado similar foi encontrado com a administração de flagelina a 

animais imunizados com pgDE7, onde verificamos que rFliC administrada após a 

inoculação de DNA (pgDE7+rFliC) retardou o aparecimento do tumor (Figura 27C) e 

promoveu aumento da proteção mediada pela vacina pgDE7 em cerca de 20%, 

enquanto a inoculação de flagelina antes do DNA (rFliC+pgDE7) não alterou a 

proteção inicialmente encontrada. Por outro lado, nos animais que receberam 

flagelina junto com pgDE7 (pgDE7/rFliC) o crescimento do tumor foi acelerado, e os 

tumores desenvolveram-se em tempo inferior aquele que geralmente ocorre após a 

inoculação desta quantidade de células TC-1 em animais tratados com PBS.  

Informações adicionais são fornecidas na tabela 2, onde podemos verificar o 

tempo de surgimento do tumor e sua cinética de crescimento. Nos grupos controles 

imunizados com PBS, pE7 ou rFliC o tumor apareceu após a segunda semana e 

cresceu rapidamente de modo que no 350 dia os animais foram submetidos a 

eutanásia devido o tamanho do tumor. O mesmo comportamento foi demonstrado 

nos grupos que receberam o plasmídeo pE7 e flagelina em qualquer tempo. Por 

outro lado, nos grupos que receberam pgDE7 com ou sem flagelina o tumor cresceu 

lentamente e apenas um animal foi sacrificado no 350 dia, chegando ao final do 

experimento sem que o tumor alcançasse o tamanho de 1,5 cm. Estas observações 

sugerem que a resposta imunológica gerada pelas formulações pgDE7+flagelina 

restringiu o desenvolvimento do tumor, e que a ordem em que a flagelina foi 

inoculada parece exercer um efeito muito discreto na proteção, embora os 

mecanismos responsáveis por este efeito não tenham sido investigados.  
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Figura 27 – Avaliação do efeito anti-tumoral terapêutico em camundongos desafiados 

com células TC-1 via s.c. e imunizados com 1 dose dos plasmídeos pE7 
ou pgDE7 e flagelina purificada como adjuvante.  Camundongos C57BL/6 
foram inoculados via s.c. com 7,5 x104 células TC-1 e após dois dias, 
imunizados via i.m. com uma única dose de DNA codificando a proteína E7 
(pE7) ou a proteína de fusão gDE7 (pgDE7).  Além disso, os animais 
receberam uma única dose de flagelina (rFliC) administrada via s.c. nos dias 1, 
2 ou 3. (A) Grupos imunizados com PBS, pE7, pgDE7 ou  rFliC recombinante 
foram usados como controle; (B) Grupos imunizados com flagelina antes da 
injeção de DNA (rFliC+pE7), pE7 no mesmo dia da flagelina (pE7/rFliC) ou 
flagelina após a injeção de DNA (pE7+rFliC); e (C) grupos de animais 
imunizados com rFliC+pgDE7; pgDE7/rFliC ou  pgDE7+rFliC. O 
desenvolvimento do tumor foi acompanhado por 56 dias ou até que atingisse 
1,5 cm de tamanho, circunstância na qual os animais foram submeridos à 
eutanásia. 
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4.1.2.1.10 Avaliação do efeito anti-tumoral terapêutico de uma vacina de DNA que 

codifica a flagelina de Salmonella em fusão ao antígeno E7 do HPV-16 

 

O efeito adjuvante da flagelina de Salmonella foi avaliado na forma de vacina 

de DNA. A sequência genética que codifica para os 60 primeiros aminoácidos da 

proteína E7 do HPV-16 foi sintetizada em fusão substituindo a região central 

hipervariável da flagelina FliC de Salmonella após otimização de códons para 

expressão em humanos. O gene sintético foi inserido em vetor para expressão em 

eucarioto e denominado pFliC ou pFliC-E7. Além disso, a vacina foi construída de 

modo que a proteína de fusão FliC-E7 produzida permanecesse no citoplasma da 

célula transfectada. Os plasmídeos codificando a proteína de fusão FliC-E7 ou FliC 

foram avaliados para a capacidade de conferir proteção terapêutica contra tumores 

induzidos por células TC-1 após a inoculação em camundongos C57BL/6. Grupos de 

cinco animais foram desafiados com 7,5x104 células TC-1 pela via s.c. e, 

subsequentemente, imunizados com 3 doses de PBS, pFliC (100 µg) ou pFliC-E7 

(100 µg) administradas a intervalos de uma semana pela via intramuscular. O 

protocolo de imunização foi iniciado dois dias após o desafio e os animais 

observados quanto ao desenvolvimento de tumor subcutâneo durante 50 dias ou até 

que o tumor atingisse o diâmetro de 1,5 cm. Observamos o surgimento de tumor 

palpável cerca de 14 dias após o desafio, em dois animais imunizados com pFliC-

E7, mas o tumor rapidamente regrediu e 100% dos animais permaneceram 

protegidos até 60 dias após o desafio. Destaca-se que 40% dos animais que 

receberam o plasmídeo pFliC, codificando apenas a flagelina, foram protegidos ao 

final dos 60 dias (Figura 28). No sexagésimo dia após o desafio, os animais 

remanescentes livres de tumor foram inoculados com uma quantidade de células 

TC-1 10X superior àquela inoculada no desafio inicial (indicado pela seta preta na 

Figura 28). Nesse mesmo dia, um grupo de camundongos virgens foi desafiado e 

como podemos observar (símbolos em cinza) o surgimento do tumor ocorreu em 

intervalo de tempo inferior aquele geralmente encontrado quando 7,5x104 células 

TC-1 são inoculadas. 100% dos animais imunizados com pFliC-E7 e 40% dos 

animais imunizados com pFliC permaneceram livres de tumor até vinte dias do 

segundo desafio, mas, ao final de 40 dias do segundo desafio, apenas os animais 

imunizados com pFliC-E7 permaneceram protegidos, totalizando uma proteção de 

60% (Figura 28). Estes dados mostram que a administração de flagelina na forma de 
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DNA, mas não de proteína purificada, promoveu proteção terapêutica de 60-100% 

dos animais com a administração de apenas 3 doses.  

 

 
Figura 28 - Avaliação do efeito anti-tumoral terapêutico de formulações vacinais de 

DNA codificando o antígeno E7 em fusão à flagelina de S. Typhimurium. 
Camundongos C57BL/6 foram inoculados via s.c. com 7,5 x104 células TC-1 e 
após dois dias iniciado o esquema de imunização de 3 doses de cada uma das 
formulaçõe: PBS, pFliC ou pFliC-E7 administradas a intervalos de uma semana 
pela via intamuscular. O desenvolvimento do tumor foi acompanhado por 56 
dias ou até que atingisse 1,5 cm de tamanho, circunstância na qual os animais 
foram submetidos à eutanásia. No sexagésimo dia após o desafio, os animais 
que não desenvolveram tumor foram novamente desafiados com 7,5 x105 
células TC-1 via s.c. e acompanhados para o desenvolvimento do tumor por 
mais 40 dias. No dia do segundo desafio um grupo adicional foi também 
desafiado (PBS em cinza) e utilizado como controle.   
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4.1.2.2 Discussão dos Resultados 

 

A descoberta dos TLRs e seus ligantes representa uma fonte de novos 

adjuvantes para o desenvolvimento de vacinas, e muitos de seus agonistas foram 

testados em diferentes modelos de infecção viral e bacteriana. Recentemente, 

alguns ligantes de TLRs foram também testados no tratamento de câncer, por 

exemplo, o imiquimode (agonista do TLR7) avaliado no tratamento de carcinoma 

basal superficial (STOCKFLETH et al., 2003); CpG (agonista do TLR9)  avaliado em 

pacientes com melanoma e linfoma (JAHRSDORFER; MUHLENHOFF, 2005; 

SPEISER et al., 2005); e o MPL (agonista do TLR4) avaliado no tratamento de 

câncer induzido por HBV e outros patógenos (BALDRIDGE et al., 2004).  

Vários mecanismos foram propostos para o aparente efeito adjuvante de 

agonistas de toll na imunidade anti-tumor. (i) O reconhecimento do ligante de toll 

pelo TLR cognato estimula a secreção de citocinas pró-inflamatórias e aumenta a 

expressão de moléculas co-estimuladoras em células dendríticas que são 

importantes para a diferenciação de células T em células efetoras e indução de 

potente imunidade adaptativa; (ii) alguns ligantes de TLRs podem estimular 

diretamente a proliferação e diferenciação de células T CD4+ em subpopulações 

Th1, Th2 e Th17; (iii) alguns ligantes de Toll agem revertendo a função supressora 

de células T reguladoras (CRELLIN et al., 2005; TABIASCO et al., 2006); e (iv) 

alguns agonistas de Toll, como o TLR3 e TLR9, podem induzir apoptose de células 

tumorais que expressam TLRs (JAHRSDORFER et al., 2005; SALAUN et al., 2006).  

Flagelinas, especialmente aquelas produzidas por linhagens de Salmonelas, 

estão entre os agonistas de Toll mais frequentemente utilizados em formulações 

vacinais devido suas propriedades imunoestimuladoras intrínsecas. Apesar da 

abundância de dados sobre os efeitos adjuvantes da flagelina, principalmente para 

ativação de resposta humoral, muitas questões sobre os mecanismos que norteiam 

sua adjuvanticidade e a natureza contraditória das respostas imunológicas celulares 

induzidas por esse agonista permanecem abertas, sendo o principal motivo pelo 

qual sua utilização para ativação de respostas citotóxicas ainda é incipiente. Nesta 

parte do trabalho, investigamos o potencial adjuvante de flagelinas derivadas de 

Salmonellas para ativação de células T CD8+ específicas para o antígeno E7 do 

HPV-16 no modelo de proteção terapêutica contra o desenvolvimento de tumores 
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TC-1, onde a atividade efetora de células T CD8+ é a principal responsável pela 

erradicação de células tumorais.  

Nossos resultados mostram que a flagelina promoveu apenas discreta 

proteção terapêutica quando co-administrada ao antígeno E7 pela via intranasal em 

animais que foram desafiados com células TC-1 por via i.v., e, portanto, que 

desenvolveram os nódulos tumorais no pulmão. Curiosamente, quando flagelina foi 

administrada na ausência de antígeno exógeno, o efeito visualizado foi oposto, 

ocorrendo aumento do número e do tamanho dos nódulos tumorais, de maneira 

dose dependente. Estes resultados mostram que a administração de flagelina na 

ausência de um componente específico do tumor não exerceu qualquer efeito 

protetor, sugerindo que a proteção visualizada foi mediada por células da imunidade 

adaptativa. No entanto, não detectamos a presença de células T CD4+ ou T CD8+ 

E7-específicas produtoras de IFN-ɣ em animais imunizados com até 4 doses da 

formulação E7+rFliC, antes do desafio com células TC-1, possivelmente devido ao 

baixo número desta população celular no momento em que o ensaio foi realizado.  

Por outro lado, a administração de flagelina antes do desafio com células TC-1, no 

esquema profilático-terapêutico, promoveu o desenvolvimento dos tumores em todos 

os grupos, principalmente no grupo imunizado apenas com flagelina. Esta 

observação sugere um componente temporal para o efeito da flagelina, onde sua 

inoculação precoce promove o crescimento do tumor e a inoculação tardia restringe.     

O contrastante efeito da flagelina no crescimento do tumor pode ser reflexo 

de mudanças no padrão da resposta imunológica induzida Th1/Th2, da ativação de 

células T reguladoras ou ainda de um efeito direto sobre as células tumorais. De 

fato, alguns trabalhos mostram que a flagelina promove um padrão de citocinas do 

tipo Th2 dominante (MCSORLEY et al., 2002; CUNNINGHAM et al., 2004; 

DIDIERLAURENT et al., 2004; BRAGA et al., 2009).  A análise do perfil de citocinas 

no pulmão de animais desafiados via i.v. com células TC-1, e que não receberam 

qualquer tratamento, revelou um padrão misto Th1>Th2, com maior produção das 

citocinas IFN-ɣ e TNF-α (Figura 19A e 19D) neste grupo do que naqueles grupos 

onde a flagelina estava presente na formulação vacinal. Além disso, animais 

desafiados e imunizados com o antígeno E7 apresentaram resposta Th1 dominante 

e isto explica porque a administração terapêutica de E7 sem adjuvante promoveu 

pequena proteção nos animais. A administração de flagelina logo após a 

implantação das células tumorais desvia o padrão mixto (Th1<Th2), naturalmente 
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induzido pelo tumor, para um padrão Th2 dominante (Th2>Th1), com maior 

produção das citocinas IL-4 e IL-10, deslocando o equilíbrio estabelecido entre o 

tumor e a resposta imunológica do hospedeiro. Por outro lado, quando flagelina foi 

administrada junto com o antígeno E7, após a implantação das células TC-1, ela 

pôde manter ou expandir a resposta Th1 dominante pré-induzida pelas células TC-1, 

inclusive com auxílio da resposta induzida pelo antígeno E7, aumentando a 

proteção. A resposta Th2 induzida pela flagelina pode ainda ser responsável pelo 

efeito de exacerbação do crescimento do tumor em animais que foram inoculados 

precocemente com flagelina no esquema de imunização profilático-terapêutico e 

corrobora a hipótese do componente temporal para o efeito evidenciado. A dosagem 

de citocinas no pulmão de animais que foram imunizados i.n. no esquema de 4 

doses semanais, mas que não foram desafiados com células TC-1 mostra 

claramente que a administração de flagelina, na ausência de antígeno, induziu um 

padrão de citocinas Th2 dominante (Figura 20D), enquanto a administração de E7 

ou E7+rFliC induziu um padrão Th1 dominante, com alta produção de IFN-ɣ e TNF-α 

(Figura 20A e 20C). Logo, acreditamos que a administração de flagelina antes da 

implantação de células TC-1 favoreceu a produção de citocinas do tipo Th2 e criou 

um microambiente que favoreceu o desenvolvimento do tumor uma vez que a 

resposta natural do hospedeiro que controlaria o crescimento do tumor foi desviada. 

Efeito similar foi demonstrado em modelo de câncer de mama murino, onde a 

inoculação profilática de flagelina promoveu aumento da taxa de crescimento do 

tumor, mas a inoculação tardia promoveu retardo do crescimento tumoral 

(SFONDRINI et al., 2006).  

