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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

 

Avaliação da resposta imune induzida por diferentes adjuvantes e sua 

aplicação no desenvolvimento de uma vacina de subunidade contra 

leptospirose. 
 

RESUMO 
 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR 

 

Patrícia Conceição Gonzalez Dias 
 

 

A leptospirose é uma enfermidade cosmopolita grave que acomete diferentes 
espécies de animais domésticos, silvestres e o homem. Sua ocorrência pode 
levar a elevados prejuízos econômicos na indústria pecuária e refletir 
significativamente na saúde pública. As vacinas convencionais contra a 
leptospirose humana e animal são baseadas na célula inteira inativada e 
possuem sucesso limitado, pois induzem imunidade de curta duração e proteção 
sorovar-específica. Um candidato com potencial para antígeno de vacinas de 
subunidades contra a leptospirose é a proteína rLigANI, que conferiu 90-100% 
de proteção contra o desafio letal em hamsters quando formulados com o 
Hidróxido de Alumínio (Al(OH)3), mas não foi capaz de induzir imunidade estéril. 
Na tentativa de aumentar a imunogenicidade da vacina baseada na proteína 
rLigANI, neste trabalho realizamos um estudo comparativo entre os adjuvantes 
Al(OH)3, Ca3(PO4)2 (nanoparticulas de Fosfato de Cálcio), Flagelina (proteína 
flagelar de Salmonella typhimurium) e ISCOM (baseado em saponina) com o 
intuito de avaliar e caracterizar a resposta imune induzida em camundongos 
pelos diferentes adjuvantes, através da avaliação da duração da resposta imune, 
do isotipo de imunoglobulina produzido e do perfil de citocinas associado. Todos 
os adjuvantes foram capazes de induzir resposta significativa de anticorpos com 
alta avidez. O isotipo IgG1 foi o predominante em todas as formulações. No 
entanto, as formulações com os adjuvantes ISCOM e a combinação de Flagelina 
e Al(OH)3 revelaram um maior equilíbrio entre as subclasses IgG1, IgG2a, IgG2b 
e IgG3, sugerindo um possível balanço entre respostas Th1/Th2. ISCOM e 
Al(OH)3 se destacaram no desencadeamento de resposta imune de células T 
com estimulação significativa de células produtoras de IFN- ɤ, IL-2, e IL-17. O 
adjuvante ISCOM se destacou entre os demais, induzindo maiores títulos de 
anticorpos com a menor dose vacinal, além de perfil balanceado de subclasses 
e estimulação de citocinas superior ao adjuvante Al(OH)3, nosso adjuvante 
controle neste estudo, sendo assim o adjuvante escolhido para ser utilizado em 
desafio em hamsters. Este estudo forneceu informações importantes para 
entender a resposta imune induzida por cada adjuvante quando associado com 
a proteína rLigANI, que poderão ser utilizadas futuramente, auxiliando no 
desenvolvimento de vacinas contra leptospirose. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 
 

 

EVALUATION OF THE IMMUNE RESPONSE INDUCED BY DIFFERENT ADJUVANTS APPLIED IN 

THE DEVELOPMENT OF A SUBUNIT VACCINE AGAINST LEPTOSPIROSIS. 

ABSTRACT 
 
 

MASTER DISSERTATION IN CELULAR AND MOLECULAR BIOLOGY 
 
 

Patrícia Conceição Gonzalez Dias 
 

 

Leptospirosis is a serious cosmopolitan disease that affects different species of 
domestic animals, wildlife and humans. Its occurrence can lead to high economic 
losses in livestock industry and reflect significantly on public health. Conventional 
vaccines against human and animal leptospirosis are based on inactivated whole 
cell and have limited success because induce short and serovar-specific 
protection immunity. A potential candidate antigen to compose a subunit vaccines 
against leptospirosis is the rLigANI protein, which conferred 90-100% protection 
against lethal challenge in hamsters when formulated with Al(OH)3, but was not 
able to induce sterile immunity. In an attempt to optimize the immunogenicity of 
the vaccine based on rLigNI protein, in this work we conducted a comparative 
study between the adjuvants Al(OH)3, Ca3(PO4)2 (calcium phosphate 
nanoparticles), Flagellin (flagellar protein of Salmonella typhimurium), and 
ISCOMs (based saponin). We evaluated and characterized the immune response 
induced by different adjuvants in mice by evaluating the duration of immune 
response, the immunoglobulin G subclass produced after immunization ans well 
as the associated cytokine profiles. All adjuvants were able to induce significant 
high avidity antibody responses. The IgG1 subclass was prevalent in all 
formulations. However, formulations with ISCOMs adjuvant and the combination 
of Flagellin and Al(OH)3 showed a better balance between IgG1, IgG2a, IgG2b 
and IgG3 subclasses, suggesting a possible balance between Th1 / Th2 
responses. ISCOMs and Al(OH)3 are highlighted in triggering an immune 
response of T cells with significant stimulation of cells producing IFN- ɤ, IL-2 and 
IL-17. The ISCOM adjuvant stood out among the others, inducing higher antibody 
titers with the lowest concentration of rLigANI protein. ISCOM Adjuvant induced 
a balanced profile of IgG subclasses and cytokine production superior than our 
control adjuvant Al(OH)3 and for that reason was chosen for use in challenge 
experiments with hamsters. This study provided important information for 
understanding the immune response induced by each adjuvant when combined 
with rLigANI protein that may be used to assisting in the development of vaccines 
against leptospirosis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.1.1. Leptospirose 

 

1.1.1.1. Classificação e biologia do agente etiológico 
 

 

A Leptospirose é causada por espiroquetas patogênicas do gênero 

Leptospira (Hartskeerl et al. 2011). A classificação das espécies empregada 

atualmente baseia-se na relação genética e indica a existência de pelo menos 

20 espécies de leptospira: 9 patogênicas, 5 intermediárias e 6 saprofíticas. Sete 

das espécies patogênicas constituem os principais agentes da leptospirose 

humana e animal, são elas: L. interrogans, L.borgpetersenii, L. santarosai, L. 

noguchii, L. weilli, L. kirschneri e L. alexanderi (Cerqueira & Picardeau, 2009; 

Evangelista & Coburn, 2010). 
 

Leptospiras são filogeneticamente relacionadas a outras espiroquetas. 

Em geral, o genoma compreende aproximadamente 5 Mb divididos em 2 

cromossomos circulares, um maior, com aproximadamente 4.4 Mb, e um menor, 

com aproximadamente 350 kb. Trata-se de um genoma relativamente extenso 

comparado a outras espiroquetas como Treponema spp. e Borrelia spp., 

indicando a habilidade das leptospiras em viverem em condições ambientais e 

hospedeiros diversos, como dentro do hospedeiro animal e livre no ambiente 

(Bharti et al., 2003). 
 

As espécies de leptospiras reconhecidas atualmente são categorizadas 

em 24 sorogrupos e mais de 300 sorovares (Cerqueira & Picardeau, 2009). Esta 

classificação é baseada na detecção de anticorpos aglutinantes antígeno-

específicos pelo teste de aglutinação microscópica (MAT) e a variação 

antigênica é atribuída principalmente à heterogeneidade estrutural do 

carboidrato do lipopolissacarídeo (LPS) (Adler B & de la Peña Moctezuma, 2010; 

Cerqueira & Picardeau, 2009). Embora os sorogrupos não apresentem relação 

taxonômica, são extremamente úteis para o entendimento de aspectos 

epidemiológicos da leptospirose (Evangelista & Coburn, 2010; Fraga et al., 

2011). 
 

As leptospiras são bactérias delgadas (6 a 20 μm de extensão por 0,15 

μm de diâmetro), que compartilham características de bactérias Gram 
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negativas, como presença de membrana externa, espaço periplasmático e LPS, 

e de bactérias Gram positivas, como associação da membrana citoplasmática à 

uma espessa camada de peptidoglicano (Evangelista & Coburn, 2010; Fraga et 

al., 2011; Levett et al., 2001; Bharti et al., 2003). 
 

São micro-organismos aeróbios estritos, com crescimento lento e ótimo a 

30°C e que apresentam intensa motilidade através da ação de 2 flagelos, um em 

cada extremidade da bactéria, os quais permitem 3 diferentes tipos de 

movimento: progressivo, circular e ao redor do eixo central (Fraga et al., 2011; 

Bharti et al., 2003). 
 

A visualização das leptospiras pode ser realizada pelo emprego de 

técnicas como microscopia de campo escuro ou contraste de fase (Faine et al., 

1999), coloração pela prata, conjugados imunocorados com fluoresceína ou 

imuno-histoquímica (Adler & Moctezuma, 2009). São sensíveis à luz solar direta, 

aos desinfetantes comuns, aos antissépticos, à dessecação, às variações de pH 

(inferiores a 6,0 ou superiores a 8,4) e às temperaturas acima de 40 °C. As 

leptospiras podem ser diferenciadas de outras espiroquetas através da sua 

morfologia característica, com extremidade em forma de gancho ou ponto de 

interrogação (Evangelista & Coburn, 2010; Fraga et al., 2011; Levett et al., 2001). 

 

 

1.1.1.2. Aspectos epidemiológicos 
 

 

A leptospirose é a zoonose com maior distribuição mundial, acometendo 

animais silvestres, domésticos e o homem (Levett, 2001). A infecção por cepas 

patogênicas de leptospira ocorre geralmente através do contato direto ou indireto 

com a urina de animais infectados, sendo o contato indireto geralmente através 

de água ou solo contaminados, onde a bactéria pode sobreviver por semanas e 

até meses (KO et al., 2009; Levett, 2001; Bharti et al., 2003; McBride et al., 2005). 

Formação de biofilme e agregados celulares podem contribuir para sua 

sobrevivência fora do organismo hospedeiro (KO et al., 2009). 
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A infecção pode ser causada através das membranas mucosas do trato 

respiratório superior por consumo de água contaminada, inalação de aerossóis 

contaminados e com menor frequência por mordida de animais (Levett, 2001). 
 

Em países de clima tropical a incidência de leptospirose é 

significativamente maior em relação a países com clima temperado, devido ao 

fato de a bactéria sobreviver por períodos mais longos em ambientes com 

temperatura e umidade mais elevadas. A doença é sazonal, com pico de 

incidência no verão ou no outono, nas regiões temperadas e durante a estação 

das chuvas, nas regiões tropicais (Levett, 2001). 
 

A infecção humana pode ocorrer através da exposição ocupacional ou 

recreativa (Levett, 2001; McBride et al., 2005; WHO, 2010). A exposição 

ocupacional é o principal fator de risco para humanos e, o contato direto se 

destaca como responsável pela maior parte das infecções em fazendeiros, 

veterinários, trabalhadores de controle de roedores, entre outros. No entanto, 

pessoas que estão em contato indireto com animais, como por exemplo 

trabalhadores da rede de esgoto, mineradores e limpadores de caixas-d’água, 

também estão propensos a contaminação por leptospiras (Levett, 2001). Já a 

exposição recreativa está associada principalmente à prática de esportes 

aquáticos e viagens a áreas de risco (Levett, 2001; McBride et al., 2005; WHO, 

2010). 
 

Quase todos os mamíferos podem ser portadores de leptospira, 

carreando a espiroqueta nos túbulos renais proximais e eliminando-as na urina 

(Levett, 2001; Bharti et al., 2003; McBride et al., 2005). A habilidade das cepas 

patogênicas de leptospira de estabelecerem o estado persistente de portador 

nos animais reservatórios é o componente essencial do seu ciclo de vida. Os 

ratos constituem o principal reservatório na leptospirose humana, excretando 

altas concentrações da bactéria mesmo após meses da infecção inicial 

(Palaniappan et al., 2007). Nestes animais, as leptospiras podem causar 

infecção sistêmica, no entanto são eliminadas de todos os órgãos em seguida, 

com exceção dos túbulos renais. Os últimos são um sítio imunoprivilegiado, 

característica essa que contribui para o alto grau de persistência do patógeno 

(KO et al., 2009). Por outro lado, humanos são considerados hospedeiros 

acidentais, desenvolvendo sinais e sintomas de leptospirose aguda e, até 

mesmo, formas fatais da doença (Fraga et al., 2011; Levett, 2001). Contudo, 
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não continuam em estado portador, necessário à transmissão. De tal maneira, a 

transmissão direta entre humanos é incomum, embora já tenha sido detectada a 

excreção de leptospiras na urina humana, meses após a recuperação do 

paciente. Acredita-se que a sobrevivência da bactéria excretada seja reduzida 

devido ao baixo pH (Levett, 2001). 
 

