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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 são 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.       
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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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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 
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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 



38 
 

 

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 
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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+. 



 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
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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. 
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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. 

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-
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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 

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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