Recentemente o grupo do Dr. Dekai Zhang observou em modelo animal 

desafiado com diferentes linhagens de tumor mamário adaptado, que a 

administração de flagelina i.v. ou s.c. retardou o crescimento do tumor (CAI et al., 

2011). No entanto, o esquema de imunização terapêutica utilizado nos modelos 

tumorais descritos anteriormente (SFONDRINI et al., 2006; CAI et al., 2011), onde a 

administração de flagelina induziu pronunciado efeito anti-tumor, consistiu da 

inoculação de flagelina no momento em que o tumor era palpável, geralmente após 

10 dias do desafio, enquanto o esquema de imunização profilática, no qual não 

houve proteção mais sim aumento do tamanho do tumor, consistiu na inoculação de 

flagelina junto com as células tumorais ou até 1-2 dias após o desafio, ou seja, o 

intervalo de tempo utilizado em nosso estudo e considerado como esquema 
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terapêutico. No entanto, a escolha do esquema de imunização utilizado no presente 

trabalho, no qual a administração de flagelina foi realizada após 2 dias do desafio, foi 

baseada na agressividade do tumor TC-1 e na experiência do grupo, onde a 

proteção completa anti-tumor mediada por formulações baseadas em vacinas de 

DNA decrescia com o espaçamento do tempo entre o desafio e a imunização (DINIZ, 

2010).  

Em adição ao componente temporal influenciando na modulação da 

resposta imunológica induzida pela flagelina, esta pode ter contribuído diretamente 

para a ativação ou expansão de células T reguladoras (Treg) na vizinhança do 

tumor. A expressão de diferentes TLRs em células Treg foi recentemente 

documentada, mas o efeito resultante desta ativação permanece inconclusivo uma 

vez que efeitos distintos foram detectados (PENG et al., 2005; SUTMULLER et al., 

2006). De fato, dados obtidos pelo grupo do Dr. Levings demonstraram que a 

ligação de flagelina ao TLR5 na superfície de células Treg humanas aumentou a 

atividade supressora destas (CRELLIN et al., 2005) ao invés de revertê-la como 

demonstrado para o ligante de TLR8 (PENG et al., 2005). No entanto, tentativas 

para determinar o percentual de Tregs no sangue ou baço de animais desafiados 

com células TC-1 e tratados com a formulação E7+rFliC não tiveram sucesso, 

provavelmente devido problemas com a metodologia.  

No início da descoberta dos TLRs acreditava-se que esses seriam 

expressos somente em células do sistema imunológico tais como DC, macrófagos, 

monócitos e linfócitos. Mais tarde, sua presença foi verificada em células epiteliais 

de praticamente todos os tecidos, e hoje, existem fortes evidências da expressão de 

TLRs em muitos tipos de tumores, embora a importância biológica da ativação 

desses receptores nessas células permaneça desconhecida (PENG et al., 2005; FU 

et al., 2006; HUANG et al., 2008; YU; CHEN, 2008). Estudos recentes sugerem que 

a ativação de TLRs pode desempenhar importante papel na progressão e 

desenvolvimento de câncer, entretanto, a ativação de diferentes TLRs pode 

apresentar resultados completamente distintos (CHANG et al., 2005; KANZLER et 

al., 2007; RYDBERG et al., 2009; SHIROTA; KLINMAN, 2011). Por exemplo, o grupo 

do Dr. Dekai Zhang verificou a presença e funcionalidade de TLR5 em tumor 

mamário humano e demonstrou que a administração de flagelina inibiu a proliferação 

e crescimento deste in vitro e in vivo em camundongos transplantados com células 

de tumor de mama humano, respectivamente (CAI et al., 2011). Além disso, ensaios 
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in vitro demonstraram que a ativação de TLR5 em células de tumor de colón humano 

por flagelina induziu necrose tumoral e inibiu o crescimento e metástase do tumor in 

vivo, em camundongos transplantados com carcinoma de colón humano (RHEE; 

POTHOULAKIS, 2008). Ao investigarmos a expressão de TLRs em células TC-1 

encontramos que estas expressam os receptores TLR2 a TLR8, além do receptor 

intracelular da flagelina Naip5, sugerindo um papel para a ativação desses 

receptores nas células TC-1. No entanto, tentativas de verificar a funcionalidade do 

TLR5 por meio da produção de IL-6 sugerem que os receptores TLR5, e TLR4, 

destas células não estão funcionais e que a flagelina não atuou diretamente sobre 

as células tumorais.  

Por outro lado, a observação de que células TC-1 naturalmente produzem 

IL-6 sugere que esta citocina pode exercer importante papel na fase inicial de 

implantação do tumor. De fato, IL-6 pode atuar tanto como citocina pró-inflamatória 

quanto anti-inflamatória, sendo que sua ação pró-inflamatória se dá por meio do 

recrutamento e/ou ativação de diferentes tipos celulares, enquanto sua ação anti-

inflamatória ocorre por meio de seu efeito inibidor de TNF-α e IL-1. Além disso, 

outros autores relataram que IL-6 exerce efeito inibidor sobre a proliferação de vários 

tipos de tumores (SHEN et al., 2002), mas em outros cenários esta citocina foi 

relacionada à proliferação celular e crescimento de tumores (SASSER et al., 2007; 

CULIG, 2011). Somando-se essas observações ao fato de que flagelina induz 

elevada e transiente produção de IL-6 imediatamente após inoculação in vivo (Figura 

9B), IL-6 pode ter um papel relevante para a implantação e/ou desenvolvimento do 

tumor.  

Além disso, quando animais TLR5-/- foram inoculados via s.c. com células 

TC-1 e submetidos ao esquema de imunização com PBS ou rFliC (Figura 26A), 

verificamos proteção de 40% e 60% dos animais, respectivamente; acompanhada de 

significante redução da produção de IL-6 (Figura 26B), confirmando que a 

inoculação de flagelina em camundongos selvagens exerce efeito pró-tumoral, e 

além disso, esse efeito não é mediado diretamente sobre as células tumorais, mas 

provavelmente, por meio de sua interação com TLR5 de outros tipos celulares 

presentes no ambiente tumoral ou por meio da liberação de fatores solúveis. Esses 

resultados revelam a complexidade biológica e funcional da utilização de agonistas 

de TLRs no tratamento de câncer.  
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Nossos resultados sugerem que a polarização Th2 prevalece quando 

flagelina é introduzida durante a fase de sensibilização do sistema imunológico, 

sendo este mecanismo o principal responsável pela progressão do tumor. Na 

tentativa de contrapor o efeito da polarização Th2 mediado pela flagelina, 

agregamos o peptídeo P10 às formulações avaliadas por acreditarmos que este 

peptídeo apresenta potencial imunomodulador da resposta imunológia quando em 

associação a flagelina (BRAGA et al., 2009). A dosagem de citocinas no pulmão de 

camundongos C57BL/6 imunizados com P10, rFliC ou a combinação P10+rFliC 

mostra claramente que a inoculação de P10 junto com flagelina exerceu efeito 

sinérgico sobre a produção de IFN-ɣ e, consequentemente, desviou a resposta 

imunológica para o padrão Th1 dominante (Figura  23C). O mesmo resultado foi 

observado para a produção de TNF-α (resultado não apresentado). Como 

esperávamos, a administração do peptídeo P10 com a formulação E7+rFliC 

promoveu aumento da proteção inicialmente vista para a formulação, mas o efeito 

resultante foi muito discreto, não ocorrendo proteção total. Curiosamente, 

verificamos pronunciado efeito protetor quando P10 foi administrado junto com E7 

na ausência de flagelina, sugerindo mais uma vez o papel da flagelina na promoção 

do padrão da resposta Th2, já que a reposta induzida em animais desafiados com 

TC-1 e imunizados com E7 foi Th1 dominante e, provavelmente, o somatório dos 

efeitos do P10 e E7 foram responsáveis pelo aumento da proteção. Em adição, 

dados apresentados por Shirota et al. (2011) mostram claramente que formulações 

vacinais que empregaram CpG DNA como adjuvante, administrado nas formas livre 

ou conjugado a células TC-1 apoptóticas, promoveram redução do crescimento de 

tumores TC-1 após administração profilática a camundongos. Vale destacar que não 

detectamos a presença de TLR9 em células TC-1, e, somando-se a esta 

observação, a natureza da resposta imunológica desencadeada por CpG (Th1 

dominante), corroboram a hipótese de que o padrão Th2 induzido pela flagelina 

contrapõe a resposta imunológica Th1 que protegeria os animais. Além disso, 

corroboram a hipótese da utilização de P10 para modular a resposta da flagelina 

para o padrão Th1 dominante (ROMAN et al., 1997; DITTMER; OLBRICH, 2003). 

As formulações utilizadas neste trabalho foram capazes de promover apenas 

discreta proteção terapêutica ao desenvolvimento de tumores TC-1, provavelmente 

devido à fraca ativação de linfócitos T CD8+ tumor-específico. No entanto, a baixa 

geração de CTLs é um efeito esperado para o tipo de formulação utilizada, uma vez 
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que antígenos exógenos não são eficientemente apresentados via MHC-I; um dos 

pré-requisitos para a ativação de linfócitos T CD8+ virgens. Antígenos exógenos são 

normalmente endocitados por APCs e apresentados via MHC-II para linfócitos T 

CD4+, enquanto antígenos próprios ou virais, produzidos no citoplasma da célula, 

são apresentados via MHC-I para linfócitos T CD8+. Obviamente, a restrição da 

apresentação de antígenos via MHC traz inúmeras vantagens para o sistema, mas 

em ocasiões especiais existe a necessidade de que um antígeno exógeno seja 

apresentado via MHC-I, mecanismo conhecido como apresentação cruzada (do 

inglês “Cross-presentation”). No entanto, esse mecanismo requer a participação de 

uma APC profissional, como a DC, mas DCs dos tecidos periféricos não são 

especializadas na apresentação cruzada e necessitam transportar o antígeno para 

órgãos linfóides secundários e transferí-lo para DCs CD8α+ residentes, especialistas 

no “Cross-priming” (sensibilização cruzada) (KURTS; ROBINSON; KNOLLE, 2010). 

A necessidade de cooperação entre diferentes subtipos de DCs, além da 

necessidade de fatores ativadores, faz do cross-priming um fenômeno raro e resulta 

na baixa eficiência das vacinas de subunidades para ativação de linfócitos T CD8+. 

Para atestar esta hipótese, flagelina foi co-administrada com o plasmídeo que 

codifica o antígeno E7 (pE7). A produção de E7 intracelular poderia facilitar seu 

processamento e apresentação via MHC-I e junto com o estímulo externo da 

flagelina, via TLR5, forneceria o segundo sinal necessário para maturação de DCs e, 

conseguintemente, eficiente sensibilização de linfócitos T CD8+. No entanto, nenhum 

efeito protetor foi visualizado (Figura 27B), sugerindo que a baixa proteção mediada 

pela vacina não se deve apenas a deficiência de apresentação via MHC-I. 

A influência da apresentação de antígeno sobre o potencial adjuvante da 

flagelina para ativação de CTLs foi ainda explorada com a utilização de vacinas de 

DNA que codificam flagelina em fusão à E7 (pFliC-E7). Os resultados obtidos (Figura 

28) mostram que a administração de apenas três doses da formulação pFliC-E7 foi 

capaz de promover 100% de proteção terapêutica. Além disso, a administração de 

pFliC foi capaz de proteger 40% dos animais, sendo estes os melhores resultados 

obtidos com a utilização de flagelina como adjuvante para vacinas terapêuticas 

contra tumor TC-1. Quando expressas, as proteínas FliC ou FliC-E7 são retidas no 

citoplasma da célula, onde podem interagir com a maquinaria do proteassoma para 

processamento e apresentação via MHC-I. No ensaio anterior confirmamos que a 

presença do antígeno no citoplasma da célula não parece ser o principal 
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responsável pelo pronunciado incremento de proteção anti-tumoral, já que animais 

inoculados com pE7, que também produz o antígeno E7 no citoplasma da célula, 

não apresentaram qualquer proteção terapêutica visível. No entanto, é importante 

lembrar que o nível de expressão do antígeno E7 tem estreita correlação com a 

magnitude da resposta imunológica gerada com imunizações (CID-ARREGU; 

JUAREZ; HAUSEN, 2003) e neste caso, os genes dos plasmídeos pFliC ou pFliC-E7 

tiveram seus códons otimizados para expressão em células eucariotas, enquanto 

aqueles dos  plasmídeos pE7 ou pgDE7 não foram otimizados. Além disso, 

experiência prévia do grupo mostrou que a otimização de códons de pgDE7 

promoveu aumento da resposta imunológica e da proteção terapêutica (DINIZ, 

2010). Em suma, nem a entrega do antígeno no citoplasma da célula, nem o 

aumento da expressão de E7 poderiam explicar, isoladamente, o efeito de proteção 

terapêutica visualizado com a utilização da formulação pFliC-E7, sugerindo a ligação 

da flagelina a outros receptores celulares.  

A detecção de flagelina por células do sistema inato é realizada por 

membros de duas famílias de receptores, os “Toll-like receptors”, no caso o TLR5; e 

os “Nod-like receptors”, dos quais IPAF e Naip5, especificamente. O receptor TLR5 é 

responsável pelo reconhecimento de flagelina extracelular (RAMOS; RUMBO; 

SIRARD, 2004), enquanto os receptores IPAF e Naip5 são responsáveis pelo 

reconhecimento de flagelina no espaço intracelular (LIGHTFIELD et al., 2008). Até o 

momento não há relatos na literatura que exploram o efeito da ativação dos 

receptores IPAF/Naip5 como mediadores das propriedades imunoestimuladoras da 

flagelina. No entanto, recentemente foi demonstrado que parte do efeito adjuvante 

do Alum é decorrente da ativação de NLRP3, sugerindo que os receptores 

IPAF/Naip5 podem mediar alguns dos efeitos adjuvantes da flagelina (DE 

GREGORIO; TRITTO; RAPPUOLI, 2008).   