Os animais reservatórios são chamados de hospedeiros de manutenção, 

ou seja, espécies nas quais a infecção é endêmica e geralmente transferida de 

animal para animal por contato direto. Estes animais são interessantes para a 

manutenção da doença, já que a circulação contínua do patógeno é requeria 

para a transmissão da leptospirose (KO et al., 2009). Os animais podem atuar 

como hospedeiros de manutenção ou como acidentais, e desenvolver 

leptospirose grave e até mesmo fatal (Levett, 2001). 
 

Para a leptospirose são considerados três padrões epidemiológicos 

(Levett, 2001). Um deles ocorre nos países de clima temperado com poucos 

sorovares de leptospira. Neste perfil a Infecção humana ocorre, principalmente, 

pelo contato direto com animais infectados e, nesse caso, o controle por 

imunização dos animais e/ou humanos é possível (Levett, 2001). 
 

O outro perfil epidemiológico ocorre em áreas tropicais, com a circulação 

de inúmeros sorovares simultaneamente e as infecções humana e animal 

relacionadas a um maior número de animais reservatórios, incluindo roedores, 

cães e gado. A exposição humana se resultada na maioria das vezes da 

contaminação ambiental, principalmente durante a temporada de chuvas. Nesse 

caso, o controle da população de roedores, higiene ocupacional e, drenagens 

nas áreas de inundação são necessários para prevenção da leptospirose 

humana. Estão inclusos nesta categoria os surtos causados por desastres 

naturais, como enchentes e furacões (Levett, 2001). 
 

Na última configuração epidemiológica, a doença é causada 

principalmente por roedores urbanos. Embora esse perfil apresente menor 

importância na maior parte do mundo, é potencialmente importante em lugares 

com infraestrutura urbana precária. Por esse motivo, este tipo infecção 

raramente ocorre em países desenvolvidos, em contrapartida é bastante comum 

em países em desenvolvimento, que possuem áreas onde há altas 

concentrações de favelas (Levett, 2001). 
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1.1.1.3. Manifestações clínicas e impactos na saúde 

 

A leptospirose pode apresentar uma enorme variedade de manifestações, 

sendo a severidade dependente da amostra do microrganismo, a espécie, 

sorovar envolvido e tamanho do inóculo, assim como de características do 

hospedeiro, como idade, saúde e situação imunológica. A infecção por 

leptospiras pode induzir de uma doença febril autolimitada à doença de Weil, a 

forma grave clássica da leptospirose. O aparecimento da doença no homem 

varia de 1 dia até 4 semanas após exposição ao patógeno e pode persistir por 

meses quando os pacientes sobrevivem à infecção (Fraga et al., 2011; Levett, 

2001; Bharti et al., 2003; Picardeau, 2013). 
 

A apresentação clínica da leptospirose costuma ser bifásica, com uma 

fase aguda septicêmica, que dura aproximadamente uma semana, seguida de 

uma fase imune, que é caracterizada pela produção de anticorpos, excreção da 

bactéria pela urina e desaparecimento dos sintomas (Fraga et al., 2011; Levett, 

2001; Bharti et al., 2003; Palaniappan et al., 2007; Picardeau, 2013). A maior 

parte das complicações, no entanto, está associada à localização do 

microrganismo nos tecidos durante a fase imune e, portanto, ocorrem 

geralmente durante a segunda semana da infecção (Levett, 2001). Os sintomas 

incluem dor de cabeça, calafrios, mialgia, náusea e vômitos. No entanto, em 

muitos dos casos documentados a doença se apresenta de forma branda, sendo 

difícil o diagnóstico clínico diferencial com outras doenças infecciosas. 
 

A Síndrome de Weil, a forma mais severa da doença, é caracterizada por 

complicações sistêmicas em vários órgãos simultaneamente, incluindo icterícia, 

meningite, hemorragias, disfunção hepática e renal e colapso cardiovascular. 

Dano vascular e lesões endoteliais foram observados em todos os órgãos 

afetados (Evangelista & Coburn et al., 2010). Outra complicação é a Síndrome 

Pulmonar Hemorrágica, que foi associada à leptospirose em um surto na 

Nicarágua em 1995 e, desde então, vem sendo descrita como complicação 

grave da leptospirose e importante causa de febre hemorrágica em várias 

regiões do mundo (Trevejo et al., 1998; Marotto et al., 1999; Helmerhorst et al., 

2012; Gouveia et al., 2008). A letalidade da Síndrome de Weil varia entre 5% e 

15% já a da Síndrome Pulmonar Hemorrágica ultrapassa 50% (Bharti et al., 

2003; Helmerhorst et al., 2012). 
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A leptospirose tem um impacto significativo na saúde pública, 

particularmente nos países da Ásia e Américas e possivelmente nos países da 

África. Estimativas recentes indicam que há mais de 500.000 casos de 

leptospirose por ano ao redor do mundo (WHO, 2010). No Brasil, 4.706 casos 

de Leptospirose em humanos foram confirmados em 2014, com 327 óbitos. E 

em 2015, formam registrados 4.288 casos confirmados de leptospirose, 

distribuídos pelas 5 regiões do país nas seguintes proporções: Norte (1.297 

casos), Nordeste (392 casos), Sudeste (947 casos), Sul (1.579 casos) e Centro-

oeste (73 casos) (Sinan/SVS/MS, 2016). Estes números, porém, subestimam 

significativamente o impacto global da doença, já que a maioria dos casos 

relatados é relativa a manifestações graves da doença, pois a notificação é 

baseada na identificação de casos graves. Ao mesmo tempo, a leptospirose é 

comumente confundida com outras doenças febris de origem infecciosa devido 

ao amplo espectro de sinais e sintomas inespecíficos e ao fato de que poucos 

laboratórios no mundo estarem capacitados para realizar os testes diagnósticos 

padronizados (McBride et al., 2005; WHO, 2010). Portanto, 
 

é preciso considerar que o impacto total da leptospirose é significativamente 

maior do que o indicado por estimativas baseadas em vigilância passiva. 
 

Com o aumento da globalização, a doença emergiu como um importante 

problema de saúde relacionado a viagens. Atualmente, a leptospirose é vista 

como uma doença emergente e vem se tornando uma ameaça à saúde pública 

em países desenvolvidos. Atividades recreativas, como natação, esportes 

aquáticos e viagens, tornaram-se as exposições de risco predominantes (Levett, 

2001; McBride et al., 2005; WHO, 2010; Lau et al., 2010). Além disso, o Painel 

Intergovernamental sobre as Alterações Climáticas sugeriu que devido às 

mudanças climáticas que vêm ocorrendo como consequência do aquecimento 

global, muitas regiões estão susceptíveis a enchentes mais fortes e frequentes 

(WHO, 2010). 
 

A leptospirose é uma doença negligenciada (Hotez et al., 2007), o que faz 

com que o seu maior impacto ocorra nas populações mais pobres de países em 

desenvolvimento. Tradicionalmente, a leptospirose é a principal causa de 

mortalidade e morbidade entre agricultores rurais de subsistência (McBride et 

al., 2005; WHO, 2010) e vem emergindo como um problema de saúde urbana. 

Atualmente, um bilhão de pessoas reside em favelas (Nations U, 
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2003), onde a falta de saneamento básico permitiu condições favoráveis para 

transmissão a partir dos ratos (De Faria, 2008). Estima-se que a população 

residente em favelas duplique nos próximos 25 anos (Nations U, 2003). Com o 

crescimento da população dos grandes centros urbanos, que é marginalizada e 

não possui acesso a serviços básicos de saúde e saneamento, é esperado que 

a leptospirose se configure como um problema de saúde global de importância 

crescente no futuro (WHO, 2010). 

 

1.1.1.4. Aspectos imunológicos da leptospirose 
 

 

A resposta humoral é o mecanismo primário de imunidade na infecção por 

leptospiras e medeia o mecanismo de resistência natural. Essa observação 
 

é evidenciada através da presença de anticorpos das classes IgM e IgG no soro 

de pacientes que convalesceram de formas graves da leptospirose em até 6 

anos após a infecção inicial (Evangelista & Coburn, 2010). 
 

O sistema imune inato constitui a primeira linha de defesa do hospedeiro 

e desempenha papel crucial no reconhecimento e eliminação de leptospiras. 
 

Os receptores semelhantes ao Toll (TLR, do inglês “Toll-like receptor) e 

os receptores semelhantes ao Nod (NLR, do inglês Nodlike receptor) são as duas 

famílias principais de receptores que desempenham papel decisivo no 

reconhecimento do patógeno pelo sistema imune inato hospedeiro (Evangelista 

& Coburn, 2010; Fraga et al., 2011). 
 

Geralmente, LPS de bactérias Gram negativas ativam TLR4, resultando 

em uma resposta pró-inflamatória mediada por citocinas e quimiocinas. No 

entanto, o LPS de leptospira ativa macrófagos humanos através de TLR2 ao 

invés de TLR4. Esse reconhecimento diferenciado é atribuído à composição 

incomum do lipídeo A e pode ser uma estratégia da bactéria patogênica para 

evitar a ativação adequada de células do sistema imune, contribuindo para o 

estabelecimento da infecção em humanos (Fraga et al., 2011; Palaniappan et 

al., 2007). 
 

As leptospiras são microrganismos extracelulares, deste modo, a 

imunidade adquirida é dependente da produção de anticorpos e da ativação da 

via clássica do sistema complemento. A produção de anticorpos é importante na 

fagocitose da bactéria por neutrófilos e macrófagos, sendo efetiva somente 
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quando o patógeno encontra-se opsonizado por anticorpos IgG específicos, 

sugerindo que o envelope externo das leptospiras possui um componente 

antifagocítico (Ko et al., 2009; Fraga et al., 2011). 
 

Estes anticorpos específicos podem aglutinar bactérias e ativar a via 

clássica do sistema complemento, sendo esta ativação um dos mecanismos 

efetores mais importantes durante as primeiras horas de infecção e as opsoninas 

geradas após ativação desse sistema podem também intensificar o processo de 

fagocitose pelas células do sistema imune inato (Fraga et al., 2011). Os 

anticorpos produzidos durante a infecção por leptospira, assim como ocorre para 

outras bactérias Gram negativas, são aglutinantes e direcionados principalmente 

contra o LPS bacteriano (Ko et al., 2009; Evangelista & Coburn, 2010; Fraga et 

al., 2011). Tal fato pode ser confirmado pela relação entre proteção e os níveis 

de anticorpos anti-LPS na transferência de imunidade passiva através de soro 

hiperimune ou de anticorpos monoclonais. Contudo, a imunidade anti-LPS é 

limitada aos sorovares homólogos ou intimamente relacionados e não se sabe 

se a resposta por anticorpos contra outros antígenos além do LPS também 

conferem proteção (Ko et al., 2009, Fraga et al., 2011; Levett, 2001). 
 

Apesar de serem patógenos extracelulares, as leptospiras virulentas são 

microrganismos com grande capacidade invasiva e de adesão, penetrando na 

célula hospedeira mais eficientemente do que as cepas não virulentas ou não 

patogênicas. Além disso, elas podem escapar do fagolisossomo para o citosol 

de macrófagos humanos, comportamento clássico de patógenos intracelulares 

(Ko et al., 2009; Fraga et al., 2011). 
 

Consequentemente, peptídeos bacterianos podem ser apresentados via 

MHC de classe I para linfócitos T CD8. De fato, linfócitos T CD8 específicos para 

peptídeos derivados de LigA foram identificados em humanos. No entanto, o 

papel da imunidade celular na leptospirose permanece pouco compreendido 

(Fraga et al., 2011; Palaniappan et al., 2007). 