O reconhecimento da flagelina por receptores intracelulares leva à ativação 

de caspase-1 seguida por morte celular do tipo piropitose; um mecanismo diferente 

daquele mediado pela interação de flagelina/TLR5, onde ocorre ativação de NF-ĸB e 

liberação de citocinas pró-inflamatórias (MIAO et al., 2007). Além disso, a piropitose 

é um evento altamente inflamatório e pode ter contribuído de forma mais potente 

para ativação da resposta imunológica, e consequentemente, para a proteção dos 

animais imunizados com vacinas de DNA codificando flagelina. A ativação de IPAF 

também leva a produção de IL-1β e IL-18, duas potentes citocinas pró-inflamatórias. 
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IL-1β induz inflamação local enquanto a IL-18 age junto com IL-12 para promover a 

secreção de IFN-ɣ por linfócitos Th1 (LIGHTFIELD et al., 2008). Aparentemente a 

ativação de receptores intracelulares foi ainda responsável pelo efeito anti-tumoral 

terapêutico em animais TLR5-/- tratados com flagelina, no entanto investigações 

adicionais são necessárias. 
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A ênfase histórica na resposta imunológica humoral como mecanismo 

requerido para proteção de doenças infecciosas tem levado ao desenvolvimento de 

vacinas com habilidade para aumentar a produção de anticorpos. Como 

conseqüência, muitos adjuvantes comumente utilizados são efetivos para elevar os 

títulos de anticorpos séricos, mas não promovem significante ativação de respostas 

celulares. A capacidade de um adjuvante para afetar qualitativamente o resultado da 

resposta imunológica adaptativa por modular o padrão de citocinas Th1/Th2 ou 

promover ativação de CTLs é um aspecto importante que deve ser considerado 

devido a necessidade de vacinas contra doenças infecciosas tais como, malária, 

Chagas, AIDS, hepatite C (HCV) e câncer, entre outras. Essas doenças são 

causadas por patógenos que apresentam grande variação antigênica, diferentes 

formas e reservatórios celulares, requerendo, muitas vezes o emprego de diferentes 

antígenos e estratégias vacinais para promover proteção. Essas necessidades têm 

modificado o foco do desenvolvimento de vacinas para a geração de ampla resposta 

imunológica humoral e celular, sendo a especificidade do adjuvante e o 

conhecimento de seus mecanismos de adjuvanticidade pontos determinantes para a 

efetividade das vacinas. 

Nosso conhecimento sobre a imunobiologia das células reguladoras, células 

apresentadoras de antígenos, importância da resposta mediada por linfócitos T e a 

contribuição de alguns mecanismos imunológicos para a resolução de determinadas 

patologias fornece um referêncial contínuo para otimização de futuras vacinas. 

Nesse contexto, a adequada ativação de células T tornou-se um marco importante 

para o desenvolvimento de novas vacinas e muitos adjuvantes estão sendo testados 

em ensaios pré-clínicos e clínicos com esse objetivo. No entanto, o nível de 

complexidade requerido para ativação de células T, principalmente linfócitos T CD8+, 

implica em muitos desafios, os quais iniciam com a escolha do antígeno, mas 

englobam desde a composição da formulação vacinal, forma de administração, 

esquema de imunização, população alvo e avaliação da resposta de CTL, dentre 

outros aspectos. A utilização de imunomoduladores capazes de promover ativação 

dessa população celular oferece a oportunidade para contornarr alguns destes 

problemas e obter sucesso. 

Flagelinas bacterianas, especialmente aquelas produzidas por espécies de 

S. enterica, representam uma classe promissora de adjuvantes vacinais conforme 

demonstrado em inúmeros trabalhos descritos nestes quase 20 anos de estudos. 
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Flagelina também exibe inúmeras vantagens para uso em humanos, as quais 

recentemente foram confirmadas em cinco ensaios clínicos (www.clinicaltrials.gov). 

No entanto, a maioria dos trabalhos empregou flagelina de Salmonella em 

formulações vacinais destinadas à ativação de linfócitos B ou T CD4+, de modo que 

o papel desse adjuvante para ativação de linfócitos T CD8+ permanece obscuro, com 

apenas meia dúzia de trabalhos publicados nos últimos 8 anos que investigaram tal 

aspecto. 

Este trabalho representa um compêndio de várias abordagens vacinais 

utilizadas para avaliar o potencial adjuvante de flagelinas de Salmonella no contexto 

da ativação de linfócitos T CD4+ e T CD8+ realizadas pela pesquisadora em 7 anos 

de estudo. As abordagens utilizadas para avaliação do potencial adjuvante da 

flagelina consistiram no emprego de vacinas de primeira geração- baseadas na 

utilização de linhagens vacinais de Salmonella que expressam flagelos quiméricos 

produzidos a partir da fusão do antígeno à flagelina; vacinas de subunidades- onde a 

flagelina foi utilizada na forma de proteína de fusão ou co-administrada com 

antígenos protéicos ou peptídicos; e por fim, vacinas de terceira geração- onde a 

informação genética codificando para flagelina e/ou antígeno foram entregues na 

forma de DNA plasmidiano. Além disso, foram utilizados antígenos de origem 

fúngica, parasitária, viral e tumoral que foram administrados por vias de mucosa e 

parenteral, sendo, portanto, uma referência dos vários aspectos da complexa 

reposta imunológica desencadeada por esse adjuvante. 

Nossa experiência com o uso de flagelinas de Salmonella como adjuvante 

vacinal nos permite listar algumas conclusões principais. (i) flagelina é um potente 

adjuvante para a ativação de respostas imunológicas humorais, e para esse fim, não 

há necessidade de fusão ao antígeno heterólogo ou incorporação em sistemas de 

entrega de antígenos; (ii) a resposta imunológica desencadeada pela flagelina (nas 

doses de 1-15 µg) é do tipo mixta com predominância do padrão Th2, 

independentemente da via utilizada; (iii) alguns adjuvantes TLR-dependente ou TLR-

independente podem ser administrados junto com a flagelina para modular a 

resposta imunológica para o padrão Th1; (iv) flagelina exerce efeito adjuvante por 

inúmeros mecanismos, dentre eles, ativação de APCs, produção de citocinas pró-

inflamatórias e direcionamento do antígeno a APCs quando na forma de proteína de 

fusão; (v) os efeitos imunológicos da inoculação de flagelina são em geral, discretos, 

o que a torna um adjuvante seguro para uso em humanos; (vi) os mecanismos de 
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adjuvanticidade da flagelina não são exclusidos de sua ligação ao receptor TLR5, 

mas podem decorrer de efeitos sobre a ativação de receptores IPAF/Naip5 uma vez 

que verificamos proteção terapêutica em animais TLR5-/- desafiados com células TC-

1; (vii) a utilização de flagelina na forma fusionada ao antígeno é mais eficiente para 

ativação de linfócitos T CD8+ do que a forma co-administrada; (viii) o uso de flagelina 

como adjuvante para vacinas anti-câncer é controverso pois revela que não existe 

uma única resposta imunológica ou susceptibilidade de diferentes tumores ao 

estímulo com flagelina. 

 Os resultados obtidos demonstram que a flagelina na forma de proteína 

purificada é capaz promover ativação de células T CD8+ antígeno-específica, mas 

que esta ativação é discreta e provavelmente incapaz de mediar proteção contra 

patógenos intracelulares ou células tumorais que requerem potente resposta de 

CTLs. No entanto, os resultados obtidos abrem perspectivas para que este 

adjuvante possa ser utilizado para tal finalidade desde que algumas modificações 

sejam realizadas de modo a acentuar suas propriedades adjuvantes, como por 

exemplo, a fusão genética ao antígeno; a utilização da informação genética (vacinas 

de DNA); ou a incorporação em sistemas de entrega de antígenos tais como 

nanopartículas que têm demonstrado efetividade da flagelina para ativação de CTL; 

ou ainda, a co-administração de outros adjuvantes capazes de modular a resposta 

da flagelina beneficiando a geração de linfócitos Th1. 

 No futuro, com a compreensão mais profunda dos mecanismos pelos quais 

a flagelina promove ativação de respostas celulares, incluindo o papel da ativação 

de TLR5 em células tumorais e a contribuição da via de sinalização mediada por 

IPAF/Naip5 para o efeito adjuvante da flagelina,  poderemos utilizar este adjuvante 

para compor formulações vacinais contra doenças virais, bacterianas e as primeiras 

vacinas contra doenças fúngicas e parasitárias humanas.  
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Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic granulomatous disease caused by the dimorphic fungus Para-
coccidioides brasiliensis. Anti-PCM vaccine formulations based on the secreted fungal cell wall protein (gp43)
or the derived P10 sequence containing a CD4� T-cell-specific epitope have shown promising results. In the
present study, we evaluated new anti-PCM vaccine formulations based on the intranasal administration of P.
brasiliensis gp43 or the P10 peptide in combination with the Salmonella enterica FliC flagellin, an innate
immunity agonist binding specifically to the Toll-like receptor 5, in a murine model. BALB/c mice immunized
with gp43 developed high-specific-serum immunoglobulin G1 responses and enhanced interleukin-4 (IL-4) and
IL-10 levels. On the other hand, mice immunized with recombinant purified flagellins genetically fused with
P10 at the central hypervariable domain, either flanked or not by two lysine residues, or the synthetic P10
peptide admixed with purified FliC elicited a prevailing Th1-type immune response based on lung cell-secreted
type 1 cytokines. Mice immunized with gp43 and FliC and intratracheally challenged with P. brasiliensis yeast
cells had increased fungal proliferation and lung tissue damage. In contrast, mice immunized with the chimeric
flagellins and particularly those immunized with P10 admixed with FliC reduced P. brasiliensis growth and lung
damage. Altogether, these results indicate that S. enterica FliC flagellin modulates the immune response to P.
brasiliensis P10 antigen and represents a promising alternative for the generation of anti-PCM vaccines.

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a granulomatous disease
caused by the thermodimorphic fungus Paracoccidioides bra-
siliensis, which is prevalent in Brazil and other Latin American
countries (5, 6, 33). Some individuals develop one of the two
main clinical forms of PCM. The acute form is characterized by
impaired cellular immunity, negative delayed-type hypersensi-
tivity reactions, increased systemic proliferation of the fungus,
and high mortality rate. The chronic form, ranging from mild
to severe chronic disease, shows exacerbated host cellular im-
mune responses and formation of granulomas containing fun-
gal cells and may evolve to develop extensive sequelae, includ-
ing fibrotic lesions and impairment of lung function (33, 39).

Vaccines against PCM are still not available for human use,
but promising formulations have been experimentally tested
during the last few years. Irradiated P. brasiliensis or cellular
antigens fractionated by anion-exchange chromatography con-
ferred partial protection against fungal proliferation in the
murine model (11). The extracellular gp43 glycoprotein, the
major diagnostic antigen of P. brasiliensis, is the most inten-
sively studied component aimed at a vaccine for PCM control.
Previous reports have shown that mice immunized with the
purified protein, DNA, or anti-idiotypic monoclonal antibody

were partially protected against challenges by P. brasiliensis
(28, 36, 37, 40). A 15-amino-acid peptide (QTLIAIHTLAIRY
AN), designated P10, contains the gp43 immunodominant
CD4� T-cell-specific epitope presented by major histocompat-
ibility complex class II molecules from three different mouse
haplotypes (37) and most human HLA-DR alleles (17, 18).
Indeed, parenteral immunization with P10 in complete Freund
adjuvant (CFA), or in the form of a truncated multiple-antigen
peptide (MAP) complex, induced protective Th1 cellular im-
mune responses in mice against intratracheal (i.t.) challenge
with a virulent P. brasiliensis isolate (37, 38, 41).

The rational use of vaccines has been significantly improved
after elucidation of innate immune mechanisms in mammalian
cells. The recognition of distinct pathogen-associated molecu-
lar patterns by members of the Toll-like receptor (TLR) family
initiates a signaling cascade mediated by adaptor proteins,
including MyD88 and interleukin-1 (IL-1) receptor-associated
kinase, that culminates in the production of proinflammatory
cytokines, such as tumor necrosis factor alpha and IL-12, and
increased expression of cell surface molecules involved in
epitope presentation by antigen-presenting cells (APC) (1, 19).
Proper APC activation by TLR agonists represents a key step
for an effective adaptive immune response induced by patho-
gens or vaccines and explains, at least in part, the marked
adjuvant effects of several bacterial molecules, including lipo-
polysaccharides, lipoproteins, peptidoglycan fragments, and
flagellins (2).

Flagellin, the structural subunit of bacterial flagellum, is a
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highly conserved protein that induces TLR5-dependent in-
flammatory responses and exerts strong adjuvant effects on
both antibody and cellular immune responses (12, 13, 30).
Flagellin has been successfully used as a vaccine adjuvant to
generate antigen-specific antibodies and T cells either when
administered to mice as the native purified protein (4, 14, 20,
27) or as a hybrid protein genetically fused to the target anti-
gen (10, 15, 16). Additionally, in contrast to other vaccine
adjuvants, such as CFA, flagellin may exert strong adjuvant effects
following administration through mucosal routes (14, 27).

In the present study, we have evaluated the adjuvant effects
and protective efficacy of intranasal (i.n.) anti-PCM vaccine
formulations based on Salmonella enterica serovar Dublin FliC
flagellin and purified recombinant P. brasiliensis gp43 or the
synthetic P10 peptide. In addition, recombinant chimeric
flagellins genetically fused to P10 were also tested as potential
anti-PCM vaccine antigens. The results demonstrate that S.
enterica FliC flagellin modulates the murine immune system
favoring either the generation of antibodies (gp43 plus FliC) or
activation of cellular immune responses. In accordance with
the administered vaccine formulation, mice challenged with P.
brasiliensis were differentially protected against exacerbated
fungal proliferation. The present results indicate that Salmo-
nella FliC has an important role in the generation of mucus-
delivered anti-P. brasiliensis peptide-based vaccine formula-
tions. Furthermore, flagellin-based adjuvants may contribute
to the understanding of immune mechanisms involved in PCM
development.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, plasmids, and growth conditions. The bacterial strains and
plasmids used in this study are described in Table 1. The strain Salmonella
enterica pv. Dublin SL5928 is a nonflagellated aroA attenuated vaccine strain
(34). Salmonella pv. Dublin SL5930 is a SL5928 derivative transformed with the
plasmid pLS408 encoding the gene fliCd, originally derived from Salmonella

enterica serovar München, with a 48-bp deletion generated after removal of a
EcoRV-EcoRV fragment from the central hypervariable domain leading to a
single EcoRV site used for in-frame insertion of nucleotide sequences encoding
heterologous epitopes. All S. Dublin and Escherichia coli strains were routinely
cultivated at 37°C with shaking (200 rpm) in Luria-Bertani (LB) broth or on LB
agar plates supplemented with ampicillin (100 �g/ml).

Fungal strain. The virulent P. brasiliensis Pb18 strain was maintained by
weekly passages on solid Sabouraud medium at 36°C. Before experimental in-
fection, cultures were grown in modified McVeigh-Morton medium at 36°C for
5 to 7 days (31). The fungal cells were washed in phosphate-buffered saline (PBS;
pH 7.2) and counted in a hemocytometer. The upper part of cell suspensions that
contained isolated or single budding cells was used in the infection experiments
and for cell counting after decanting the clusters of yeast cells. The viability of
fungal suspensions was determined by staining with trypan blue (Sigma, St.
Louis, MO) and was always higher than 90%. The virulence of the Pb18 strain
was checked in each experiment by infecting BALB/c mice i.t. and recovering the
yeast cells from the infected organs.

Generation of hybrid flagellins genetically fused to P10. Chimeric Salmonella
flagellins were generated after cloning the complementary oligonucleotides into
the single EcoRV site of the pLS408-clonded FliC-encoding gene (24). Comple-
mentary 45-base oligonucleotides P10fw (5�-GAA ACC CTG ATT GCG ATT
CAT ACC CTG GCG ATT CGC TAT GCG AAC-3�) and P10rv (5�-CTT TGG
GAC TAA CGC TAA GTA TGG GAC CGC TAA GCG ATA CGC TTG-3�),
encoding P10 (QTLIAIHTLAIRYAN), were melted at 65°C, annealed by slowly
cooling at room temperature, and blunt end ligated with T4 DNA ligase to the
EcoRV-cleaved pLS408. The same procedure was repeated with P10KKfw and
P10KKrv oligonucleotides that, in addition to the sequence encoding the P10
peptide, carried on both 5� and 3� ends the sequence “AAA AAA,” encoding two
additional lysine residues flanking the heterologous epitope (KKQTLIAIHTLA
IRYANKK) genetically fused to FliC flagellin, in order to improve the proteo-
lytic processing by cathepsin B and enhance epitope processing and presentation
by APC (42). The resulting plasmids (pLSP10, encoding the recombinant FliC
genetically fused to P10, and pLSP10L, in which the P10 peptide is flanked by
two lysine residues) were introduced by electroporation (using 0.2-cm electro-
poration cuvettes at 600 �, 25 �F, and 1.75 kV; Gene-Pulser [Bio-Rad, Hercules,
CA]) into E. coli strain DH5�, and transformants were selected on LB plates
containing ampicillin. Recombinant plasmids with the right inserts were screened
by EcoRV digestion and sequenced with the BigDye Terminator DNA sequenc-
ing kit (PerkinElmer Applied Biosystems, Waltham, MA) using a 15-mer primer
(5�-CCA GGT GCC TAC ACC CCG-3�) corresponding to a sequence located 50
bp downstream of the EcoRV insertion site in pLS408. The recombinant plas-
mids encoding fliCd genetically fused to P10 or the sequence flanked by two
additional lysines were named pLSP10 and pLSP10L, respectively. Finally, the
plasmids pLSP10 and pLSP10L were introduced into the flagellin-negative S.
Dublin SL5928 strain by electroporation and the recombinant vaccine strains
named SLP10 and SLP10L, respectively.

Purification of Salmonella flagellins. Salmonella flagellins, comprising FliC,
FliCd-P10, and FliCd-P10L, were harvested from the respective S. Dublin
SL5930, SLP10, and SLP10L strains cultivated in LB broth, according to a
previously described procedure (4). Briefly, flagellins were obtained after cen-
trifugation of cells, suspended in PBS (pH 7.4), and sheared in a bench mixer at
maximal speed (a 1-min treatment repeated three times), followed by another
centrifugation step to remove the bacterial cells. Broken flagellar fragments were
precipitated with acetone, suspended in PBS, and finally, submitted to heat
treatment (65°C for 30 min) to dissociate the flagellin monomers. The protein
concentration was determined using the bicinchoninic acid assay (Pierce, Rock-
ford, IL), and the purity of the protein preparations was monitored by sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Removal of
contaminating lipopolysaccharide was accomplished with Detoxi-Gel columns
(Pierce, Rockford, IL) according to the manufacturer’s instructions. Endotoxin
levels, determined with the chromogenic Limulus amebocyte lysate assay (Cam-
brex Bio Science, Walkersville, MD), were always below 3.0 endotoxin units/�g
of protein.

Purification of gp43 antigen. P. brasiliensis Pb18 was cultivated in yeast Sab-
ouraud liquid medium for 7 days at 36°C with shaking. The culture was inacti-
vated by adding 0.2 g of thimerosal (Merthiolate)/liter filtered through filter
paper, concentrated in a vacuum at 40°C, and dialyzed against distilled water.
Purification of gp43 was obtained by affinity chromatography on Affi-Gel (Bio-
Rad, Hercules, CA) bound to anti-gp43 monoclonal antibody as previously
described (29). Elution was carried out with 50 mM citrate buffer, pH 2.8. The
eluate was concentrated in Amicon 10K cells, and the antigen preparation was
monitored by SDS-PAGE revealed with silver staining. The protein content was
determined by the Bradford method (3).

TABLE 1. Strains and plasmids used in this study

Strain or plasmid Relevant characteristic(s) Source or
reference

Strains
Salmonella Dublin

SL5928 aroA his fliC::Tn10 24
SL5930 SL5928 with pLS408; mobile 24
SLP10 SL5928 with pLSP10 This study
SLP10L SL5928 with pLSP10L This study

P. brasiliensis
Pb18 Highly virulent human isolate of

P. brasiliensis
35

Plasmids
pLS408 pUC19 derivative carrying the

fliCd gene from S. Müenchen
with 48-bp deletion in the
hypervariable region of the
FliC gene bla

24

pLSP10 pLS408 derivative with a 45-bp
insert encoding the P10 epitope

This study

pLSP10L pLS408 derivative with a 57-bp
insert encoding the P10 epitope
with two flanking lysines

This study
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SDS-PAGE. SDS-PAGE was performed following standard procedures using
a Mini-Protean II vertical electrophoresis unit (Bio-Rad, Hercules, CA). Pro-
teins sorted in 12% polyacrylamide gels were stained with Coomassie blue.

Immunization regimens. Isogenic pathogen-free 8- to 12-week-old male
BALB/c (H-2d) mice were supplied by the Isogenic Mouse Breeding Facility of
the Department of Parasitology, Institute of Biomedical Sciences (ICB), Uni-
versity of São Paulo (USP). Animal handling was carried out in accordance with
the Brazilian code for use of laboratory animals and was approved by the Ethics
Committee of ICB, USP. Groups of 8 to 10 animals were immunized via the i.n.
route with 15 �g of each fusion protein (FliCd-P10 or FliCd-P10L) or with a
mixture of 20 �g P10 peptide or 25 �g gp43 protein with 5 �g FliC flagellin.
Control groups were immunized with sterile PBS, 25 �g of gp43, 5 �g FliC
flagellin, or 20 �g of P10 peptide in Freund adjuvant 1:1 (vol/vol). The formu-
lations were instilled into the nostrils (5 �l/nostril) with a micropipette on days
0, 21, and 28. The control group immunized with P10 in Freund adjuvant
received 1 dose (20 �g of the peptide plus CFA in a total volume of 50 �l) via
the subcutaneous route (rear footpads) and 3 doses (20 �g of the peptide in
incomplete Freund adjuvant; a total volume of 200 �l) administered intraperi-
toneally at 1-week intervals. Immune responses were evaluated 7 days after
immunization and 60 days after fungal challenge.

Challenge with P. brasiliensis yeast cells. Eighty days after the last immuniza-
tion, mice were inoculated i.t. with 3 � 105 yeast cells/animal of virulent P.
brasiliensis Pb18 grown on Sabouraud agar and suspended in sterile saline
(0.85% NaCl). A maximum of 50 �l was inoculated per mouse. Briefly, mice were
anesthetized intraperitoneally with 200 �l of a solution containing 80 mg of
ketamine/kg of body weight and 10 mg/kg of xylazine (both from União Química
Farmacêutica, Brazil). After approximately 10 min, the necks were extended and
the tracheas exposed at the level of the thyroid. For the i.t. inoculation, a
26-gauge needle was used and the incisions were sutured, right afterwards, with
a 5 to 0 silk thread.

Fungal burden in organs of infected mice. Mice were sacrificed 60 days after
i.t. infection, and the fungal burden was measured by CFU. Sections of the lungs,
livers, and spleens were removed, weighed, and homogenized using a tissue
grinder in 10 ml of sterile PBS. The corresponding pellets were resuspended and
homogenized each in 1 ml of PBS. A 100-�l sample of this suspension was plated
on solid brain heart infusion medium supplemented with 4% fetal calf serum
(Gibco, NY), 5% spent P. brasiliensis (strain 192) culture supernatant, strepto-
mycin/penicillin (10 IU/ml) (Cultilab, Brazil), and cycloheximide (500 mg/ml)
(Sigma, St. Louis, MO). Petri dishes were incubated at 36°C for at least 20 days,
and colonies were counted (1 colony � 1 CFU) (35).

Lung histopathology. Following immunization with different vaccine formula-
tions, BALB/c mice were i.t. infected and sacrificed after 2 months. The lungs
were excised, fixed in 10% buffered formalin, and embedded in paraffin for
sectioning. The sections were stained with hematoxylin-eosin and examined
microscopically (Optiphot-2; Nikon, Tokyo, Japan).

Cytokine determination by enzyme-linked immunosorbent assay. Cytokine
analysis was performed 7 days after the immunizations and 2 months after
infection of the animals. Lung sections (right and left alternating) of mice were
homogenized in 2 ml of PBS in the presence of protease inhibitors (Boehringer
Mannheim, Indianapolis, IN). The homogenates were centrifuged, and the su-
pernatants were frozen at �80°C until tested. The supernatants were assayed for
IL-4, IL-10, IL-12, and gamma interferon (IFN-	) using enzyme-linked immu-
nosorbent assay kits (BD PharMingen, San Diego, CA). The detection limits of
such assays were as follows: 7.8 pg/ml for IL-4, 31.25 pg/ml for IL-10 and IFN-	,
and 62.5 pg/ml for IL-12p40, as indicated by the manufacturer.

Statistical analysis. Data were analyzed by one-way analysis of variance and
Student’s t test followed by Tukey’s honestly significant difference test and
Dunnett’s multiple comparison tests to compare the differences between the
mean values of the immunization groups studied.

RESULTS

Mice immunized with purified gp43 admixed with Salmo-
nella FliC flagellin develop specific antibody responses. Male
BALB/c mice received three i.n. doses of purified gp43 alone
or admixed with purified FliC, and the serum gp43-specific
immunoglobulin G (IgG) responses were measured 7 days
after the last immunization and 60 days after the i.t. challenge
with P. brasiliensis strain Pb18. Enhanced gp43-specific IgG1
antibodies were detected in noninfected mice immunized with
the FliC-containing vaccine formulation (IgG1 titer, 3,804 

28.83) but not in animals immunized with purified gp43 (IgG1
titer, 207 
 75.12) (Fig. 1A). A further 6.2-fold increase in the
anti-gp43 serum IgG1 was detected in vaccinated mice follow-
ing challenge with Pb18 (average IgG1 titer, 23,924 
 21.00) in
mice immunized with the FliC-containing vaccine formulation

FIG. 1. Characterization of the specific serum IgG subclass response elicited in mice i.n. immunized with gp43 or gp43 admixed with FliC.
(A) Anti-gp43-specific IgG subclass detected 1 week after the last immunization dose. (B) Anti-gp43-specific IgG subclass detected in vaccinated
mice 2 months after i.t. challenge with the Pb18 strain. gp43, mice immunized with 3 doses of purified gp43; gp43 � FliCd, mice immunized with
purified gp43 admixed with FliC. For the other groups (FliCd, FliCd-P10, FliCd-P10L, and P10 � FliCd), a gp43-specific antibody response was
not detected. Values are means of endpoint titers plus standard deviations for serum pools (n � 8) prepared from each mouse group. Data are
representative of two independent experiments with similar results. The IgG1/IgG2a ratio of each immunization group is indicated at the top of
the figure. Asterisks indicate a statistically significant difference observed between mice immunized with gp43 and mice immunized with gp43
admixed with FliC (P � 0.01).
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(Fig. 1B). Determination of the specific IgG subclasses elicited
in mice immunized with gp43/FliC vaccine formulation re-
vealed a biased type 2 response with IgG1/IgGa ratios of 7.5
and 14.3 before and after the fungus challenge, respectively
(Fig. 1). These results indicate that Salmonella FliC flagellin
acted as a strong antibody-inducing adjuvant when admixed
with purified P. brasiliensis gp43 following mucosal administra-
tion in BALB/c mice.

Generation of vaccine formulations based on P10 geneti-
cally fused or admixed with Salmonella FliC. Additional anti-P.
brasiliensis vaccine formulations were tested and employed the
P10 peptide in combination with FliC. The first approach re-
lied on the generation of hybrid flagellins in which the P10
minigene was wedged in frame at the central hypervariable
domain of FliC, a permissive insertion site that did not affect
both the inflammatory and adjuvant properties of Salmonella
flagellin (Fig. 2A). The resulting recombinant S. Dublin SLP10
(encoding FliCd-P10) and SLP10L (encoding FliCd-P10L)
strains were nonmotile in semisolid agar plates but expressed
abundant extracellular flagella composed by hybrid flagellins
with slightly altered molecular weights, as demonstrated by
SDS-PAGE of purified flagella (Fig. 2B). After purification,
the flagellin preparations were �95% pure and endotoxin lev-
els were below 3.0 endotoxin units/�g of protein. Another

P10-based vaccine formulation involved admixing of purified
native FliC (5 �g) with the synthetic P10 peptide (20 �g).