 

 

1.1.2. Importância Da Vacinação 
 

 

A vacinação tem a finalidade de gerar uma resposta imune de memória 

protetora, de suficiente intensidade e duração, para prevenção ou atenuação 
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da virulência de organismos patogênicos (Petrovsky & Cooper, 2011). Há mais 

de 200 anos, a vacinação foi introduzida como uma estratégia de controle de 

doenças infecciosas, sendo considerada uma das maiores intervenções médicas 

nessa área. A vacinação tem se mostrado extremamente importante na redução 

da morbidade e mortalidade dessas patologias (De et al., 2013; Hilleman, 2000; 

Pashine et al., 2005), sendo sua importância reforçada pelo fato de que os 

programas de imunização levaram à erradicação completa, ou quase completa, 

de algumas destas doenças, tais como, varíola, difteria, poliomielite e tétano 

neonatal, na maioria dos países desenvolvidos e em desenvolvimento (Abbas et 

al.,2012; Nandedkar, 2009). 
 

O Brasil dispõe de um Programa Nacional de Imunizações (PNI) desde 

1973 e este visa integrar ações de imunização realizadas no país. Uma grande 

proporção de vacinas licenciadas no país é baseada em organismos vivos, e 

apesar da sua forte potência, estes sistemas vivos têm reações adversas que 

variam desde reações anafiláticas até encefalite, doença associada à vacina e 

até morte (Huang et al., 2004; Perrie et al., 2007). Por este motivo, os 

investimentos atuais estão direcionados a vacinas de subunidade, que são 

vacinas que possuem apenas os melhores antígenos estimulantes do sistema 

imune. Na maioria dos casos, estas vacinas estimulam epitopos muito 

específicos que reconhecem e se ligam a anticorpos ou células T. As vacinas de 

subunidade contêm apenas os antígenos essenciais para desencadear uma 

resposta efetiva contra o microrganismo, sendo assim, as chances de reação 

adversa são muito menores. Por outro lado, o desenvolvimento de novas vacinas 

que sejam simultaneamente seguras e efetivas, é um processo bastante 

complexo ainda nos dias de hoje, quando considerada a utilização de antígenos 

altamente purificados obtidos a partir de tecnologia recombinante e da utilização 

de peptídeos sintéticos. (Nabel, 2013; Mallapragada & Narasimhan, 2008). 
 

Estes antígenos possibilitam a geração de vacinas seguras com menor 

ocorrência de eventos adversos decorrentes da sua administração. Contudo, a 

falta de características de um patógeno original, como por exemplo, a habilidade 

de replicação, de produção de altos níveis de antígenos e, de componentes 

imunoestimulatórios devido à presença de diferentes e 
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numerosos epítopos, resultam na baixa imunogenicidade dessas formulações 

(Reed et al., 2013; Janeway & Medzhitov, 2002). 
 

Para aumentar a imunogenicidade destas formulações vacinais é 

necessária a utilização de substâncias com efeito adjuvante para potencializar a 

resposta gerada por estes antígenos (Tandrup Schmidt et al., 2016; Kazzaz et 

al., 2006; Perrie et al., 2008; Sharp et al., 2009; Vangala et al., 2006). Por 

consequência, há então a necessidade de estudos aprofundados sobre 

respostas desencadeadas por diferentes adjuvantes no contexto de vacinas 

recombinantes para doenças infecciosas. 
 

Neste trabalho, avaliamos diferentes adjuvantes, com modos de ação 

distintos, associados à proteína recombinante LigANI, porção não-idêntica da 

molécula da LigA (Leptospiral immunoglobulin-like protein A) de Leptospira 

interrogans, uma adesina pertencente à família Big (Bacterial immunoglobulin-

like) que é constituída de proteínas com domínios repetidos e que estão expostas 

na superfície da bactéria. Esta porção da molécula de LigA, trata-se de uma 

proteína de membrana externa (OMP), presente apenas em leptospiras 

patogênicas, característica considerada importante para o reconhecimento deste 

antígeno pelo sistema imune. Este fato associado aos resultados obtidos com 

esta proteína em ensaios de desafio, apontam para esta proteína como um 

importante candidato a antígeno para o desenvolvimento de uma vacina de 

subunidade contra leptospirose (Silva, 2007; Koizumi & Watanabe, 2004; 

Palaniappan et al, 2006; Coutinho, 2011). No entanto, a imunidade estéril 

continua um desafio, havendo a necessidade crítica da utilização de adjuvantes 

mais eficientes. 

 

 

1.1.3. Adjuvantes 
 

 

Adjuvantes foram originalmente descritos por Ramon como substancias 

que potencializam a resposta imune a um antígeno (Ramon, 1924). A palavra 

adjuvante deriva de adjuvare, do latim “ajudar” ou “auxiliar” (Cox & Coulter, 

1997). São substâncias capazes de aumentar a resposta imune específica e 

auxiliar o antígeno a desencadear uma resposta imune precoce, elevada e 

duradoura (Apostólico et al., 2016; Awate et al., 2013). 
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Formulações vacinais com novos adjuvantes são bastante atraentes para 

aperfeiçoar o desempenho de antígenos purificados. Nos últimos anos, os 

adjuvantes vêm recebendo muita atenção, devido ao desenvolvimento de 

vacinas sintéticas e purificadas, usando subunidades de antígenos, os quais são 

fracos imunógenos e requerem adjuvantes para desencadear uma resposta 

imunológica (Azmi et al., 2014). Os adjuvantes apresentam diversos 

mecanismos de ação e devem ser selecionados baseados na rota de 

administração e na imunidade requerida pelo tipo de vacina particular (imunidade 

humoral, celular ou mucosa). A seleção de adjuvantes para vacinas humanas é 

determinada por um balanço entre a adjuvanticidade requerida e níveis de 

eventos adversos aceitáveis (Guy, 2007; apostólico et al., 2016). 
 

Adjuvantes podem ser utilizados para aumentar a imunogenicidade, 

diminuir a dose necessária de antígeno, acelerar a resposta imune, reduzir o 

número de imunizações necessárias, aumentar a duração da proteção, ou ainda, 

otimizar a eficácia da imunização em respondedores fracos, como neonatos e 

idosos (Reed et al., 2013; Petrovsky & Aguilar, 2004). Apesar de servirem 

essencialmente para o mesmo propósito, ou seja, aumentar a resposta imune, 

os adjuvantes são diversos quanto à constituição química e estrutural, à atividade 

e ao modo de ação (De Gregorio et al., 2013; Guy, 2007; Mastelic et al., 2010). 

Uma extensa família de moléculas e substâncias, incluindo sais minerais, 

produtos microbianos (CpG, Monofosforil Lipídio A ou MPL, toxinas da cólera), 

emulsões (adjuvante de Freund, MF59), particulados (lipossomos), sintéticos 

(análogos de dipeptídeo muramil), saponina (QS-21) e imunomoduladores 

endógenos (citocinas, quimiocinas e moléculas co-estimuladoras), micro e 

nanopartículas têm sido avaliadas quanto à sua capacidade adjuvante, muitas 

vezes de forma empírica, sem o conhecimento dos mecanismos de ação 

específicos (Awate et al., 2013; Garlapati et al., 2009; Vogel & Powell, 1995; 

Singh & O'Hagan, 1999; Singh & O'Hagan, 2002; Kensil et al., 2004; Tritto et al., 

2009; Vartak & Sucheck, 2016). 
 

Desta forma, os adjuvantes são representados por muitas e diferentes 

substâncias sendo elas naturais ou sintéticas e podem ser divididos em duas 

principais classes baseadas no seu mecanismo de ação notado, sendo estas os 

adjuvantes carreadores e adjuvantes imuno-estimulatórios (Reed et al., 2013; 

Singh & O’ Hagan, 2003). 
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1.1.3.1. Adjuvantes carreadores 
 

 

Os adjuvantes carreadores geralmente são partículas in natura e incluem 

emulsões, micropartículas, complexos imunoestimuladores (ISCOMS), 

lipossomas e virossomas (Singh & O’ Hagan, 2003). Os adjuvantes baseados 

em Alumínio (“Alums”) devem também ser incluídos nesta categoria, uma vez 

que induzem a formação de microcristais de ácido úrico. Estes adjuvantes atuam 

principalmente dirigindo antígenos para células apresentadoras de antígenos 

(APCs) e, podem também aumentar a apresentação cruzada. Além disso, 

podem proteger antígenos da degradação in vivo por proteases e nucleases, 

permitindo a sua passagem através da barreira epitelial, ou através da promoção 

do efeito de depósito, o que aumenta a absorção do antígeno, prolongando a 

sua exposição no local da injeção. No entanto, há evidências que sugerem que 

os sistemas de entrega de partículas também ativam a imunidade inata (Shi et 

al., 2001; Singh & O’ Hagan, 2003; Pashine et al., 2005). Estes adjuvantes têm 

sido empregados com sucesso por muitos anos como adjuvantes em vacinas 

licenciadas. 
 

Os sistemas de veiculação de vacinas são geralmente compostos de 

partículas de dimensões comparáveis a patógenos, como bactérias ou vírus 

(Perrie et al., 2008; Schwendener et al., 2010), primeiramente descritos como 

formadores de depósito do antígeno, embora existam atualmente evidências de 

que alguns desses adjuvantes possam ativar a resposta imune inata (Awate et 

al., 2013). O encapsulamento pode atuar aumentando a imunogenicidade e, 

permitindo a veiculação da formulação devido ao aumento da proteção contra 

degradação e reconhecimento pelas APCs (Malyala et al., 2008). Adjuvantes 

podem atuar por um ou vários mecanismos de ação, atuando na liberação 

controlada do antígeno no sítio de infecção (efeito depósito), estimulando a 

produção de citocinas e quimiocinas, recrutando as células relacionadas à 

resposta imune no sítio de injeção, aumentando o ingresso do antígeno nas 

APCs, ativando e maturando as APCs, aumentando a expressão do complexo 

principal de histocompatibilidade (MHC) de classe II e das moléculas 

coestimulatórias e, ativando os inflamossomos (Awate et al., 2013; Cox; Coulter, 

1997; De et al., 2013). 
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As emulsões oleosas e os sais de Alumínio são os adjuvantes mais 

utilizados em vacinas de uso veterinário e humano (Aucouturier et al., 2001; De 

et al., 2013). 

 
 

1.1.3.2. Adjuvantes imunoestimulatórios 
 

 

Adjuvantes imunoestimulatórios são aqueles que ativam 

preferencialmente a imunidade inata (Mutwiri et al., 2011). Os avanços na 

compreensão do papel que a imunidade inata desempenha na ativação da 

imunidade adaptativa forneceram uma maior compreensão sobre o mecanismo 

de ação destes adjuvantes (Iwasaki & Medzhitov, 2004). Adjuvantes 

imunoestimulatórios são predominantemente derivados de patógenos e 

representam Padrões Moleculares Associados a Patógenos (PAMPs) tais como, 

CpG oligodeoxinucleotídeo (ODN), LPS e o seu derivado, monofosforil-lípido A 

(MPL), e dipéptido de muramilo (MDP), os quais estão presentes em organismos 

patogênicos, mas estão ausentes no hospedeiro (Mutwiri et al., 2011). Estas 

moléculas são reconhecidas por PRRs (receptores de reconhecimento de 

padrões) como TLRs (Receptores Toll-like) e NLRs (receptores NOD-like) 

expressos por células do sistema imunológico do hospedeiro vertebrado. O 

acoplamento destes receptores inicia uma cascata de atividades de sinalização 

intracelular que conduzem à superexpressão de genes de leucócitos envolvidos 

na secreção de citocina e quimiocina, e expressão de moléculas co-

estimuladoras. Estes eventos constituem a fase inata da resposta imune, e são 

críticos para o controle da replicação do patógeno e iniciação da imunidade 

adaptativa (Janeway & Medzhitov, 2002; Pulendran & Ahmed, 2006). 

 
 

1.1.4. Sais de alumínio 
 

 

Os adjuvantes baseados em sais de Alumínio, comumente denominados 

“alum”, compreendem os adjuvantes de Fosfato de Alumínio, Hidróxido de 

Alumínio e Hidróxido-fosfato de Alumínio. São amplamente empregados, sendo 

aprovados para uso humano, inclusive pediátrico. Glenny foi o primeiro a publicar 

em 1926 o estudo com este adjuvante em modelos animais (Glenny, 
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1926). Esta classe de adjuvantes é componente de várias vacinas virais e 

bacterianas, como as vacinas contra difteria, tétano e coqueluche, vacinas contra 

os vírus das hepatites A e B, raiva, dentre outras. 
 