Cytokine expression patterns in mice immunized with dif-
ferent vaccine formulations containing Salmonella FliC flagel-
lin. The cytokine (IL-4, IL-10, IL-12, and IFN-	) expression
pattern in the lung tissue of mice immunized with the different
vaccine formulations was determined 7 days after the last im-
munization dose and 60 days following the i.t. challenge with P.
brasiliensis Pb18 yeast forms. As shown in Table 2, the concen-
trations of IL-4 and IL-10 were low in lung extracts from all
immunized groups except in animals immunized with purified
gp43 admixed with FliC, in which IL-4 and mainly IL-10 ap-
peared in higher concentrations than in nonimmunized mice or
mice vaccinated with FliC only. This picture changed consid-
erably when the same cytokines were measured in vaccinated
mice 2 months after the challenge with the Pb18 strain. The
IL-4 and IL-10 concentrations in mice immunized with gp43
were approximately 30% lower than the values detected in
nonimmunized animals, but the addition of FliC enhanced
production of cytokines to levels similar to those found in the
nonimmunized control group. Mice immunized with the re-
combinant hybrid P10/flagellins had IL-4 and IL-10 levels sim-
ilar to animals immunized only with gp43 or FliC. On the other
hand, mice immunized with FliC admixed with the synthetic

FIG. 2. Generation of recombinant hybrid flagellins genetically fused to the CD4� T-cell-specific gp43-derived P10 epitope. (A) Schematic
representation of the recombinant flagellins after P10 in-frame insertion at FliC central hypervariable domain. The two recombinant flagellins
carried the P10 peptide (FliCd-P10) or the P10 peptide with lysine residues on each side of the fusion site (FliCd-P10L). (B) Coomassie
blue-stained 12% polyacrylamide gel loaded with flagellins extracted from different Salmonella strains. Lane 1, molecular mass markers (Fer-
mentas); lane 2, FliCd flagellin extracted from S. Dublin strain SL5930 (with no insert); lane 3, FliCd-P10 flagellin extracted from S. Dublin strain
SLP10; lane 4, FliCd-P10L flagellin extracted from S. Dublin strain SLP10L; lane 5, purified gp43. Each well was loaded with approximately 2 �g
of purified flagellins or gp43.

TABLE 2. Cytokine levels detected in lungs of mice immunized with different vaccine formulationsa

Vaccine group

Level (ng/ml) (mean 
 SD) of cytokine:

IL-4 IL-10 IL-12 IFN-	

BC AC BC AC BC AC BC AC

PBS 0.08 
 0.03 6.22 
 0.41 0.07 
 0.07 14.42 
 1.95 0.25 
 0.44 25.90 
 3.86 0.05 
 0.03 4.37 
 0.53
FliCd 1.50 
 0.24 2.93 
 0.64 2.76 
 0.29 7.52 
 1.97 5.33 
 1.34 22.00 
 1.56 1.23 
 0.07 9.96 
 1.08
gp43 0.20 
 0.01b 4.77 
 0.55b 0.18 
 0.10b 10.25 
 2.09 3.07 
 0.46b 30.07 
 1.44b 0.66 
 0.09b 12.62 
 0.44b

gp43 � FliCd 3.01 
 0.82b 6.05 
 1.16b 4.10 
 0.39c 14.40 
 4.90b 7.46 
 0.46b 36.24 
 2.05c 2.25 
 0.49b 20.61 
 4.13c

FliCd-P10 0.82 
 0.56 3.21 
 0.83 2.39 
 0.15 9.48 
 2.30 4.38 
 0.97 30.67 
 3.10b 1.26 
 0.25 4.89 
 1.05
FliCd-P10L 0.60 
 0.30b 3.16 
 0.22 1.00 
 0.70b 8.95 
 0.93 3.65 
 0.83 22.76 
 2.26 0.44 
 0.06b 7.16 
 1.40b

P10 � FliCd 1.50 
 0.49 2.80 
 0.06 1.47 
 0.88b 1.46 
 0.66b 9.40 
 0.86c 36.63 
 2.37c 2.35 
 0.19b 18.10 
 0.25b

a Immunization groups (5 to 8 animals/group) are as described in the legend to Fig. 2. BC, before challenge; AC, after challenge.
b P � 0.05; statistically significant difference relative to that of mice immunized only with the FliCd flagellin.
c P � 0.01; statistically significant difference relative to that of mice immunized only with the FliCd flagellin.
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P10 peptide had IL-4 and IL-10 values equal to those in non-
challenged vaccinated animals, which were statistically differ-
ent from the values in animals immunized only with FliC.

Measurements of IL-12 and IFN-	 in vaccinated mice
showed that all tested vaccines led to enhanced cytokine ex-
pression in lung cells, but statistically significant differences
with regard to nonimmunized animals were observed only in
animals immunized with gp43 and P10 admixed with FliC (Ta-
ble 2). Interestingly, there was no significant enhancement in
IL-12 and IFN-	 levels detected in mice immunized with the
recombinant flagellins compared to mice immunized only with
FliC, both before and after i.t. challenge with Pb18. However,
mice immunized with the P10 and FliC mixture, as well as
those immunized with gp43 plus FliC, produced enhanced
IL-12 and IFN-	 levels similar to those detected in mice im-
munized with gp43 admixed with FliC. On the other hand, the
IL-10 levels of P10 plus FliC-vaccinated mice remained lower
than those detected in mice immunized with FliC, particularly
after challenge with Pb18. Collectively, these data suggest that
the vaccine formulation based on P10 admixed with FliC in-
duced a predominant Th1 immune response compared to mice
immunized with the other tested vaccine formulations. Deter-
mination of the IFN-	/IL-4 (or IFN-	/IL-10) and IL-12/IL-4
(or IL-12/IL-10) ratios clearly demonstrated that mice immu-
nized with P10 admixed with FliC developed a more pro-
nounced Th1-biased immune response compared to animals
immunized with the other vaccine formulations (Fig. 3).

Growth of P. brasiliensis in lung tissues of mice vaccinated
with the different vaccine formulations. The protective effects
of the vaccine formulations were determined 2 months after
the i.t. challenge with the virulent Pb18 strain. CFU counts
were determined in homogenized lung tissue from vaccinated
animals as well as from nonimmunized mice and those inocu-
lated only with purified FliC (Fig. 4). In mice i.n. immunized
with gp43 only, there was a significant reduction in the number
of fungal colonies compared to the nonimmunized (PBS) or
the FliC-immunized groups, in agreement with previously de-
scribed results based on parenteral immunizations (37). Mice
immunized with gp43 admixed with FliC, however, showed
enhanced fungal proliferation in the lung tissues compared to
the nonimmunized (PBS) or the FliC-immunized groups. Mice
immunized with the hybrid flagellins (FliCd-P10 or FliCd-
P10L) showed a reduction in the number of viable yeast cells
similar to that observed in mice immunized with gp43 without
adjuvant. Furthermore, mice immunized with the vaccine for-
mulation prepared with the synthetic P10 peptide admixed
with FliC had a drastically reduced number of viable fungal
cells recovered from their lung tissues (�100 CFU/g lung tis-
sue) 2 months after challenge with the Pb18 strain. In contrast
to mice immunized with gp43 or gp43 plus FliC, no viable yeast
cells were recovered from spleen and liver homogenates from
mice vaccinated with P10 admixed with FliC or the hybrid
flagellins (data not shown).

FIG. 3. Cytokine relative ratios measured in lungs of mice after challenge with the Pb18 strain. All cytokines were measured in whole extracts
of lung cells. Immunization groups and specific cytokine values used in the cytokine ratio determination were as depicted in Table 2.
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Histological analysis of lung tissue damage in immunized
mice challenged with P. brasiliensis. Histopathological analyses
of lung tissue samples collected from mice submitted to differ-
ent vaccine formulations showed that mice immunized with
gp43 admixed with FliC had extensive tissue destruction, with
abundant cellular infiltration (Fig. 5B). Exudative epithelioid
granulomas containing giant cells with multiplying fungal cells
were also observed in this vaccination group to a higher extent
than in nonimmunized animals (Fig. 5A). Mice immunized
with the hybrid recombinant FliCd-P10 and FliCd-P10L flagel-
lins showed lower numbers of exudative lesions than those
detected in animals immunized with FliC only or nonimmu-
nized animals (Fig. 5C). The number of visible, detectable, and
viable fungi was also lower than in the control groups. In
contrast, lung tissues of mice immunized with P10 admixed
with flagellin were virtually devoid of granulomas and viable
fungal cells. The lung tissues of mice immunized with P10 plus
FliC showed preserved alveolar organization with no indica-
tion of phagocytic cell infiltration (Fig. 5D).

DISCUSSION

In the present study, mucus-delivered vaccine formulations
based on the Salmonella FliC flagellin revealed contrasting, but
rather interesting, results regarding induction of specific im-
mune response and prophylactic protection against a virulent
P. brasiliensis strain in the murine model. While i.n. adminis-
tration of purified gp43 admixed with FliC induced a Th-2-
biased immune response, leading to exacerbated fungal multi-
plication and tissue damage, vaccine formulations based on
hybrid flagellins genetically fused with the gp43-derived P10
sequence, and mainly purified FliC admixed with synthetic P10
peptide, resulted in a Th1 predominant immune response and

enhanced protection to the fungal challenge in vaccinated
mice. The present evidence represents the first attempt to
develop experimental anti-PCM mucosal vaccines and extends
the knowledge about Salmonella flagellin adjuvant effects as-
sociated with different antigens.

The mucus-delivered vaccines have several advantages over
conventional parenteral vaccines. For example, mucosal vac-
cines are easier to administer, lack iatrogenic infection risks,
and more importantly, induce broader immunity, including
activation of both systemic and local immune responses, a
feature that may be particularly relevant for airborne infec-
tions. Therefore, the incorporation of Salmonella flagellin, a
potent adjuvant known to act both parenterally and at mucosal
sites, to P10-based vaccine formulations represented an alter-
native to the Freund adjuvant previously used in other anti-
PCM vaccines. Indeed, it opens a renewed perspective for a
future clinical use.

The epitope-based vaccine concept was designed as a strat-
egy to preserve antigen immunogenicity but avoid potential
undesirable effects, such as activation of suppressive immune
responses or induction of self-reacting antibodies (21). The low
immunogenicity of synthetic peptides, which represents a ma-
jor drawback in the development of effective peptide-based
vaccines, stimulated parallel experimental procedures, such as
the use of potent adjuvants, synthesis of tandem repeats or
MAPs, and genetic fusion with carrier proteins (25). In the
present study, we have shown that the combination of the
synthetic P10 peptide and the Salmonella FliC flagellin elicited
strong activation of CD4� T-cell-dependent immune re-
sponses leading to the efficient control of fungal infection in
vaccinated mice. The best results were achieved with the pep-

FIG. 5. Representative histopathology of lung lesions caused by P.
brasiliensis strain Pb18 in mice immunized with different vaccine for-
mulations. Tissue samples were collected 2 months after i.t. challenge
with strain Pb18. (A) Lung section from PBS-immunized mouse with
granuloma containing multiple viable fungal cells. (B) Lung section
from a mouse immunized with gp43 admixed with FliC. Observe the
extensive granulomatous lesions with intense cellular infiltration and
large number of multiplying fungal cells. (C) Lung section from mouse
immunized with the hybrid FliCd-P10L. (D) Lung section from mouse
immunized with P10 admixed with FliC showing preserved alveolar
structure and absence of granulomatous lesions and fungal cells. All
sections were amplified 40-fold and stained with hematoxylin-eosin.

FIG. 4. Detection of viable fungal cells in lung tissues of vaccinated
mice after i.t. challenge with P. brasiliensis Pb18. (A) Detection of
viable fungi in mice i.n. immunized with purified gp43 or gp43 admixed
with FliC. Immunization groups are as described in the legend to Fig.
2. (B) Detection of viable fungal cells in mice i.n. immunized with P10
epitope genetically fused with flagellin (FliCd-P10 or FliCd-P10L) or
synthetic P10 peptide admixed with FliC flagellin. PBS, mice immu-
nized only with PBS; FliCd, mice immunized only with FliC; FliCd-P10
and FliCd-P10L, mice immunized with purified recombinant FliCd-
P10 and FliCd-P10L, respectively; P10�FliCd, mice immunized with
P10 admixed with FliCd. All mice groups were i.t. challenged with the
Pb18 strain and sacrificed 2 months later for determination of CFU in
homogenized lung tissue. The same experiments were repeated three
times. Each bar represents the medium number plus standard devia-
tion in organs collected from 8 to 10 animals in each group. Asterisks
indicate statistically significant differences between results detected in
mice immunized with gp43 and P10 and those in mice immunized only
with FliC (*, P � 0.05; **, P � 0.01).
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tide admixed with the adjuvant, thus avoiding complex and
expensive chemical synthetic procedures or generation and
purification of hybrid peptides by genetic engineering methods.
The rather promiscuous binding of P10 to several major his-
tocompatibility complex class II molecules, both from mice and
humans (17, 37), in combination with the strong mucosal ad-
juvant effects of Salmonella flagellins resulted in enhanced
vaccine efficacy, leading to more efficient control of fungus
multiplication.

The genetic fusion of ovalbumin or the influenza virus M2
protein to Salmonella flagellins was required to generate anti-
gen-specific B- and T-cell-dependent responses (15, 16). In our
hands, coadministration of flagellin and the P10 peptide re-
sulted in a higher Th1-biased immune response than that in
mice immunized with hybrid flagellin genetically fused with
P10. Linking antigens to flagellin would supply in a single
molecule the signals required for activation and maturation of
APC, but the present results based on a mucus-delivered for-
mulation as well as other parenterally delivered vaccines (4,
23) clearly show that genetic fusion of flagellin to the target
antigen does not represent a requirement for proper stimula-
tion of the immune system by flagellin-containing vaccine
formulations.

Quantification of IFN-	 and IL-12 indicated that mice im-
munized with P10 admixed with FliC developed a more pro-
nounced Th1 immune response than mice immunized with the
recombinant hybrid flagellins (FliCd-P10 and FliCd-P10L).
Additionally, determination of the IFN-	/IL-4 and IFN-	/
IL-10 ratios (as well as the IL-12/IL-4 and IL-12/IL-10 ratios)
showed that mice immunized with FliC and P10 elicited a
predominant Th1 immune response to other immunization
groups, including mice immunized with gp43 and FliC and
those immunized with the recombinant hybrid P10-containing
flagellins. Indeed, induction of a Th1-biased immune response
positively correlated with asymptomatic and mild forms of
PCM in humans as well as resistance to P. brasiliensis infection
in mice (9, 22, 26, 32). Additionally, the lack of anti-gp43
antibodies in animals immunized with the P10/FliC formula-
tion further showed that immunization with P10 peptide avoids
other gp43 sequences involved in nonprotective anti-P. brasil-
iensis immune responses. The possibility to add another gp43-
derived peptide, which reacts with a protective monoclonal
antibody (7), may further enhance the efficacy of the vaccine
formulation by means of a proper Th1 response in combina-
tion with a protective antibody response.

Innate immunity has a pivotal role on the control of P.
brasiliensis replication, as well as other microbial pathogens, in
different mammalian hosts (8). TLR ligands directly interact
with macrophages and dendritic cells, leading to inflammatory
responses required for the direct elimination of the pathogen
and generation of protective adaptive responses. In this study,
we demonstrated that incorporation of Salmonella FliC, a
TLR-5 ligand, may trigger anti-PCM immune responses rang-
ing from complete prophylactic protection to exacerbated par-
asite multiplication according to the nature of the antigen
tested, thus offering new tools for the understanding of the
immunological mechanisms leading to resistance or sensitivity
to P. brasiliensis. In addition, the evidence that the immuno-
genicity of epitope-based vaccines, when associated with Sal-
monella FliC, may elicit a protective immune response in vac-

cinated mice raises new perspectives for the development of
improved vaccine formulations and warrants further studies
aimed at the prophylactic and therapeutic control of PCM.
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a b s t r a c t

Salmonella flagellin, the flagellum structural subunit, has received particular interest as a vaccine
adjuvant conferring enhanced immunogenity to soluble proteins or peptides, both for activation of
antibody and cellular immune responses. In the present study, we evaluated the Salmonella enterica FliCd
flagellin as a T cell vaccine adjuvant using as model the 9-mer (SYVPSAEQI) synthetic H2d-restricted
CD8+ T cell-specific epitope (CS280–288) derived from the Plasmodium yoelii circumsporozoite (CS) protein.
The FliCd adjuvant effects were determined under two different conditions: (i) as recombinant flagella,
expressed by orally delivered live S. Dublin vaccine strains expressing the target CS280–288 peptide
fused at the central hypervariable domain, and (ii) as purified protein in acellular vaccines in which
flagellin was administered to mice either as a recombinant protein fused or admixed with the target
CS280–288 peptide. The results showed that CS280–288-specific cytotoxic CD8+ T cells were primed when
BALB/c mice were orally inoculated with the expressing the CS280–288 epitope S. Dublin vaccine strain. In
contrast, mice immunized with purified FliCd admixed with the CS280–288 peptide and, to a lesser extent,
fused with the target peptide developed specific cytotoxic CD8+ T cell responses without the need of
a heterologous booster immunization. The CD8+ T cell adjuvant effects of flagellin, either fused or not
with the target peptide, correlated with the in vivo activation of CD11c+ dendritic cells. Taken together,
the present results demonstrate that Salmonella flagellins are flexible adjuvant and induce adaptative
immune responses when administered by different routes or vaccine formulations.

© 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The bacterial flagellar whip-like filament is a polymeric struc-
ture constituted by a single protein, flagellin. Endowed with a
unique structural/functional organization, Salmonella enterica
can express different flagellin types with molecular weights of
approximately 55 kDa that represent key elements for survival
at diverse environments, including the mammalian gastroin-
testinal tract. One Salmonella flagellar filament is composed of
up to 100,000 flagellin subunits, which polymerize by means of
highly conserved �-helix-containing N- and C-terminal chain
sequences flanking a central hypervariable domain [1]. The central
Salmonella flagellin domain encompasses a sequence stretch
of approximately 200 amino acids, in a total content of 505
residues, which contains most of the B cell epitopes used for the

∗ Corresponding author. Tel.: +55 11 3091 7338; fax: +55 11 3091 7354.
E-mail address: lcsf@usp.br (L.C.S. Ferreira).

serotyping of the antigen H (flagella) of the several distinct serovars
[2].

Bacterial flagellins can also trigger different cellular responses,
including activation of innate immune responses and apoptosis,
by interacting with receptors found both at the surface and in
inside of mammalian cells [3,4]. Interaction of flagellin monomers
with the cell surface Toll-like receptor 5 (TLR5) initiates a signaling
cascade that culminates with the production of pro-inflammatory
cytokines, such as TNF-�, IL-6 and IL-12, and up-regulation of cell
surface molecules involved in antigen presentation, such as MHC,
CD40, CD80 and CD86 [5–7]. The interaction of flagellin with TLR5
involves N- (aa 44–129) and C- (aa 406–454) terminal hydropho-
bic motifs, required for flagellin polymerization into the flagellar
filament, but that are exposed only on flagellin monomers released
during infection by Salmonella [7,8].

The pro-inflammatory effects induced by bacterial flagellins,
particularly those expressed by Salmonella strains, have been
explored as natural adjuvants that bridge innate and adaptive
immune responses [9]. Alternatively, flagellins can be employed as

0264-410X/$ – see front matter © 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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macromolecular carriers in which heterologous peptide sequences
or whole proteins are fused by chemical or genetic engineering
techniques [10–14].

Several reports describe the strong adjuvant effects, both for
humoral and cellular immune responses, observed in animals
immunized via mucosal or parenteral routes with vaccine formu-
lations containing the target antigen either admixed with purified
flagellin monomers or genetically fused to the flagellin C-terminal
end [10–14]. Indeed, even before the elucidation of the role of
innate immunity on activation of adaptive immune responses,
flagellins have been used to compose vaccine formulations. Such
formulations were based on attenuated Salmonella strains geneti-
cally modified to express chimeric flagella carrying heterologous
epitopes fused in frame at the central hypervariable domain of
FliCd, a flagellin type encoded by some S. enterica serovars, such
as S. Typhi and S. Muenchen [15–17]. However, a comparison of the
two immunization strategies, based on purified soluble flagellin or
flagellated Salmonella strains, with regard to specific CD8+ T cell
responses has not been conducted.

In the present report, we performed a series of immunization
experiments aiming at the evaluation of Salmonella FliCd flagellin
adjuvant effects on the CD8+ T cell response to an epitope present in
the Plasmodium yoelii circumsporozoite (CS) protein. Previous evi-
dence demonstrated that immunity to malaria P. yoelii sporozoites
is mainly mediated by interferon gamma (IFN-�)-producing CD8+

T cells [18] and that a single CD8+ T cell epitope (CS280–288) is the
major target for the immune control of different murine malaria
parasites [19–23,25].

Aiming the development of vaccine formulations able to elicit T
cell responses, we evaluated the immunogenicity of the CS-specific
CD8+ T cell epitope in mice submitted to different immunization
regimens. In the first approach, the CS280–288 peptide was genet-
ically fused into the hypervariable region of FliCd flagellin and
expressed in the hybrid flagella of attenuated S. Dublin strains
delivered orally. In a second approach, we determined the flag-
ellin CD8+ T cell adjuvant effects after immunization of mice,
via parenteral and mucosal routes, using purified FliCd admixed
with the synthetic peptide or as a recombinant protein carrying
the target peptide genetically fused at the central hypervariable
domain.

2. Materials and methods

2.1. Bacterial strains, plasmids and growth conditions

The bacterial strains and plasmids used in this study are
described in Table 1. The S. Dublin SL5928 strain is a non-flagellated
aroA attenuated vaccine strain [16]. The S. Dublin SL5930 strain is
derived from SL5928 after transformation with pLS408 encoding
the fliCd gene, originally derived from S. Muenchen, with a 48 bp
deletion generated after removal of a EcoRV–EcoRV fragment from
the central hypervariable domain leading to a single EcoRV site
used for in frame insertion of nucleotide sequences encoding het-
erologous epitopes. All S. Dublin and Escherichia coli strains were
routinely cultivated at 37 ◦C under agitation (200 rpm) in Luria
Bertani (LB) broth or on LB agar plates supplemented with ampi-
cillin (100 �g ml−1).

2.2. Generation of hybrid flagellins genetically fused to the
CS(280–288) epitope

Complementary 27-base oligonucleotides CS1 (5′-AGC TAT GTG
CCG AGC GCG GAA CAG ATT-3′) and CS2 (5′-AAT CTG TTC CGC
GCT CGG CAC ATA GCT-3′), encoding the CD8+ T cell epitope of
the P. yoelii CS protein (CS280–288) (SYVPSAEQI), were melted at

65 ◦C, annealed by slow cooling at room temperature and blunt end
ligated with T4 DNA ligase into EcoRV cleaved pLS408. The same
procedure was repeated with CS1K and CS2K oligonucleotides that,
in addition to the sequence encoding the CS280–288 epitope, carry
on both 5′ and 3′ ends the sequence “AAA AAA”, encoding two addi-
tional lysines flanking the heterologous epitope (KKSYVPSAEQIKK)
genetically fused to FliCd flagellin. Ligation products were intro-
duced by electroporation (using 0.2 cm electroporation cuvettes
at 600 �, 25 �F and 1.75 kV) (Gene-Pulser, Biorad) into the E. coli
DH5� strain and transformants were selected on LB plates plus
ampicillin. Recombinant plasmids carrying the right inserts were
screened by EcoRV digestion and sequenced with Big Dye termi-
nator DNA sequencing kit (Perkin-Elmer Applied Biosystem) using
a 15-mer primer (5′-CCA GGT GCC TAC ACC CCG-3′) correspond-
ing to a sequence located 50 bp downstream the EcoRV insertion
site in pLS408. The recombinant plasmids encoding FliCd geneti-
cally fused to CS280–288 epitope (SYVPSAEQI) or the same epitope
flanked with two additional lysines (KKSYVPSAEQIKK) were named
pCS and pCSL, respectively. Finally, the pCS and pCSL plasmids were
introduced into the flagellin-negative S. Dublin SL5928 strain by
electroporation and the recombinant vaccine strains named SLCS
and SLCSL strains, respectively.

2.3. Purification of Salmonella flagellins

Salmonella flagellins, comprising FliCd, FliCd-CS and FliCd-CSL,
were harvested from the respective S. Dublin SL5930, SLCS and
SLCSL strains according to a previously described procedure [26].
Briefly, flagellins were obtained after centrifugation of cells, sus-
pension in phosphate-buffered saline (pH 7.4), shearing in a bench
mixer at maximal speed (1 min treatment repeated three times),
and another centrifugation step to remove the bacterial cells. Bro-
ken flagella fragments were precipitated with acetone, suspended
in phosphate-buffered saline (PBS) and submitted to a heat treat-
ment (65 ◦C for 30 min) to dissociate the flagellin filaments into
monomers. Protein concentration was determined using the BCA
assay (Pierce) and purity of the protein preparations monitored by
SDS-PAGE. Removal of contaminating lipopolysacharide (LPS) was
accomplished with Detoxi-Gel columns (Pierce) according to the
manufacturer instructions. Endotoxin levels of the protein prepara-
tions were determined using the Chromogenic Limulus Amebocyte
Lysate assay (Cambrex Bio Science), were below 3.0 EU/�g of pro-
tein.

2.4. SDS-PAGE and immunoblot analysis

SDS-PAGE was performed following standard procedures using
a Mini Protean II vertical electrophoresis unit. Proteins sorted in
12% polyacrylamide gels were stained with Comassie Blue or trans-
ferred to nitrocellulose membranes (0.45 �m pore size) at 100 mA
for 1 h. After overnight blocking with 1% (w/v) bovine serum
albumin (BSA) in phosphate-buffered saline (PBS) at 4 ◦C, the nitro-
cellulose membranes were incubated at room temperature for 1 h
with mouse anti-FliCd specific serum followed, after three wash-
ing steps, by incubation with 1:3000 PBS-diluted rabbit anti-mouse
IgG conjugated to horseradish peroxidase (SouthernBiotechnol-
ogy). Reactive bands were developed with a chemoluminescence
kit (Super Signal, Pierce), as specified by the manufacturer, and
exposed to Kodak X-Omat films for 1–5 min.

2.5. Motility assays

In vitro motility of the recombinant S. Dublin strains was
assessed by inoculation of the each strain in the center of motil-
ity agar plates (containing 1% tryptone, 1% NaCl, 0.35% agar, and,
when necessary, supplemented with ampicillin at 100 �g ml−1).
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Table 1
S. Dublin strains and plasmids used in the present study.

Relevant characteristics Reference

Strains
SL5928 aroA−; fliC(g,p)::Tn10; nonmobile Newton et al. (1989)
SL5930 SL5928 with the pLS408; mobile Newton et al. (1989)
SLCS SL5928 with the pCS; nonmobile This study
SLCSL SL5928 with the pCSL; nonmobile This study

Plasmids
pLS408 pUC19 derivative carrying the fliCd gene from S. Muenchen with a deletion of 48 bp (EcoRV–EcoRV fragment), bla Newton et al. (1989)
pCS pLS408 derivative with a 27 bp of the insert encoding the CS280–288 epitope This study
pCSL pLS408 derivative with a 39 bp of the insert encoding the CS280–288 epitope with two end-flanking lysines residues This study

Plates were incubated at 37 ◦C, and the sizes of growth halos were
measured at different intervals.