Apesar do uso generalizado destes sais como adjuvantes, principalmente 

do Hidróxido de Alumínio, surpreendentemente, não há ainda total entendimento 

sobre seu mecanismo de ação. Os adjuvantes à base de alumínio incluem, entre 

outros, o efeito repositório, o efeito pró-fagocítico, e a ativação da via pró-

inflamatória NLRP3 (Kool et al., 2008). Estes estimulam imunidade inata, bem 

como adquirida além de ativar o sistema complemento. Os antígenos vacinais 

são adsorvidos nas partículas de alumínio, o que resulta em um aumento da 

estabilidade do antígeno, levando à suposição inicial de que o alumínio criasse 

um depósito in situ, que permitiria a liberação prolongada do antígeno e 

consequente aumento da exposição deste ao sistema imune (Hem & White, 

1995). Contudo, ensaios posteriores puseram em desconfiança o modo de ação 

desse adjuvante. Foi demonstrado que após injeção intramuscular, grande parte 

do antígeno difundia do local de injeção em algumas horas (Gupta et al., 1996). 

Corroborando este achado, foi também demonstrado que a administração do 

antígeno adsorvido ao alumínio não aumentava a meia vida deste in situ (Hem 

& Hogenesch, 2007). 
 

Formulações vacinais particuladas, como os antígenos adsorvidos ao 

alumínio, são internalizadas pelas APCs mais rapidamente do que antígenos 

solúveis (De et al., 2013). O mecanismo de otimização do ingresso do antígeno 

pelos sais de alumínio ainda não está elucidado, mas um estudo realizado por 

Flach e colaboradores (2011) propõe que a apresentação do antígeno ocorra 

sem o ingresso de alumínio nas células dendríticas. Eles demonstraram que o 

alumínio é capaz de se ligar a lipídios de membrana das células dendríticas com 

substancial força e não aos receptores específicos destas (Flach et al., 2011). 

Essa ligação promove uma alteração na estrutura dos lipídios de membrana que 

envolve a agregação dos motivos ativadores baseados nos imunoreceptores de 

tirosina (ITAMs), com tirosina quinase esplênica (Syk) e fosfoinositol-3-quinase 

(PI3K), mediando uma subsequente resposta fagocítica. Dessa forma, o 

alumínio não ingressaria na célula, mas, ao invés disso, “entregaria” o antígeno 

adsorvido através da membrana plasmática. De acordo com os autores, as 

células dendríticas ativadas pelo Hidróxido de Alumínio 
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desenvolvem uma forte afinidade pelas células T CD4, medida por ICAM-1 

(Molécula de adesão intracelular-1) e LFA-1 (antígeno associado à função dos 

leucócitos-1), sendo esse um mecanismo essencial para a adjuvanticidade dos 

sais de alumínio. No entanto, estes resultados se opõem a estudo prévio 

utilizando microscopia confocal, que mostra que o alumínio é sim internalizado 

pelas APCs (Hornung et al., 2008). 
 

Tipicamente o alumínio induz predominantemente resposta imune tipo 

Th2, em relação à resposta imune celular tipo Th1. O mecanismo de como isso 

ocorre não é bem elucidado, entretanto, foi demonstrado que ao contrário do que 

ocorre com os agonistas de receptores “Toll-like” (agonistas TLR), que requerem 

moléculas adaptadoras fator de diferenciação mielóide 88 (MyD88) e TRIF (do 

inglês, TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β), o efeito adjuvante 

do alumínio não é diminuído na ausência dessas proteínas, sugerindo que o 

alumínio não sinaliza de maneira dependente de TLR (Gavin et al., 2006). 
 

Formulações contendo alumínio como adjuvante estimulam a ativação do 

inflamossomo, envolvendo a sinalização mediada por NLRP3 e caspase-1 e 

consequente liberação de IL-1 beta e IL-18 pelas células dendríticas (DCs) 

(Sokolovska et al., 2007). As DCs ativadas desse modo estimulam as células T 

CD4(+) a secretarem IL-4 e IL-5, direcionando para uma resposta Th2. Por outro 

lado, o alumínio pode indiretamente promover a liberação de certas moléculas 

pelas células, as quais podem auxiliar na atividade adjuvante. Exemplo disso é 

a estimulação na produção de ácido úrico, o qual é produzido normalmente como 

um padrão molecular associado ao perigo (DAMP) após injúria celular (Kool et 

al., 2008). O efeito imunoestimulatório secundário em resposta à vacinação com 

vacinas contendo alumínio é devido ao ácido úrico liberado, que é então 

internalizado pelas APCs e as ativa via inflamossomo (Hornung et al., 2008). 

Sabe-se que o efeito imunoestimulatório do alumínio é amplo e parece envolver 

múltiplas vias, necessitando de mais estudos para a sua elucidação. 
 

O alumínio não induz a produção de IFN-ɤ e estimulação de linfócitos T 

citotóxicos, importantes para o controle de infecções virais intracelulares (Kazzaz 

et al., 2006), e pode causar reações adversas locais, como nódulos 

subcutâneos, eritema e hipersensibilidade de contato (Perrie et al., 2008). No 
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entanto, este adjuvante continua sendo a referência em estudos que avaliam 

novas substâncias com potencial adjuvante, utilizado muitas vezes como um 

controle, já que é regularmente utilizado em vacinas humanas, com bom 

histórico de segurança (Wen & Shi, 2016). 

 
 

1.1.5. Agonistas de receptores Toll-like 
 

 

O sistema imunológico tem a tarefa complexa de separar componentes 

do próprio organismo de agentes externos que possam ser ameaças. Para 

cumprir esta missão, o sistema imunológico desenvolveu receptores que 

reconhecem moléculas presentes em organismos patogênicos, mas que 

demonstram ter uma interação limitada com componentes do hospedeiro 

(Gordon, 2002). Estes receptores, conhecidos como receptores de 

reconhecimento padrão (PRRs) têm como função promover uma resposta imune 

inata e incluem elementos tais como o receptor de manose (MR), receptores 

scavenger, TLRs, entre outros. Os PRRs se ligam a estruturas microbianas 

conservadas chamadas padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs). 

A expressão destes receptores permite que o sistema imune reconheça uma 

grande variedade de agentes patogênicos que expressam um ou mais destes 

PAMPs, e sua ligação inicia a resposta imunológica subsequente. Os PRRs são 

expressos em células do sistema imune inato, incluindo macrófagos, neutrófilos, 

células dendríticas e células natural killers (NK) (Takeuchi & Akira, 2002). Após 

ligação ao ligante, TLRs ativam as vias de transdução de sinal através do 

recrutamento de moléculas adaptadoras, tais como MyD88 (Akira et al.,2003; 

Kawai et al., 1999). 
 

Diversas vacinas são constituídas por antígenos atuam como agonistas 

de receptor Toll-like (TLRAs) de como Bacilo de Calmette Guérin (TLR2 e TLR4) 

(Heldwein et al., 2003; Yadav &. Schorey, 2006) a vacina oral contra a 

poliomielite (TLR3) (Harris & Coyne, 2013; Oshiumi et al., 2011), vacina contra 

febre amarela (TLR 7, 8, e 9) (Querec et al.,2006), a vacina de mucosa contra 

Tétano (TLR5) (Lee et al., 2015), entre outras. 
 

Um importante agonista proteico natural de TLR5, que vem sendo 

estudado como adjuvante, é a Flagelina, que constitui o componente principal 

de flagelos bacterianos capaz de estimular a defesa de uma variedade de 
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organismos hospedeiros, incluindo mamíferos, insetos e plantas (Hayashi et al., 

2001). A Flagelina ativa a resposta imune inata, que é considerada importante 

para a iniciação e a regulação imune adaptativa (Qi et al., 2015). Ao longo dos 

últimos anos surgiu um grande interesse no desenvolvimento de Flagelina como 

um adjuvante para uso em vacinas humanas para estimular resposta imune 

humoral e resposta mediada por células (Bates et al., 2011). 
 

Atualmente a Flagelina é produzida por tecnologia do DNA recombinante, 

e a maioria das avaliações de Flagelina como estimulador do sistema imune tem 

usado uma das duas formas de Flagelina de Salmonella typhimurium (FliC e 

FljB), além disso, também vêm sendo estudados 6 genes estruturais de Flagelina 

de Vibrio vulnicus (FlaA, FlaB, FlaC, FlaD, FlaE e FlaF), demonstrando que a 

FlaB possa ter maior atividade adjuvante por via mucosa (Lee et al., 2006). 

 
 

1.1.6. Nanopartículas como adjuvantes 
 

 

Nanopartículas são partículas com diâmetro geralmente variando entre 1 

e 100 nm. O seu ingresso nas células é facilitado justamente pelo seu tamanho 

reduzido e estas são em grande parcela biocompatíveis (Burgess, 2009). 

Nanopartículas podem ter efeito nas células imunes beneficiando no tratamento 

de desordens mediadas por respostas imunes indesejadas e reforçar a resposta 

imune à antígenos fracos. Nanovacinas podem oferecer muitas vantagens, 

incluindo a redução de eventos adversos, o delivery do antígeno no sítio 

específico e, o aumento da biodisponibilidade do antígeno (Zolnik et al., 2010). 

Além disso, as nanopartículas utilizadas em formulações vacinais tendem a 

apresentar tamanho comparável a patógenos reconhecidos pelo sistema imune 

(Xiang et al., 2008). 
 

O uso de nanopartículas como adjuvante é possível graças as suas 

propriedades imunoestimulatórias e de carreamento de antígenos vacinais. 

Exemplos de algumas das principais nanopartículas utilizadas no 

desenvolvimento de nanovacinas incluem: nanopartículas metálicas 

relativamente inertes como o ouro coloidal, com 10 a 50 nm, nas quais o antígeno 

é conjugado ou associado; micelas compostas de polímeros anfifílicos que 

formam estruturas contendo 5 a 100 nm de diâmetro em solução aquosa; 
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lipossomas (20 nm a 1μm) que são estruturas compostas de um núcleo aquoso 

completamente encapsulado por uma bicamada lipídica; e nanotubos de 

carbono (2 a 100nm) compostos de anéis de benzeno formando um cilindro de 

carbono (Zaman et al., 2013). 
 

Nanopartículas de fosfato de cálcio (Ca3(PO4)2) são utilizadas em 

vacinas para uso humano deste 1960 na Europa e têm demonstrado uma 

excelente capacidade de absorção de moléculas bioativas, sendo estáveis 

durante anos em suspensão aquosa, como gel ou como pó de pulverização. 

Em estudos de toxicidade aguda em cobaias, este adjuvante tem se mostrado 

seguro para a administração via oral, muscular, subcutânea e inalação 

pulmonar (He et al., 2000). 
 

Ao longo dos anos foram gerados extensos dados pré-clínicos que 

mostram a capacidade das nanopartículas de fosfato de cálcio em aumentar a 

imunogenicidade das vacinas já existentes, bem como, de novos antígenos 

vacinais após adminstração por via intramuscular por via mucosa. A segurança 

e a eficácia das nanopartículas de fosfato de cálcio em vacinas foi demonstrada 

utilizando diferentes antígenos virais e bacterianos, como o da herpes genital 

(HSV-2), do vírus de Epstein Barr (He et al., 2000), da gripe sazonal (H3N2, 

H1N1), da gripe aviária H5N1, da gripe suína H1N1, do HIV, do antraz, da 

malária, da hepatite B, do tétano e da tuberculose e recentemente em 

Leishmaniose experimental (Chaurasia et al., 2016). 
 

Na Europa, nanopartículas de fosfato de cálcio foram utilizadas como um 

adjuvante de vacinas contra difteria e tétano e antígenos para reações alérgicas 

(Relyveld et al., 1985). Goto e colaboradores relataram que as reações locais 

nos tecidos causadas por injeção de gel e suspensão de nanopartículas de 

fosfato de cálcio cessaram completamente na quarta semana, enquanto a 

irritação causada por gel e suspensão de Hidróxido de Alumínio persistiu por 8 

semanas (Goto et al., 1993). 
 