2.6. Immunization regimens

Pathogen-free female BALB/c (H2d) mice with 8–12 weeks old
were supplied by the Isogenic Mouse Breeding Facility of the
Department of Parasitology, Institute of Biomedical Sciences, São
Paulo University (USP). All animal handlings were carried out in
accordance with the principles of the Brazilian code for the use of
laboratory animals and were approved by the committee on ethical
use of laboratory animals from the Institute of Biomedical Sciences,
USP. Immunizations with viable S. Dublin strains were performed
with bacterial cells harvested during exponential growth (opti-
cal density at 600 nm of 0.8). Bacteria were washed with PBS and
suspended in 0.1 M sodium bicarbonate at a final concentration
of 2 × 1010 CFU ml−1. Mice were immunized per oral route (p.o.)
with 0.5 ml aliquots of the bacterial suspensions with the aid of
a stainless steel round-tip gavage cannule on days 0, 21 and 35.
For the evaluation of the priming effect promoted by the orally
delivered S. Dublin vaccine strains, mice were boosted via subcu-
taneous route (s.c.) two weeks after the last immunization with
25 �g of the synthetic CS280–288 peptide (PSL, Heidelberg, Germany)
suspended in Incomplete Freund’s Adjuvant (IFA) (1:1, v:v). Ani-
mals were also immunized with purified flagellins harvested from
the S. Dublin vaccine strains, either as a soluble protein adjuvant
admixed with the synthetic CS280–288 peptide or as recombinant
proteins genetically fused with the heterologous target epitope
(FliCd-CS or FliCd-CSL). For the intranasal (i.n.) immunizations,
15 �g of each fusion protein or a mixture of 5 �g FliCd flagellin plus
25 �g CS280–288 peptide were instilled with a micropipette into the
mouse nostrils (5 �l/nostril) on days 0 and 21. The same immuniza-
tion schedule was followed for the s.c. immunizations but with an
injection volume of 100 �l containing either the recombinant flag-
ellins or the synthetic CS280–288 peptide plus FliCd suspended in
PBS. Control mouse groups received sterile PBS, via i.n. or s.c. routes,
and 25 �g the CS280–288 peptide suspended in Complete Freund’s
Adjuvant (CFA) (1:1, v:v) via the s.c. route. Animals were sacrificed
7 days after the last immunization dose for determination of CD8+

T cell responses or used for in vivo determination of the induced
cytotoxic responses.

2.7. Comparative analyses of in vitro and in vivo biological
activity of the flagellins

Determination of in vitro bioactivity of the native or hybrid
flagellins was carried out using HEK293 cells expressing mouse
TLR5 (Invivogen) that controls activation of human IL-8 expres-
sion. The cells were maintained in DMEM media containing 10% FBS
and 10 �g ml−1 of blasticidin. Non-transfected or TLR5-transfected
HEK293 cells (5 × 104 cells/well) were grown overnight in 96-well
plates and stimulated with the proteins for 5 h. The culture super-
natants were collected and the concentration of secreted human

IL-8 measured using a Human IL-8 ELISA Kit (BD biosciences), as
recommended by the manufacturer. Evaluation of the in vivo flag-
ellin biological activity was determined by the transient expression
of IL-6 in sera of BALB/c mice following i.p. inoculation of 5 �g
of purified flagellin (FliCd, FliCd-CS, or FliCd-CSL). Serum sam-
ples were collected on different time points and the concentration
of IL-6 was measured using a Mouse IL-6 ELISA Kit (BD bio-
sciences), according to the manufacturer. Cytokine concentration
in each experiment was determined using standard curves with
purified recombinant human IL-8 and mouse IL-6. The detection
limit of the assay was 0.2 ng ml−1 and 1 ng ml−1, for IL-8 and IL-6,
respectively.

2.8. In vivo activation of dendritic cells (DCs)

BALB/c mice were immunized i.p. with 25 �g of S. Typhimurium
lipopolysaccharide (LPS) (Sigma), 5 �g of FliCd or 15 �g of FliCd-
CS. Twenty-four hours later, spleens were removed, cut into small
pieces and digested for 30 min at 37 ◦C in RPMI containing 10%
FBS containing 400 U ml−1 of type IV collagenase (Gibco). The reac-
tion was stopped after 5 min incubation with 0.1 M EDTA. The
cells were recovered and washed three times with RPMI with 10%
FBS and stained with either PE-labeled anti-CD11c, APC-labeled
anti-CD86, APC-labeled anti-CD40, APC-labeled anti-CD80, FITC-
labeled anti-H2kd, or FITC-labeled anti-H2Iad (BD Biosciences).
Samples were resuspended in PBS and analyzed (3 × 106 events)
in a FACSCaliburTM (Becton Dickinson) flow cytometer. The data
were analyzed using the FlowJo software (Tree Star).

2.9. Determination of CD8+ T cell response by IFN-� ELISPOT
assays

IFN-� ELISPOT assays of activated CD8+ T cells responding to the
H2d-restricted CD8+ T cell-specific P. yoelii CS-derived SYVPSAEQI
peptide were performed essentially as previously described [26].
Briefly, spleen cells (106) collected from the different immunization
groups were added to microplate wells (MultiScreen, Millipore)
previously coated with 10 �g ml−1 of anti-IFN-� capture antibody
(BD Pharmingen) diluted in PBS. The cells were then incubated
overnight with the synthetic CS280–288 peptide at a final concen-
tration of 2.5 �g ml−1. Anti-CD3 (BD Pharmingen) was used as a
positive control at a final concentration of 0.25 �g ml−1. Plates
were incubated overnight at 37 ◦C in a 5% CO2 atmosphere. After
incubation, wells were washed and incubated with 2 �g ml−1 of
biotinylated anti-mouse IFN-� (BD Pharmingen) diluted in PBS and
0.05% Tween 20 (PBS–T). Plates were washed and incubated with
peroxidase-conjugated streptoavidin diluted 1:800 in PBS. Spots,
representing IFN-� producing CD8+ T cells, were developed accord-
ing to standard procedures [26] and quantified using an automated
ImmunoScan reader (Cellular Technology Ltd.). All samples were
tested in duplicates and each immunization experiment was inde-
pendently repeated at least two times.
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Fig. 1. Generation of recombinant FliCd flagellins genetically fused to the P. yoelii CS-epitope (CS280–288). (A) Schematic representation of the recombinant flagellins containing
the (CS280–288) epitope inserted at the FliCd central hypervariable domain without (FliCd-CS) or with (FliCd-CSL) two flanking lysine residues. (B) Comassie blue-stained
polyacrylamide gel loaded with whole-cell extracts or purified flagellins harvested from the S. Dublin SLCS and SLCSL vaccine strains. Samples: MW, molecular weight
markers; lane 1, whole-cell extract of the non-flagellated S. Dublin SL5928 strain; lane 2, whole-cell extract of the S. Dublin SL5930 strain encoding FliCd without a heterologous
insert; lane 3, purified FliCd flagellin isolated from the SL5930 strain; lane 4, whole-cell extract of the S. Dublin SLCS strain expressing the FliCd-CS flagellin; lane 5, purified
FliCd-CS flagellin; lane 6, whole-cell extract of the S. Dublin SLCSL strain; lane 7, purified FliCd-CSL flagellin. (C) Detection of proteins recognized by anti-FliCd antibodies in
Western blot. Whole-cell extracts or purified flagellins were initially separated by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose membranes and developed for reactive bands after
incubation with the anti-flagellin serum. The order of the protein samples applied on the gel was the same described in (B). Each well was loaded with approximately 25 �g
of whole-cell extract or 2 �g of purified flagellins. (D) In vitro motility of S. Dublin vaccine strains in semi-solid agar plates at 37 ◦C. Tested strains: SL5928 (square), SL5930
(circle), SLCS (triangle) and SLCSL (asterisk). The S. Dublin strains were spotted on the center of motility plates and the growth halos measured for a period of 30 h. (E) Growth
curves of the different S. Dublin strains in LB medium. Open symbols denote optic density (O.D.600) and closed symbols denote colony forming units per ml (CFU ml−1) of
the different S. Dublin strains: SL5928 (squares), SL5930 (circles), SLCS (triangles), SLCSL (asterisks). The strains were cultivated in LB medium plus ampicilin (except SL5928
strain).

2.10. In vivo cytotoxicity lymphocyte (CTL) assays

Splenocytes collected from naive mice were stained with 1 �M
or 10 �M of carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE)
(Invitrogen). Cells labeled with 10 �M CFSE, but not those labeled
with 1 �M CFSE, were pulsed for 40 min at 37 ◦C with 1 �M of
the CS280–288 peptide. The two cell populations were i.v. trans-
ferred (2 × 107 cells each/animal) to mice submitted to the different
immunization regimens. One day later, spleens of inoculated mice

were isolated and the two CFSE-labeled cell populations were mon-
itored by flow cytometry in a FACSCaliburTM. The percentages of
target cell killing were determined as previously described [26].

2.11. Statistical analyses

Data were analyzed by one-way ANOVA test followed by Tukey
HSD tests. Differences with p ≤ 0.05 were considered statistically
significant.

Fig. 2. Characterization of the in vitro and in vivo biological activity of the native and hybrid flagellins. (A) Human IL-8 secretion by TLR5-transfected HEK293 cells following
stimulation with different concentrations of native FliCd (squares), FliCd-CS (triangules) or FliCd-CSL (circles) flagellins during 5 h. The values of the IL-8 secretion by non-
transfected HEK293 cells were deducted from the values obtained with transfected cells submitted to the same stimuli. (B) Mouse IL-6 secretion following i.p. injection of
native FliCd (square), FliCd-CS hybrid (triangle) and FliCd-CSL (circle) flagellin in BALB/c mice. Data are representative of two independent experiments with similar results.
The secreted human IL-8 and mouse IL-6 values were determined in culture supernatant and serum samples by capture ELISA. No statistically significant differences were
observed among the groups.
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Fig. 3. Expression of surface molecules by CD11c+ cells following administration of flagellins to mice. BALB/c mice were immunized i.p. with LPS, FliCd or FliCd-CS. Twenty-
four hours after the injection, spleen cells were stained with PE-labeled anti-CD11c, APC-labeled anti-CD86, APC-labeled anti-CD40, APC-labeled anti-CD80, FITC-labeled
anti-H2Kd, or FITC labeled anti-H2Iad. Histograms representing non-treated (PBS) samples are indicated by lines delimiting gray-shadowed curves. Samples collected from
mice submitted to the different treatments are represented by lines delimiting non-shadowed curves. Treatments: 5 �g of FliCd, 15 �g of FliCd-CS flagellin and 25 �g of
LPS. The expression of surface markers was analyzed by acquiring 3 × 106 events. Cells gated for CD11c+ expression are depicted as histograms (A) and bars with the mean
fluorescence intensity values shown in (B). *p < 0.05 or **p < 0.01 indicates statistically significant difference compared with results obtained with mice treated with PBS.

3. Results

3.1. Construction and expression of hybrid flagellins carrying the
P. yoelii CS280–288 CD8+ T cell epitope

Two experimental approaches based on the CS280–288 CD8+ T
cell-restricted epitope as a model peptide antigen were designed
to evaluate the adjuvant effects of the S. Dublin FliCd flagellin. In the
first vaccine approach, we tested attenuated S. Dublin aroA vaccine
strains expressing chimeric flagellins fused in frame with the het-
erologous epitope at the central hypervariable domain, as shown
in Fig. 1A. Two plasmids carrying recombinant flagellin-encoding
genes were generated: the pCS vector encoding a chimeric flag-

ellin fused with the nine amino acid residues CS280–288 epitope,
and the pCSL vector carrying the same CS280–288 epitope flanked by
two lysine residues, a strategy previously shown to improve pro-
cessing and presentation of heterologous T cell epitope by antigen
presenting cells [17]. The plasmids were introduced into the aroA
S. Dublin SL5928 strain. Fig. 1B shows that the S. Dublin SLCS strain,
transformed with the pCS vector, and the SLCSL strain, transformed
with the pCSL vector, were flagellated and expressed the recom-
binant flagellins with slightly altered molecular weights on their
cell surface. The hybrid flagellins were detected in immunoblots
prepared with whole-cell extracts of the S. Dublin vaccine strains
or purified protein harvested from the surface of the Salmonella
vaccine strains (Fig. 1C). However, none of the Salmonella vaccine
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Fig. 4. Induction of specific CD8+ T cell-mediated IFN-� production in ELISPOT assays carried out with cells collected from BALB/c mice immunized with the S. Dublin vaccine
strains. Mice were immunized (three p.o. doses containing 1010 cells) on days 0, 21 and 35 with live Salmonella vaccine strains or submitted to a prime-boost immunization
regimen consisting of three doses of the Salmonella vaccine strains followed, 2 weeks later, by a single s.c. boost containing 25 �g of the synthetic peptide admixed with IFA.
(A) IFN-�-producing cells determined by ELISPOT using spleen cells harvested from vaccinated mice and stimulated with the SYVPSAEQI peptide. The results represent the
mean of peptide-specific IFN-� producing cells per 106 splenocytes ± SD (n = 4). Bottom panels show one representative well of the ELISPOT assay carried out with animals
of each immunization group. (B) In vivo cytotoxic responses raised in vaccinated mice using target spleen cells coated with SYVPSAEQI peptide and labeled with CFSE,
according to the procedure described in Section 2. The results represent the mean of five mice ± SD per group. Results are based on a representative experiment of two or
more independent repetitions. Asterisks denote statistically significant differences (p ≤ 0.05) observed in mice immunized with the recombinant Salmonella vaccine strains
with regard to mice immunized with a single dose of the CS peptide admixed with IFA.

strains were motile in semi-solid agar plates, suggesting that inser-
tion of the heterologous peptide renders the recombinant flagella
non-functional as locomotion devices (Fig. 1D). In spite of the dif-
ferences in flagellar function, both S. Dublin vaccine strains have
similar growth rates under in vitro conditions with regard to the
non-flagellated strain (Fig. 1E). Finally, the pCS and pCSL vectors
proved to be stable in the S. Dublin host following cultivation in
antibiotic-free media for 72 h or in colonies recovered from spleen
and the five Peyer’s patches collected 24 h after oral administration
to mice (data not shown).

3.2. Biological activity of recombinant flagellins

Following the fusion of the CS280–288 epitope to FliCd, we deter-
mined the biological activities of recombinant proteins either in
vitro, based on the secretion of human IL-8 by TLR5-expressing
HEK293 cells, or in vivo, by the transient secretion of IL-6 in the
serum of inoculated mice. As demonstrated in Fig. 2A, FliCd and
FliCd-CS show similar IL-8 production by HEK293 cells over a
rather high concentration range, while, under the same conditions,
cells exposed to FliCd-CSL induced lower IL-8 amounts. In con-

trast, under in vivo conditions (Fig. 2B), FliCd-CSL showed higher
inflammatory activity measured by the IL-6 serum levels 2 h follow-
ing parenteral administration to BALB/c mice. Collectively, these
results shown that fusion of the CS280–288 epitope to the flagellin
central hypervariable domain did not abrogate both in vitro and in
vivo biological activities of FliCd.