Poucos estudos recentes demonstram a capacidade imunoestimulatória 

de adjuvantes baseados em nanopartículas de fosfato de cálcio, no entanto, há 

grande necessidade da realização de estudos utilizando este adjuvante 

associado a antígenos vacinais de diferentes origens, por ser um adjuvante que 

demonstrou segurança e grande estabilidade que são qualidades importantes na 

produção de vacinas para uso humano e veterinário. 
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1.1.7. Complexos imunoestimulatórios 
 

 

Um grupo de imunoestimuladores de grande interesse são as 

saponinas, cuja forte atividade adjuvante foi descrita pela primeira vez em 1930 

(Dalsgaard, 1970). As saponinas são triterpenóides naturais ou glicósidos de 

esteróides, que podem ser extraídos a partir da casca de uma árvore da América 

do sul chamada Quillaja saponaria (casca de sabão) (Sun et al., 2009; Osbourn 

et al., 2011). 
 

O QS-21 já foi considerado o adjuvante baseado em saponina mais 

potente, sendo extensivamente utilizado em vários estudos, incluindo os de 

vacinas de uso terapêutico e de uso profilático para animais e humanos (Dey & 

Srivastava, 2011; Kim et al., 2000). O QS-21 demonstrou ser efetivo como 

adjuvante imunológico para vacinas humanas para uma variedade de antígenos 

(bacterianos, vírais e parasitários) e ter uma toxicidade relativamente baixa em 

estudos pré-clinicos em camundongos (Kensil & Kammer, 1998; Ragupathi et 

al., 2011). Demonstrando estimular tanto resposta imune humoral quanto celular 

composta por imunidade dos tipos Th1 e Th2 (Pearse & Drane, 2004). 
 

A capacidade de estimulação de resposta celular do QS-21 é 

especialmente importante para o desenvolvimento de vacinas contra câncer e 

patógenos intracelulares (Leroux-Roels, 2010). Uma série de ensaios de vacinas 

foram conduzidos usando o QS-21 como adjuvante, inicialmente para vacinas 

de câncer (melanoma, mama e próstata) e, subsequentemente, para vacinas 

contra doença de Alzheimer e doenças infecciosas, incluindo vírus da influenza, 

vírus da imunodeficiência humana (HIV)-1, vírus herpes simplex (HSV), malária 

e hepatite B (Dey & Srivastava, 2011; Ragupathi et al., 2011). 
 

Contudo, a saponina natural QS-21 tem desvantagens inerentes como 

instabilidade química, fornecimento limitado, purificação difícil e de baixo 

rendimento, além da toxicidade limitante da dose, que a impede de ter uma 

utilização mais ampla (Adams et al., 2010). Além disso, há relatos de que QS-21 

poderia causar hemólise in vitro, sendo também observados efeitos colaterais 

com sua utilização in vivo (Sun et al., 2009). Saponinas interagem com colesterol 

e podem formar poros na bicamada lipídica das membranas 
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celulares. Quando essa interação acontece aos eritrócitos, pode ocorrer 

hemólise (Kersten & Crommelin, 2003). 
 

Com o intuito de reduzir a toxicidade relacionada à saponina, um 

complexo imunoestimulador (ISCOM) foi desenvolvido por Morein e 

colaboradores em 1984 (Behboudi et al., 1995). 
 

Estes complexos imunoestimuladores (ISCOMs) foram desenvolvidos por 

uma combinação de raciocínio científico a um elemento do inesperado. A 

finalidade com o desenvolvimento do ISCOM era formular antígeno e adjuvante 

em uma mesma partícula (Morein et al., 2004; Sjölander et al., 1998). 
 

ISCOMs são estruturas particuladas com aproximadamente 40-nm, que 

são formadas espontaneamente de colesterol, fosfolipideos, saponina e 

proteínas de envelope viral quando colocadas juntas (Cox et al., 1998; Azmi et 

al., 2014). Esta formulação mantem a atividade adjuvante da saponina com a 

estabilidade aumentada quando comparada com o QS-21. Além disso, a 

preocupação de hemólise é resolvida, eliminando a possibilidade de a saponina 

interagir com as membranas celulares (Lovgren et al., 2011; Sun et al., 2009). 
 

Os ISCOMs são transportadores lipídicos que agem como adjuvantes, 

com toxicidade mínima. Estes adjuvantes carregam os peptídeos e proteínas ao 

citoplasma e induzem respostas de células T (MHC classe I) aos antígenos, 

constituindo importantes candidatos para uso em vacinas humanas (Hawkins et 

al., 2003; Agrawal et al., 2003). Estes compostos são capazes de produzir 

resposta imune humoral e celular balanceada, através da indução de múltiplos 

mediadores de resposta imune inata e adaptativa, de processos celulares e da 

interação entre estes elementos (Pearse & Drane, 2004). 
 

Uma grande diversidade de vacinas experimentais tem sido formulada 

com ISCOMs, demonstrando capacidade de indução de fortes respostas imune 

humoral e celular em uma variedade de espécies animais (Sun et al., 2009). 

Estas formulações são preparadas com antígenos definidos, não existindo 

muitos relatos sobre a utilização de ISCOMs associados a bactérias inteiras 

(Camussone et al., 2013). 
 

ISCOMs são adjuvantes que funcionam como novos apresentadores de 

antígenos e são considerados, até o momento, os sistemas de entrega de 

antígeno de maior sucesso para antígenos de origem viral, bacteriana e, até 

mesmo, parasitário (Agrawal et al., 2003; Kensil, 1996; Morein et al., 2004). 
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A principal característica das vacinas baseadas em adjuvantes ISCOM é 

a sua habilidade de induzir forte resposta imune humoral e celular, incluindo 

resposta do tipo CTL (Sanders et al., 2005). A primeira década de pesquisa 

demonstrou em uma variedade de modelos animais, incluindo primatas não 

humanos, e utilizando uma vasta gama de antígenos, que vacinas baseadas em 

adjuvantes ISCOM são seguras (Sjölander et al., 2001), altamente imunogênicas 

e eficazes (Lövgren Bengtsson et al., 2011). 
 

Já a segunda década tem construído sobre base sólida de ciência básica, 

a garabtia de que as vacinas baseadas em ISCOM são adequadas para uso no 

desenvolvimento de vacinas humanas. Estes estudos têm incluído o 

desenvolvimento de métodos para fabricação de vacinas baseadas em ISCOM 

que sejam robustas, reproduzíveis e capazes de serem produzidas em larga 

escala, resultando no desenvolvimento de vacinas baseadas em ISCOM, que 

foram avaliadas em testes clínicos de fase 1 e 2 em humanos demonstrando 

excelentes resultados (Sjölander et al., 2001). 
 

Um estudo recente avaliou a segurança e tolerabilidade da QS-21 e os 

adjuvantes a base de saponina melhorados (ISCOM, ISCOMATRIX e Matrix -M 

™) a partir de testes de vacinas em humanos, e demonstrou segurança, com 

efeitos colateráveis observados apenas em pacientes vacinados com 

formulações com QS-21 (Bigaeva et al., 2016). 
 

Em resumo, a tecnologia baseada em adjuvantes ISCOM tem todas as 

características ideias para o desenvolvimento de novas vacinas profiláticas e 

terapêuticas eficazes para uso em humanos (Sjölander et al., 2001; Sanders et 

al., 2005). 

 
 

1.1.8. Combinações de adjuvantes 
 

 

Os adjuvantes podem modular a resposta imune e, além disso, os podem 

alvejar os antígenos às APCs, aumentando a absorção e o processamento 

antigenico ou prolongando a disponibilidade do antígeno para as APCs (Janeway 

& Medzhitov, 2002; Pulendran & Ahmed; 2006). 
 

É importante salientar que até alguns adjuvantes experimentais 

promissores têm as suas próprias limitações. A tentativa de combinar diferentes 

adjuvantes é uma estratégia para tentar minimizar ou até mesmo 
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acabar com essas limitações. Na verdade, acredita-se que as combinações 

adjuvantes podem atuar de maneira complementar ou mesmo sinérgica (Garçon 

et al., 2007; Mutwiri et al., 2011). Esta abordagem pode ser benéfica para 

melhorar um grande número de vacinas. Por exemplo, a adição de um agonista 

de TLR para uma vacina contendo Al(OH)3 pode melhorar significativamente a 

sua eficácia. 
 

Combinações adjuvantes podem proporcionar uma maior estimulação de 

resposta imune induzida, ao mesmo tempo que podem aumentar os efeitos 

secundários indesejáveis. Deste modo, devem passar por avaliações de 

segurança mais rigorosas (Mutwiri et al., 2011). 
 

Extensos estudos pré-clínicos têm demonstrado que os agonistas de TLR 

são potentes adjuvantes vacinais. No entanto, por algum motivo, um único 

adjuvante pode não ser suficiente para estimular uma resposta imune protetora. 

Por esta razão, várias combinações de agonistas TLR com outras classes de 

adjuvantes têm sido testados em estudos pré-clínicos e clínicos. Alguns 

exemplos de vacinas com combinações de adjuvantes que foram testadas são 

formulações associando o Al(OH)3 ao MLP, esta combinação foi denominada 

AS04 (Sistema adjuvante 04). O AS04 é licenciado para uso em vacinas para 

HPV (Papiloma Vírus Humano) e HBV (Virus da Hepatite C) (Mastelic et al., 

2004). Quando combinado com Al(OH)3, o MPL (monofosfatolipídeo) ainda 

mantém a sua capacidade de interagir com TLR4 e ativar respostas imune inata. 

Isto conduz à ativação do NF-kB e à produção transiente de citocinas pró- 

inflamatórias (IL-6, TNF-α e IFN-ɤ) e quimiocinas, tais como, CCL2 e CCL3 no 

local da injeção (Didierlaurent et al., 2009). Formulações com este sistema 

adjuvante foram testadas em camundongos e em humanos, com antígenos de 

HPV, HBsAg (antígeno de superfície do vírus da Hepatite B) e HSV-2 (Víirus do 

herpes simplex 2), demonstrando efeito no aumento dos títulos de anticorpos, 

aumento de memória e aumento da duração da resposta imune (Giannini et al., 

2006; Didierlaurent et al., 2009). Outra combinação bem-sucedida foi o AS01 

(Sistema Adjuvante 01) que consiste em uma formulação lipossomal composta 

pelos imunoestimuladores MPL e QS-21 (MPL e QS-21+ uma suspensão 

lipossomal). Quando testado em primatas não-humanos, RTS,S/AS01 promoveu 

maiores títulos de anticorpos antígeno- 
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específicos e de IFN-ɤ, com uma resposta do tipo Th1 mais intensa do que com 

as demais formulações testadas anteriormente (Stewart et al, 2007). 
 

O AS02 (Sistema Adjuvante 02) é uma combinação de emulsão óleo-em-

água com MPL e QS-21, forte indutor de anticorpos antígeno-específico, 

respostas mediadas por células e as respostas CTL, gerando memória 

imunológica em primatas-não humanos (Newman et al., 1992; Newman et al., 

1997; Newman et al., 1992b). Redução em 37% da infecção da malária em 

ensaios clínicos usando o antígeno RTS,S de Plasmodium falciparum foi 

observada com a utilização deste adjuvante (Alonso et al., 2004). 
 

Uma vez que as emulsões água-em-óleo foram também capazes de 

causar reações imunológicas em seres humanos, a GlaxoSmithKline (GSK) 

desenvolveu o AS03 (Sistema Adjuvante 03), uma emulsão de óleo-em-água que 

consiste em DL-α-tocoferol, esqualeno e polisorbato 80. Estas emulsões são 

mais seguras, sendo o MF59 uma dessas emulsões. Este adjuvante já é 

aprovado para uso humano em países europeus e consiste em um esqualeno, 

polissorbato 80 e Span 85 (Mastelic et al., 2010). O AS03 se diferencia pela 

presença de α-tocoferol, um óleo biodegradável e imunoestimulante, que é uma 

forma de vitamina, facilmente absorvida no corpo humano (Morel et al., 2011), 

além disso, essas emulsões são menos reatogênicas e têm melhores perfis de 

segurança. Estudos clínicos têm mostrado que o adjuvante formulado com o 

fragmento do vírus A(H1N1)pdm09 e H5N1 de vacina contra influenza é 

altamente imunogênico e seguro (Vaughn et al., 2014). 
 