3.3. Activation of CD11c+ dendritic cells in mice immunized with
flagellins

Groups of BALB/c mice were injected i.p. with FliCd flagellin,
or the recombinant FliCd-CS flagellin, and splenic CD11c+ den-
dritic cells were monitored for expression of MHC-I and MHC-II
molecules as well as the markers of the activation CD80, CD86 and
CD40. Salmonella LPS was injected in another mouse group to eval-
uate the effects of another innate immunity agonist on these cells.
Following 24 h of the parenteral administration of the FliCd and
FliCd-CS flagellins, and LPS, the CD11c+ dendritic cells were up-
regulated for the expression of CD86, CD40 and MHC-II. On other
hand, LPS promoted down-regulation of the expression of MHC-
I and CD80 molecules (Fig. 3A). Measurement of the fluorescence
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intensity showed that CD40 expression in cells exposed to the flag-
ellins was statistically significant when compared to non-treated
cells (Fig. 3B). These results indicated that administered flagellins
promote in vivo activation of CD11+ dendritic cells thus favoring
their ability to antigen presentation.

3.4. Immunogenicity of the attenuated S. Dublin strains
expressing the CS280–288 epitope genetically fused to FliCd

The induced CS-specific CD8+ T cell-dependent responses were
determined in BALB/c mice orally immunized with the S. Dublin
strains. The IFN-� production detected after stimulation of spleen
cells with the synthetic CS280–288 peptide showed that mice immu-
nized with three oral doses, containing 1010 live bacterial cells, of
the S. Dublin SLCS or SLCSL strains did not present any detectable
specific CD8+ T cell response (Fig. 4A). Nonetheless, when mice
were subsequently boosted two weeks later with a single par-
enteral dose containing the synthetic CS280–288 peptide admixed
with IFA, at a concentration that did not induce a significant spe-
cific CD8+ T cell activation, we observed a positive CD8+ T cell
response in mice primed with the S. Dublin SLCSL, but not in those
immunized with the SLCS strain (Fig. 4A). In vivo determination of
cytotoxic CD8+ T cell responses in mice submitted to the same vac-
cine regimen with the S. Dublin strains gave similar results (Fig. 4B).
Taken together, these results indicate that addition of two flanking

lysine residues to the CS-epitope inserted in the flagellin sequence
enhanced the priming effect on CD8+ T cells in mice orally immu-
nized with live Salmonella vaccine formulations.

3.5. CD8+ T cell adjuvant effect of flagellin in mice immunized
with purified flagelins and the synthetic CS280–288 epitope

The CD8+ T cell adjuvant effect of FliCd was also evaluated
with purified hybrid flagellins, harvested from the S. Dublin SLCS
and SLCSL strains, and the synthetic CS280–288 peptide admixed
with native FliCd flagellin. In both cases the acellular vaccine for-
mulations were delivered via parenteral (s.c.) or mucosal (i.n.)
routes to BALB/c mice. As demonstrated in Fig. 5, the FliCd-CS
and FliCd-CSL flagellins activated antigen-specific CD8+ T cells
following parenteral administration to mice. In contrast, admin-
istration of the vaccine formulations via the mucosal route did
not induce statistically significant CD8+ T cell responses when
compared with PBS immunized mice. On the other hand, mice
immunized with the synthetic CS280–288 peptide admixed with
FliCd flagellin elicited specific CD8+ T cell responses following both
parenteral and mucosal immunizations. As a positive control, mice
immunized s.c. with two doses of the CS280–288 peptide admixed
with CFA induced positive, but lower, CD8+ T cell responses. A
determination of CS-specific cytotoxic responses in mice immu-
nized with different vaccine formulations showed that only animals

Fig. 5. Induction of specific CD8+ T cell-mediated IFN-� production in ELISPOT assays carried out with BALB/c mice immunized with purified flagellins. Mice were immunized
via parenteral (s.c.) or mucosal (i.n.) routes with 15 �g of each fusion protein or with 5 �g of the FliCd flagellin plus 25 �g of the synthetic CS peptide on days 0 and 21. A
control group was set with mice immunized with two doses of the CS peptide admixed with CFA s.c. delivered under the same vaccine regimen. (A) IFN-� producing T cells
using spleen cells harvested from vaccinated mice and stimulated with the SYVPSAEQI peptide. The results represent the mean number of peptide-specific IFN-� producing
cells per 106 splenocytes ± SD (n = 4). Bottom panels show one representative well of the ELISPOT assay carried out with animals of each immunization group. (B) In vivo
cytotoxic responses elicited in vaccinated mice using target spleen cells coated with SYVPSAEQI peptide and labeled with CFSE, according to the procedure described in
Section 2. The results represent the mean of five mice ± SD per group. Results are representative of three independent experiments. Asterisks denote statistically significant
differences with regard to animals immunized only with the synthetic peptide. *p ≤ 0.05 and **p ≤ 0.02.
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s.c. immunized with the formulation in which the synthetic pep-
tide was co-delivered with flagellin or CFA were able to activate in
vivo cytotoxic CD8+ T cell responses (Fig. 5B).

4. Discussion

In the present study, we evaluated the adjuvants effects of the
Salmonella FliCd flagellin using as model the P. yoelli CS280–288
peptide, a CD8+ T cell-specific epitope. Based on a unique exper-
imental design, we investigated the Salmonella FliCd flagellin
under different administration contexts, which ranged from hybrid
flagella expressed by attenuated Salmonella vaccine strains to puri-
fied flagellins genetically fused to the target epitope or admixed
with the synthetic CS280–288 peptide, delivered via parenteral and
mucosal routes. Based on our observations, we concluded that the
Salmonella flagellin can be used as a CD8+ T cell adjuvant either as a
chimeric protein genetically fused to the target peptide or in a vac-
cine formulation containing the synthetic peptide admixed with
the purified FliCd flagellin. These results expand the knowledge
on the T cell adjuvant effects of Salmonella flagellins and further
demonstrate the flexibility of this molecule concerning both com-
position of the vaccine formulation and delivery routes.

Initially, we determined whether the insertion of the CS-epitope
into the flagellin hypervariable domain would ablate, both in vitro
and in vivo, the flagellin ability to bind the TLR5 receptor. The
parameter used for comparison was the quantification of human
IL-8 in the culture supernatant of HEK293/TLR5+ cells stimulated
with flagellins FliCd, FliCd-CS and FliCd-CSL. All flagellins induced
similar amounts of IL-8, suggesting that binding affinity to TLR5
was preserved in the recombinant flagellins. Similarly, quantifica-
tion of IL-6 in the serum of mice parenterally treated with purified
flagellins showed that all three proteins had a similar inflamma-
tory activity. Together these results show that the insertion of the
small peptide sequence in the central region of flagellin preserved
the TLR5-binding effect and activation MyD88-dependent signal-
ing leading to secretion of pro-inflammatory cytokines. Fusion
of heterologous proteins at the C-terminal end of flagellin have
been shown to preserve both TLR5-binding and adjuvant effects
[10–13,35]. However, in contrast to the fusion at the C-terminal
end, insertion of short peptide sequences at the hypervariable
domain usually does not disrupt flagellar assembly allowing the
alternative use of flagellate recombinant Salmonella attenuated
strains as orally delivered vaccine carriers.

Activation of adaptive immune responses by flagellins has been
ascribed to the in vitro up-regulation of co-stimulatory molecules,
such as CD80 and CD86, and MHC molecules on APCs [36]. In order
to check if the FliCd and FliCd-CS flagellins were able to activate
CD11c+ dendritic cells, BALB/c mice were immunized i.p. with one
dose of the each flagellin and had slight up-regulation of the CD86
and CD40. On other hand, the enhancement showed to CD80, MHC-I
and MHC-II, although reproducibly detected, did not reach a statis-
tically significant difference. In contrast, administration of purified
LPS promoted down-regulation of MHC-I and CD80. These results
show that the presence of LPS does not correlate with the in vivo
adjuvant effects of flagellin but its presence in low amounts might
explain the lack of up-regulation of the MHC and CD80 molecules in
the CD11c+ dendritic cells collected from mice treated with higher
amounts of the recombinant and native flagellins (data not show).
Therefore, our results show that monomeric native or hybrid flag-
ellins activate APCs and enhance their ability to prime CD8+ T cells.

After establishing that the recombinant flagellins preserve
TLR5-binding activity and are capable to activate DCs in vivo, we
evaluated the adjuvant effects of the flagellin on the activation of
CD8+ T cells in mice immunized with flagellate S. Dublin vaccine
strains or with purified proteins. As initially proposed at the end of
the 80 s by Newton et al. [37], insertion of heterologous epitopes

at the central hypervariable domain of Salmonella flagellins repre-
sents a simple and elegant approach for the generation of bivalent
oral vaccines, in which the target epitope is carried, at thousand
copies, by the bacterial vector to the gut associated lymphoid tis-
sues (GALT) maximizing epitope immunogenicity and avoiding
undesirable sequences, such as those involved in auto-immune
and suppressive immune responses. The general application of
such vaccine approach was later abridged by observations describ-
ing that both flagellin and heterologous B cell epitopes have their
immunogenicity considerable reduced when delivered orally by
flagellated Salmonella strains [27,28]. In the present study, direct
activation of epitope-specific CD8+ T cells was not achieved in mice
immunized with S. Dublin strains, but after prime with S. Dublin
strains and boost with the synthetic peptide plus IFA, we detected
CD8+ T cells activated only in mice immunized with the SLCSL
strain, that express CS-epitope flanked by lysine residues. Such
result probably reflects the more efficient processing and presen-
tation of heterologous peptides flanked by lysine residues which
allows cathepsin B proteolytic epitope excision in the endosomal
compartment and more efficient surface presentation of the target
epitope by antigen presenting cells [17].

Heterologous prime-boost immunization regimens usually con-
sist in a priming step with one vaccine type, such as naked DNA,
and a subsequent boost with a different vaccine formulation or
delivery vector, usually an attenuated genetically modified virus
or purified protein. Although not considered a classical vaccine
vector in prime-boost immunization regimens, Salmonella vaccine
strains may either prime or boost specific humoral and cellular
immune responses when combined in heterologous vaccine regi-
mens with DNA vaccines [24,30,31]. Indeed, a prime-boost malaria
immunization regimen showed that Salmonella vaccine strains effi-
ciently primed humoral and cellular immune responses following
optimization of codon usage and secretion of truncated forms of
the P. falciparum CS protein in mice subsequently boosted with
DNA vaccines [24,29]. Our results showed that CS-specific CD8+

T cell responses can be achieved in mice submitted to a prime
(Salmonella)-boost (synthetic peptide) immunization regimen fol-
lowing incorporation of flanking lysine residues to the target
flagellin-fused epitope, but the weak immune response found
suggests that this immunization protocol should be improved.
Remarkably the activation of antigen-specific CD8+ T cell responses
in mice boosted with the synthetic peptide, otherwise a weak
antigen, reveals that, even when administered via the oral route,
recombinant flagellin expressed by attenuated Salmonella strains
can be optimized for priming T cells and represent an alternative
to DNA vaccines and recombinant viruses for immunization regi-
mens targeting antigens derived from malaria parasites as well as
other intracellular pathogens.

Epitope-based vaccines take advantage of a thoroughly char-
acterized synthetic material with high safety status and known
immunogenicity potential, thus reducing any potential risks of
undesirable side effects. On the other hand, peptides usually suf-
fer with the inherent low immunogenicity, as compared to cellular
vaccines or purified proteins. Various experimental approaches
have been tested in order to enhance the immunogenicity of syn-
thetic peptides including the synthesis of tandem epitope repeats
chemically to macromolecular carriers and generation of recom-
binant fusion proteins [32]. In the present study, we showed
that the Salmonella FliCd flagellin, admixed or genetically fused
to the CS280–288 peptide, promoted specific CD8+ T cell activa-
tion in vaccinated mice. Animals immunized via the parenteral
route, developed epitope-specific CD8+ T cell responses with all
three flagellin preparations. However, among mice immunized via
the i.n. route, only those immunized with the FliCd and CS280–288
mixture mounted an epitope-specific CD8+ T cell response. Sim-
ilar results were also reported in mice immunized with the FliC
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flagellin admixed with a synthetic peptide encompassing a CD4+

T cell epitope [14]. These results indicate that Salmonella flagellins
show distinct T cell adjuvant effects according to the administra-
tion route and fusion of the heterologous peptide at the central
hypervariable domain. Interestingly, results based on C-terminal
fusion of flagellin with different heterologous proteins, showed that
T cell-dependent immune responses are enhanced or only occur in
animals immunized with hybrid flagellins [10,13,35]. More detailed
analyses concerning the CD8+ T cell adjuvant effects of flagellin
genetically fused at different positions with the same target epi-
tope and flagellin admixed with the synthetic peptide should be
carried in order to evaluate the most appropriate formulation for
activation of T cell responses.

Functional characterization of the CD8+ T cell responses in mice
immunized via mucosal or subcutaneous route with different flag-
elllins showed that administration the purified flagellins to mice
did not elicited a stronger antigen-specific cytotoxic T cell response.
CD8+ T lymphocytes promote cytotoxic effects by direct mecha-
nisms, such as production of perforins, granzymes and FasL, or by
indirect pathways, such as activation mediated by IFN-�. Indeed,
distinct CD8+ T cell populations may express cytokines in con-
junction or not with cytotoxic effector molecules [33]. Therefore,
our results suggest that mucosal administration of flagellin vac-
cine formulations activate CD8+ T cell populations different from
those activated following parenteral immunization. Such differ-
ences might reflect either in delay of T cell maturation or activation
in animals immunized via the nasal administration route. These
observations also emphasize the relevance of functional assays on
the analyses of T cell responses elicited in mice immunized with
vaccine formulations targeting activation of CD8+ T cells.

Discovery that microbial-derived compounds are agonists of
surface or intracellular innate immunity receptors expressed by
APCs has opened up a new era for the development of vaccine
adjuvants. Our results suggest the modulation of co-stimulatory
molecule expression on APCs by flagellins is a discrete phenomenon
but enough to promote cross-priming of specific CD8+ T cells.
Indeed, it is known today that bacterial flagellins exert strong
adjuvant effects via diverse mechanisms not exclusively related to
TLR5 receptor binding [34]. Our present results show that both the
adjuvant effects as well as the administration routes of Salmonella
flagellins can be modify the quality of the immune response to a
specific CD8+ T cell epitopes. Additional experimental studies and
future clinical testing of bacterial flagellins may contribute to the
development of improved vaccine adjuvants, particularly those act-
ing on T cell epitopes.
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