Outros exemplos de associações bem sucedidas são as associações de 

o Al(OH)3 ao CpG ODN que foram testadas com o antígeno recombinante de 

superfície de Hepatite B (HBsAg) em camundongos ocasionando aumento nos 

títulos de anticorpos (Davis et al., 1998). Da mesma maneira, as vacinas de 

Al(OH)3 e MPL ocasionaram aumento de anticorpos neutralizantes, além do 

aumento de memória e de duração da resposta imune quando formuladas com 

antígeno de HPV e administradas em primatas não-humanos e em humanos 

(Giannini et al., 2006; Didierlaurent et al., 2009). Além destas, combinações 

vacinais de Al(OH)3 e MDP contra Helicobacter pylori, possibilitaram o aumento 

da resposta do tipo Th1 com aumentos das citocinas IL-2 e IFN-ɤ (Moschos et 

al., 2006). Foi relatado ainda que formulações com CpG e MF59 em 

camundongos possibilitaram o aumento de IgG2a e de IFN-ɤ contra o vírus da 
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Influenza (Wack et al., 2008). Não obstante, vacinas com combinações de MDP 

(muramildipeptídeo) com chitosan e MDP com lipossomo, com antígenos para 

H. pylori urease e HBsAg, respectivamente, geraram um aumento nas 

concentrações de IFN-ɤ em camundongos (Moschos et. al, 2005; Jain et al., 

2009). Do mesmo modo, CpG quando associado a HDP (host defence peptides) 

com ovalbumina e antígeno de influenza, desencadeou o aumento dos títulos de 

IgG2a e dos níveis de IFN-ɤ (Riedl et al., 2008). Outro relato de aumento de 

resposta foi o de que lipossomos combinados com o MPL e QS-21 em 

formulações vacinais contra Malária (CSP – Proteína Circumsporozoito) foram 

responsáveis pelo aumento nos títulos de anticorpos, aumento da imunidade 

mediada por células e aumento de proteção de camundongos, primatas não 

humanos e em humanos (Garçon et al., 2007). 
 

No nosso trabalho avaliamos a combinação do adjuvante 

imunoestimulatório, Flagelina - agonista de TLR-5, com o adjuvante carreador 

Al(OH)3. Estudos recentes demonstraram que essa formulação vacinal foi capaz 

de proteger hamsters em desafios, além de reduzir a colonização renal de 

leptospiras nestes animais, quando associados com a proteína rLigANI (Monaris 

et al., 2015). 
 

Dados clínicos têm destacado a importância de adjuvantes para as 

vacinas de subunidades eficazes. É previsível que novas combinações de 

adjuvantes já existentes com novas classes de adjuvantes alvejando alvos 

moleculares emergentes possam aperfeiçoar a eficácia de novas vacinas 

preventivas contra doenças infecciosas (Mbow et al., 2010). 
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1.2. JUSTIFICATIVA 
 

 

A leptospirose, uma zoonose causada pela espiroqueta do gênero 

Leptospira sp., tem sido reconhecida como um importante problema de saúde 

pública no mundo inteiro (Adler & de la Peña-Moctezuma, 2010). 
 

O gênero Leptospira inclui espécies saprofíticas e patogênicas (Ko et al., 

2009; Evangelista & Coburn, 2010). A classificação das espécies, atualmente 

baseia-se na relação genética e indica a existência de pelo menos 19 espécies 

de leptospira, sendo 14 patogênicas e 6 saprofíticas (Evangelista & Coburn, 

2010). As espécies reconhecidas atualmente estão categorizadas em 24 

sorogrupos e mais de 300 sorovares, considerando para a classificação a 

heterogeneidade estrutural do carboidrato do lipopolissacarídeo (LPS) 

(Evangelista & Coburn, 2010). 
 

As leptospiras estabelecem uma colonização crônica nos túbulos renais 

do hospedeiro e persistem por semanas a meses no ambiente após sua 

excreção (Trevejo, 1998), sendo esse o principal veículo de transmissão da 

doença (McBride et al., 2005). 
 

A necessidade crítica de novas estratégias de intervenção é uma 

prioridade em saúde pública, a fim de prevenir desfechos graves da doença. O 

principal impacto da leptospirose sobre a saúde pública reflete-se no alto custo 

do tratamento, além da letalidade, da ordem de 5 a 20% (Adler & de la Peña-

Moctezuma, 2010). 
 

Vários problemas confrontam o desenvolvimento de uma vacina para 

prevenir a leptospirose. As vacinas baseadas na célula inteira inativada 

(bacterinas) estimulam imunidade restrita e pouco duradoura (6 a 12 meses), 

sendo pouco imunogênicas e produzindo proteção sorovar-específica, uma vez 

que a resposta imune desencadeada é contra o lipopolissacarídeo (LPS) e, 

portanto, restrita a sorovares antigenicamente relacionados (Petersen et al., 

2001; Bharti et al., 2003). Além disso, vale mencionar que até os dias atuais, os 

mecanismos protetores envolvidos na infecção humana por leptospira 

permanecem pouco conhecidos, dificultando o desenvolvimento de vacinas 

contra a doença. 
 

As vacinas de subunidade oferecem uma série de vantagens: (a) menor 

risco de reações adversas associadas ao Lipopolissacarídeo (LPS) devido ao 
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uso de proteínas definidas; (b) indução de resposta imune de longa duração 

devido a determinantes proteicos; e (c) possibilidade de uma vacina baseada em 

proteínas conservadas entre diferentes sorovares patogênicos, sendo então uma 

grande aposta contra doenças infecciosas (Haake et al, 1993). As proteínas de 

leptospira do tipo Imunoglobulina (Ligs) são proteínas de membrana externa 

presentes em todos os sorovares de leptospiras patogênicas, cuja expressão 

ocorre somente durante a infecção (Matsunaga et al. 2003; Koizumi & Watanabe, 

2004), sendo, portanto, candidatas vacinais em potencial. 
 

Em 2006 e 2007, o nosso grupo inicialmente demonstrou que um único 

fragmento LigA 625-1224aa (LigANI), o qual corresponde aos seis domínios 

carboxi-terminais da molécula LigA, conferiu imunoproteção contra mortalidade 

(90-100%) em hamsters que foram desafiados com dose letal (Silva et al., 2007; 

Medeiros et al., 2006). Outros dados do nosso grupo demonstraram que a 

imunização com fragmentos de proteína recombinante LigANI formulada com o 

adjuvante Hidróxido de Alumínio [Al(OH)3], conferiu 90-100% de proteção contra 

desafio letal quando administrada por via intramuscular e subcutânea com 20 µg 

de proteína. Contudo, a preparação não foi capaz de conferir imunidade estéril 

(Medeiros et al., 2006; Medeiros et al.,2005). 
 

Adjuvantes são substâncias capazes de intensificar a resposta imune, 

contribuindo para o desencadeamento de uma imunidade precoce, duradoura e 

específica contra o antígeno. De modo a conferir maior biossegurança às 

vacinas, a comunidade científica vem pesquisando novos adjuvantes, inclusive 

com o intuito de reduzir a concentração de antígeno empregada, número de 

doses e aumentar a termoestabilidade das formulações na cadeia de estocagem 

e transporte. Estas características estão ligadas a aspectos econômicos do 

produto e, também a uma maior aceitação da vacina (Awate et al., 2013; 

Apostólico et al., 2016). 
 

Neste trabalho foram avaliados os adjuvantes Hidróxido de Alumínio 

(Al(OH)3), Flagelina (FliC), Ca3(PO4)2 (baseado em nanopartículas de fosfato de 

cálcio), e ISCOM (complexo imunoestimulatório baseado em saponina) em 

formulações vacinais empregando a proteína recombinante LigANI como 

antígeno para caracterização da resposta imune induzida em camundongos. O 

Al(OH)3 é amplamente empregado como adjuvante em vacinas, induzindo uma 
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boa resposta de células T helper 2 (Th2) e intensa produção de anticorpos. 

Entretanto, a fraca estimulação de resposta células T helper 1 (Th1) limita seu 

uso contra diversos patógenos. A Flagelina, por usa vez, é um agonista para 

receptores “Toll-Like” 5 (TLR5) e é explorada como adjuvante em estudos pré-

clínicos e clínicos em formulações vacinais para diversos patógenos (Huleatt et 

al., 2007; Mbow et al., 2010; Skountzou et al., 2010; Steinhagen et al., 2011; 

Coffman et al., 2010). Do mesmo modo, o ISCOM demonstrou ser capaz de gerar 

respostas tipo Th1 e Th2, induzir produção de anticorpos de todas as classes e 

subclasses e respostas de linfócitos T citotóxicos (CTL) (Martina et al.; Miyamoto 

et al., 2003). O Ca3(PO4)2, por sua vez é capaz de induzir resposta Th1 com 

níveis mais elevados de Imunoglobulina G (IgG) e IgG2a que o Hidróxido de 

Alumínio (Qing et al, 2000). 
 

Desta maneira, um estudo comparativo detalhado sobre as variadas 

respostas imunes, desencadeadas por diversas formulações com estes 

diferentes adjuvantes foi realizado com o objetivo de definir uma formulação 

vacinal com menor concentração de antígeno para ser empregada em ensaio de 

proteção utilizando hamsters, como modelo experimental, visando à indução de 

proteção estéril contra o desafio com leptospiras patogênicas. Além disso, o 

estudo teve como objetivo explorar o potencial destes adjuvantes, quando 

associados ao antígeno de origem microbiana, proteína rLigANI, agregando 

ainda mais conhecimento à área de adjuvantes e de vacinais de subunidade 

contra leptospirose. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 
 

 

Avaliar e caracterizar a resposta imune induzida em camundongos pelos 

diferentes adjuvantes formulados com a proteína recombinante LigA 625-1224aa 

(rLigANI), com objetivo de selecionar o melhor esquema vacinal (formulação, 

número de doses ideal e a menor concentração de antígeno por dose). 

 
 

2.2. Objetivos Específicos 
 

 Purificar a proteína recombinante LigANI;




 Formular as vacinas experimentais com os adjuvantes: Hidróxido 
de Alumínio [Al(OH)3], Flagelina, Nanopartículas de Fosfato de 
Cálcio [Ca3(PO4)2] e ISCOM;



 Caracterizar a resposta imune induzida por cada adjuvante;




 Estudar a resposta imune produzida pelas diferentes formulações 
vacinais com duas diferentes concentrações de LigANI.


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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Purificação da rLigANI por Cromatrografia de Afinidade por 

Íons Metálicos (IMAC) 

 

Para expressão da proteína recombinante LigA 625-1224aa (rLigANI) em 

Escherichia coli (E. coli) foi realizado o crescimento de biomassa a partir da 

construção pET100/LigA 625-1224aa, estocado no Laboratório de Tecnologia 

Recombinante de Bio-Manguinhos – Fiocruz (LATER). O crescimento da 

biomassa foi realizado a 37°C até atingir a densidade ótica de 0.8, para indução 

da expressão da construção BL21 Star(DE3) pET100/LigA 625-1224aa com 

Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) a 28°C, por quatro horas, em 

Biorreator de volume 2 litros (Newbruswick). O cultivo celular obtido foi lisado por 

sonicação e a proteína rLigANI expressa foi purificada por IMAC usando colunas 

modelo Histrap HP (GE Healthcare) através do equipamento AKTA Purifier 10 

(GE Healthcare) de acordo com as recomendações do fabricante. A proteína 

recombinante purificada foi então dessalinizada com coluna HisTrap Desalting 

(GE Healthcare), a concentração da rLigANI foi determinada pelo método do 

ácido bicinconínico (BCA), utilizando o kit Pierce® BCA Protein Assay (Thermo 

Scientific), Em seguida, o lipopolissacarídeo (LPS) inicial da amostra foi removido 

com kit comercial Pierce High Capacity Endotoxin Removal Resin e em seguida, 

foi quantificado utilizando kit comercial Limulus Amebocyte Lysate (LAL) 

(Endosafe®- Portable Test System, Charles River Laboratories). A proteína 

recombinante foi novamente quantificada pelo método de BCA (Pierce – Thermo 

Scientific) e avaliada por SDS-PAGE 12,5%, para observação da 

homogeneidade e então armazenada - 80º C, até o momento do uso, em 

formulações com os diferentes adjuvantes. 
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3.2. Preparo das formulações vacinais 
 

 

Para o preparo das formulações foram utilizados 0,2 mg de Hidróxido de 

Alumínio – Al(OH)3 (Para Alhydrogel, Brenntag Biosector, 216145-51-2) de 

acordo com protocolos já estabelecidos (Medeiros et al., 2005; Medeiros et al., 

2006). Para formulação com ISCOM, Ca3(PO4)2 e Flagelina C (Braga et al., 
 

2010) foram utilizados 12μg, 50μg e 5μg de adjuvante, respectivamente, 

conforme indicação dos fabricantes. As formulações foram avaliadas em ensaio 

de imunogenicidade com as concentrações de 3 μg e 30 μg da proteína 

recombinante LigANI em PBS (pH 7,4), por dose. Em seguida, o material foi 

estocado a 4º C. 
 

Camundongos da linhagem BALB/c, fêmeas, com 6 semanas de idade, 

foram utilizados para o ensaio de imunogenicidade. Grupos contendo 6 animais 

(n= 6) foram imunizados com 3 μg ou 30 μg da rLigANI combinada a 4 adjuvantes 

distintos - Hidróxido de Alumínio (Al(OH)3; Alhydrogel®, Brenntag), adjuvante 

ISCOM a base de saponina, adjuvante baseado em nanopartículas de fosfato de 

cálcio [Ca3(PO4)2], Flagelina - e adjuvantes Al(OH)3 e Flagelina combinados. 
 

Com o intuito de facilitar o entendimento de dose e composição de cada uma 

das formulações vacinais administradas, segue a descrição: (i) 3 µg da rLigANI 

adsorvida em 0,2 mg de Hidróxido de Alumínio (Al(OH)3), (ii) 30 µg da rLigANI 

adsorvida em 0,2 mg Al(OH)3, (iii) 0,2 mg Al(OH)3, (iv) 3 µg da rLigANI combinada 

a 12 µg de ISCOM, (v) 30 µg da rLigANI combinada a 12 µg de ISCOM, (vi) 12 

µg de ISCOM, (vii) 3 µg da rLigANI adsorvida em 50 µg de adjuvante Ca3(PO4)2, 

(viii) 30 µg da rLigANI adsorvida em 50 µg de adjuvante Ca3(PO4)2, (ix) 50 µg de 

adjuvante Ca3(PO4)2, (x) 3 µg da rLigANI combinada com 5 µg de Flagelina, (xi) 

30 µg da rLigANI combinada com 5 µg de Flagelina, 
 

(xii) 5 µg de Flagelina, (xiii) 3 µg da rLigANI adsorvida em 0,2 mg Al(OH)3 

combinada com 5 µg de Flagelina, (xiv) 30 µg da rLigANI adsorvida em 0,2 mg 

Al(OH)3 combinada com 5 µg de Flagelina, (xv) 0,2 mg Al(OH)3 combinada com 

5 µg de Flagelina e (xvi) 30 µg da rLigANI. Estas formulações estão descritas 

resumidamente na tabela 1. 
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Tabela 1. Formulações e doses administradas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

3.3. Produção de soro padrão hiperimune 

 

Para a obtenção de uma quantidade de soro suficiente para a realização 

das curvas padrões dos ensaios de ELISA, foi realizado um protocolo para a 

produção de soro hiperimune. Foram utilizados 30 camundongos Balb/C fêmeas 

(n= 30) com 6 semanas de idade de acordo com o projeto aprovado no Comitê 

de Ética Animal da Fiocruz (CEUA LW-18/13). Estes animais foram imunizados 

com três doses de 30 μg de proteína rLigANI adsorvida em 0,2 mg Al(OH)3 

(100μL/dose) administradas por via intramuscular com intervalos de 7 dias entre 

as doses. Após 30 dias de experimentação foi realizada a punção cardíaca e 

eutanásia dos animais. 

 
Os tubos contendo o sangue dos camundongos foram centrifugados por 

10 minutos a 2000 rpm e os soros obtidos foram armazenados a -20ºC. Destaca-

se que todas as etapas envolvendo o manejo de animais foram realizadas no 

Laboratório de Experimentação Animal (LAEAN) de Bio-Manguinhos - FIOCRUZ, 

por profissionais treinados. 
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3.4. Imunização e sangria dos camundongos 
 

 

Foram utilizados camundongos Balb/C fêmeas com 6 semanas de idade 

de acordo com o projeto aprovado no Comitê de Ética Animal da Fiocruz (CEUA 

LW-18/13). Grupos de 6 animais foram imunizados inicialmente com duas doses 

administradas com 14 dias de intervalo, via intramuscular, com as formulações 

descritas acima (100μL/dose). Como controles, foram utilizados um grupo 

inoculado com cada um dos adjuvantes na ausência de antígeno, um grupo 

inoculado com 30 µg de proteína rLigANI na ausência de adjuvantes e um grupo 

inoculado apenas com PBS (Solução tampão fosfato de sódio). Amostras de 

sangue foram coletadas por punção do plexo venoso retro-ocular nos dias 0, 14, 

29, 59, 89 e ao final da experimentação (119 pós-vacinação) foi realizada a 

punção cardíaca com eutanásia e coleta do baço. 
 

Os tubos contendo o sangue dos camundongos foram centrifugados por 

10 minutos a 2000 rpm e os soros obtidos foram armazenados a -20ºC. Destaca-

se que todas as etapas envolvendo o manejo de animais foram realizadas no 

Laboratório de Experimentação Animal (LAEAN) de Bio-Manguinhos - FIOCRUZ, 

por profissionais treinados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 1. Esquema de imunização dos modelos murinos (camundongos). 
 

Dia 0 - Coleta de sangue (pré-imune); dia 1 - Primeira imunização; dia 14 - Segunda sangria; dia 15 

- Segunda imunização; dia 29 - terceira sangria; dia 59 - quarta sangria; dia 89 - quinta sangria; dia 

119 - punção cardíaca e coleta do baço. 
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3.5. Determinação dos títulos de imunoglobulina G (IgG) anti-rLigANI 
 

 

Placas de 96 poços (MaxiSorp®, Nunc) foram sensibilizadas com 100 ng de 

rLigANI por cavidade. Para isso, a proteína foi diluída em tampão carbonato-

bicarbonato (pH 9,6) até a Concentração final (Cf) de 1 ng/µL e 100 µL foram 

aplicados em cada cavidade. As placas foram incubadas durante 18 horas a 4ºC. 

Após esse período, as placas foram submetidas a 4 ciclos de lavagem com PBS 

+ Tween 20 0,05% (PBS-T). Em seguida, as placas foram bloqueadas com 300 

µL de tampão de bloqueio (SFB 5% / BSA 0,1% / leite desnatado 5% em PBS-

T) por 2 horas a 37ºC. A solução de bloqueio foi removida e 4 ciclos de lavagem 

foram realizados. 
 

Para a determinação dos títulos de IgG, os soros das sangrias de cada grupo 

foram avaliados individualmente. O soro padrão, que foi obtido de acordo com o 

descrito no item 3.3, na diluição de 1:2000, foi adicionado às placas e diluições 

seriadas na base 2 foram realizadas. Os soros dos camundongos imunizados 

com as formulações vacinais foram diluídos da mesma forma, contudo, partindo 

da diluição inicial de 1:100. Os soros diluídos foram adicionados à placa e 

incubados por 1 hora a 37ºC. Após a incubação, as amostras foram removidas 

e, as placas foram lavadas 4 vezes com PBS-T. Em seguida, adicionou-se 100 

µL do anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase (diluição de 

1:30.000, Sigma-Aldrich) e, prosseguiu-se com incubação a 37ºC por 1 hora. As 

placas foram lavadas 4 vezes com PBS-T e, por fim, foi adicionado 100 µL da 

solução de TMB. As placas foram mantidas sob ausência de luz por 15 minutos 

e a reação colorimétrica foi interrompida com 50 µL de solução 2 N de ácido 

sulfúrico (H2SO4). A leitura da absorbância foi realizada no comprimento de onda 

de 450 nm, utilizando o leitor para placas de ELISA (Sunrise, Tecan). O título de 

anticorpos foi expresso em Unidades de ELISA por mililitro (UE/mL) obtidos por 

meio do parâmetro logístico-4 com a utilização do programa SoftMax-Pro, o soro 

padrão foi utilizado com uma diluição conhecida e as UE/mL foram definidas 

arbitrariamente, todos os demais soros analisados foram definidos a partir dos 

valores de UE/mL do soro padrão. 
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3.6. Análise das subclasses de imunoglobulina G (IgG) anti-LigANI 
 

 

Os procedimentos para a análise das subclasses de IgG foram seguidos 

conforme descrito para a titulação de IgG total (item 3.5), mas com alteração do 

anticorpo secundário. Para a detecção de IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3 foram 

utilizados os anticorpos listados a seguir: anti-IgG1, anti-IgG2a, anti-IgG2b, anti-

IgG3 de camundongo conjugado com peroxidase. Todos os conjugados foram 

adquiridos da empresa Santa Cruz Biotechnology e, utilizados na diluição 

1:12000. 

 
 

3.7. Determinação do índice de avidez (IA) dos anticorpos anti-LigANI 
 

 

A avidez dos anticorpos anti-rLigANI foi analisada por ELISA in house. Os 

procedimentos para a sensibilização e o bloqueio das placas de 96 cavidades 

(MaxiSorp®, Nunc) foram realizados conforme previamente descrito (item 3.4). 

Após essas etapas, as placas foram incubadas por 1 hora a 37ºC com o soro 

padrão e os soros dos camundongos imunizados com as formulações vacinais 

descritas no item 3.2. O soro padrão, na diluição de 1:2000, foi adicionado às 

placas e diluições seriadas na base 2 foram realizadas. Os soros dos 

camundongos imunizados com as formulações vacinais foram diluídos da 

mesma forma, contudo, primeiramente diluídos 1:100 e após partindo de 

diluições iniciais diferentes, de acordo com a D.O (densidade óptica) obtida, ou 

seja, quanto maior a D.O.obtida com cada uma das formulações, maior foi a 

diluição inicial utilizada, a fim de evitar o efeito platô na curva de titulação de 

anticorpos. Após o tempo de incubação, as placas foram lavadas 4 vezes com 

tampão PBS-T. Em seguida, as amostras foram incubadas na presença e na 

ausência de ureia 3 M (agente caotrópico), por 15 minutos a temperatura 

ambiente. As placas foram lavadas e incubadas a 37ºC por 1 hora com o 

anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase (diluição 

1:30.000, Sigma-Aldrich). Os procedimentos para revelação e leitura das placas 

foram conduzidos conforme descrito no item 3.4. O programa SoftMaxPro foi 

empregado para calcular a concentração dos soros nas condições utilizadas, 

com e sem ureia. O índice de avidez (IA) foi calculado a partir da fórmula descrita 

abaixo: 
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Índice de Avidez (IA) = ([soro com ureia 3M] / [soro sem ureia 3M]) x 100 
 

 

Ressalta-se que o soro hiperimune anti-LigANI, produzido em camundongos 

(item 3.3), também foi utilizado como soro padrão neste ensaio. A faixa de 

aceitação para o IA desse soro foi de 29% a 31% de dissociação dos anticorpos 

anti-LigANI do soro hiperimune padrão e, a dissociação foi padronizada em 30% 

o soro hiperimune padrão. Testes com valores fora da faixa de aceitação para o 

soro padrão não foram considerados. 

 
 

3.8. Análise da resposta celular induzida pelas formulações vacinais 

 

3.8.1. Ensaio de ELISPOT 
 

 

Para a avaliação de resposta imune celular, os camundongos foram 

anestesiados e eutanasiados 120 dias após a primeira dose e os baços coletados 

assepticamente como descrito no protocolo CEUA LW-18/13. Após a coleta, os 

órgãos foram macerados e as hemácias foram lisadas com solução de lise 

comercial (BD Pharmingen). As células foram quantificadas, com verificação da 

viabilidade celular, com a utilização do corante Azul de Tripan, no contador 

automatizado Cell Counter (Invitrogen) e, logo após, ressuspensas em meio 

RPMI (Invitrogen) completo (contendo 1% HEPES 1M, 2 mM L-Glutamina, 5 μM 

β-mercaptoetanol, 1 mM de piruvato de sódio, 1% de solução de aminoácidos 

não essenciais, 1% (V/V) de vitamina e 10 % SFB, Invitrogen). 
 

Foram utilizados kits comerciais para detecção de IFN- ɤ, IL-4, IL-2 e IL-

17, com placas pré-sensibilizadas (Mabtech), de acordo com a recomendação 

do fabricante. Antes da coleta dos órgãos, as placas foram lavadas 3 vezes com 

PBS e, então, foram incubadas com 200 μL/poço de RPMI + 10% SFB à 37ºC 

por, no mínimo, 30 minutos. 
 

Os esplenócitos de cada camundongo foram recuperados como descrito 

acima e submetidos à cultura individualmente. Foram plaqueadas 2 X 105 

células/poço em placas previamente preparadas na presença de: (1) Proteína 

recombinante LigANI, (2) de Concanavalina A e (3) na ausência de qualquer 

estímulo por 48 h à 37ºC em estufa com atmosfera de 5% CO2. Após a 

incubação, as placas foram lavadas 5 vezes com PBS e incubadas com 
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anticorpo anti-IFN-ɤ, IL-4, IL-2 e IL-17 biotinilados por 2 horas à temperatura 

ambiente (TA). Após nova etapa de lavagem, as placas foram incubadas com 

Estreptavidina HRP por 1 hora à TA. A incubação foi seguida de lavagem e, a 

revelação foi realizada utilizando-se o substrato NBT/BCIP fornecido no kit. Após 

lavagem em água corrente, as placas secaram à TA e os clones produtores de 

IFN-ɤ, IL-4, IL-2 e IL-17, contabilizados com o auxílio do equipamento 

Immunospot (AMBRIEX, Cellular Technology). A realização do ensaio e a análise 

dos resultados foram realizadas com a colaboração do grupo do Laboratório de 

Tecnologia Imunológica de Bio-Manguinhos - FIOCRUZ. 

 
 
 
 

3.9. Análise estatística 
 

 

O teste Mann Whitney foi empregado para anaílise da significância entre 

duas formulações ao mesmo tempo a partir dos dados dos ensaios de ELISA. 

Para a comparação da significância entre os diferentes adjuvantes foi utilizado o 

teste Kruskal-wallis com pos-teste Dunn para cada um dos tempos estudados. 

Os dados foram apresentados por média e desvio padrão obtidos com 6 animais 

avaliados individualmente (n=6), sendo 3 animais (n=3) de cada um dos 2 

experimentos independentes. Para os ensaios de ELISPOT, a análise estatística 

foi realizada pelo teste Kruskal-Wallis com pos-teste Dunn. Os dados obtidos 

foram também apresentados através da média e desvio padrão. Para todos os 

testes, p<0.05 foi considerado significativo. As análises foram realizadas 

utilizando o programa GraphPad Prism 5.03 (GraphPad, Inc.). 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Purificação da Proteína Recombinante LigANI e avaliação 

da homogeneidade 

 

A proteína recombinante LigA 625-1224aa (LigANI) corresponde aos 6 

domínios carboxiterminais da molécula LigA (Silva, 2007), conforme supracitado. 
 

Esta proteína foi expressa e purificada a partir de clone E.coli BL21(DE3) 

Star pET100/ LigA 625-1224aa, estocado no nosso laboratório. Na figura 2 é 

mostrado um gel de poliacrilamida, no qual a proteína recombinante apresentou 

o tamanho esperado de aproximadamente 70 kDa. A proteína recombinante foi 

obtida com homogeneidade acima de 90%, a partir de análise por densitometria. 

O lote purificado foi identificado e o LPS foi retirado. 
 

Todos os experimentos foram realizados utilizando este mesmo lote de 

proteína recombinante purificada. A concentração da proteína recombinante 

LigANI purificada foi de 3,3 mg/ mL. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 2. Proteína recombinante LigANI. 
 

A figura mostra o gel SDS PAGE corado com Comassie Blue das amostras da purificação 

da proteína recombinante LigANI. 1- Marcador de peso molecular (Bench marker – 

Invitrogen). 2- Extrato Total. 3- Fração Solúvel. 4- Proteína LigANI diluída ½. 5-Proteína 

LigANI diluída ¼. 6- Proteína LigANI diluída ⅛. 
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4.2. ELISA para avaliação da resposta de anticorpos 

 

4.2.1. ELISA IgG Total 

 

Foram avaliados os títulos de anticorpos anti-rLigANI a partir de amostras 

de soro de seis camundongos Balb/C, de maneira individual, imunizados com 

cada uma das formulações vacinais estudadas. Os títulos de anticorpos IgG anti-

rLigANI em unidades de ELISA por mL (UE/mL) e o desvio padrão da média, 

obtidos com as formulações em cada um dos tempos analisados são mostrados 

na Tabela 1. Na parte superior da tabela são mostrados os títulos obtidos com a 

dose de 3 µg de proteína recombinante LigANI e na parte inferior os títulos 

obtidos com 30 µg de proteína recombinante LigANI, quando formuladas com 

cada um dos adjuvantes. 
 

Um grupo de camundongos foi imunizado com a proteína recombinante 

LigANI, na dose de 30µg, formulada apenas com PBS, ou seja, sem a utilização 

de adjuvantes. Resultados demonstraram que esta proteína sozinha 
 

é capaz de gerar resposta por anticorpos, mas com baixos títulos, não sendo 

capaz de mantê-los ao longo do tempo (Figura 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 3. Títulos IgG anti-rLigANI (rLigANI sem adjuvante)  
Níveis de IgG total anti-rLigANI (eixo y) obtidos com as formulações da 
proteína recombinante LigANI na dose de 30 µg em PBS 1x, nos tempos 
de 0, 15, 30, 60, 90 e 120 dias após imunização (eixo x). 
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Tabela 2. Títulos de anticorpos IgG anti-rLigANI em UE/mL.  
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Analisando cada um dos adjuvantes separadamente, foi observado um 

aumento significativo nas respostas imunológicas dos camundongos para todas 

as formulações vacinais em todos os tempos, quando comparados ao pré-imune 

(tempo 0), principalmente no tempo 30 dias (que corresponde a 15 dias após a 

segunda imunização), onde pode ser observado um pico nos títulos de IgG total 

para todos os adjuvantes analisados, com exceção do adjuvante Al(OH)3, cujos 

títulos de IgG induzida foram crescentes até o tempo de 120 dias, na formulação 

com 3 µg da proteína rLigANI (Fig. 4). 
 

Foi realizada uma comparação das formulações com cada um dos 

adjuvantes quando formulados com 3µg e 30µg de proteína recombinante 

LigANI. Não foi observada diferença significativa (p > 0,05) entre os grupos 

imunizados com formulações com o adjuvante ISCOM combinado com as duas 

doses da proteína recombinante (3 µg e 30 µg) em nenhum dos tempos 

analisados (Fig. 4A). Com o adjuvante Flagelina houve diferença significativa na 

intensidade da resposta entre os grupos de camundongos imunizados com as 

concentrações de 3µg e 30µg de proteína recombinante LigANI apenas no tempo 

de 30 dias. Após este período, os grupos que receberam as formulações com 

diferentes concentrações passam a ter títulos de IgG total anti-rLigANI 

semelhantes (Fig. 4B). Quando o adjuvante Flagelina foi formulado em 

associação ao Al(OH)3 houve diferença significativa no título de IgG Total nos 

tempos de 60, 90 e 120 dias, após a primeira imunização (Fig. 4C). Em 

contrapartida, os títulos de IgG obtidos para camundongos imunizados somente 

com o adjuvante Al(OH)3 com as duas concentrações de antígeno foram 

significativamente diferentes em todos os tempos estudados, exceto no tempo 

de 15 dias (Fig. 4D). Observa-se também que grupos formulados com a menor 

dose de antígeno (3 µg de rLigANI) tiveram títulos de IgG total crescentes ao 

longo de todo o período de experimentação. Em contrapartida, os títulos de 

anticorpos IgG total decresceram ao longo do período quando este adjuvante foi 

associado com a maior dose de proteína rLigANI (30 µg). Para o adjuvante 

Ca3(PO4)2 foram observadas diferenças significativas em todos os tempos 

analisados (Fig. 4E). 
 

Para todos os grupos que apresentaram diferenças significativas de dose 

resposta, as formulações com doses menores de antígeno (3 µg de rLigANI), 

demonstraram a obtenção de maiores títulos de anticorpos IgG anti- 
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LigA, exceto para as formulações com os adjuvantes Flagelina e Al(OH)3 quando 

associados. Para este grupo, a formulação com 30 µg de rLigANI foi capaz de 

alcançar títulos de anticorpos significativamente maiores em comparação com a 

dose menor. 
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Figura 4. Comparação doses de rLigANI. 
 

Os níveis de IgG total anti-rLigANI obtidos com as formulações da proteína recombinante LigANI 

nas concentrações de 3 µg (linha azul) e 30 µg (linha laranja) associadas a A- Adjuvante ISCOM; 

B- Adjuvante baseado em Nanoparticulas de Ca3(PO4)2; C- Adjuvante Flagelina D- Adjuvante 

Al(OH)3-; E- Adjuvante Flagelina combinado com o adjuvante Al(OH)3 em diferentes tempos. A 

significância entre as doses em cada tempo obtida com o teste Mann Whitney foi representada com 

o asterisco (*). 
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Comparando os diferentes adjuvantes quando formulados com a mesma 

dose de antígeno recombinante, foi observado que a formulação com adjuvante 

ISCOM na dose de 3 ug de proteína rLigANI induziu títulos significativamente 

mais altos do que formulações com Ca3(PO4)2 em todos os tempos analisados. 

ISCOM superou também a formulação com Flagelina, no tempo de 15 e 60 dias 

e a formulação com Al(OH)3, no tempo de 30 dias. Ainda para dose 3 ug, foram 

observadas diferenças significativas, aos 30 e 60 dias, entre Ca3(PO4)2 e 

Flagelina associada a Al(OH)3 (Fig. 5A). 
 

Já quando formulado com 30µg de LigA625-1224aa, foram observadas 

diferenças significativas entre os adjuvantes ISCOM e Al(OH)3 no tempo 30 dias 

e entre ISCOM e nanoparticulas de Ca3(PO4)2 em todos os tempos analisados. 

Também foram observadas diferenças entre Ca3(PO4)2 e Flagelina combinada 

com Al(OH)3 nos tempos 60, 90 e 120 dias (Fig. 5B). 
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A B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 5. Comparação entre os níveis de IgG total em UE/mL obtidos com cada um dos adjuvantes. 
 

São mostrados nos gráficos os títulos de IgG anti-rLigANI detectados em grupos imunizados com os adjuvantes ISCOM 

(vermelho), Flagelina em associação com Al(OH)3 (azul escuro), Flagelina (Alaranjado), Al(OH)3 (verde), Ca3(PO4)2 (azul claro) 

associados com A- 3 µg de LigANI e B- 30 µg de LigANI, em todos os tempos avaliados (0,15,30,60,90 e 120 dias). 

 
 
 
 
 
 
 
 

44 



4.2.2. ELISA para avaliação da Avidez de Anticorpos IgG com Ureia 
 

 

Levando-se em consideração que o ensaio ELISA avalia a soroconversão 

e a intensidade da resposta imune, mas não a qualidade biológica dos anticorpos 

induzidos pelas formulações em estudo, ensaios adicionais foram realizados de 

modo a caracterizar as suas funções de avidez. Foram avaliados os grupos 

imunizados com todas as formulações estudas no tempo de 120 dias (final da 

experimentação). 
 

Na tabela 2 são mostrados os valores de unidades de Elisa obtidos com 

as formulações de 3µg e 30µg de proteína rLigANI com os adjuvantes Flagelina, 

combinação de Flagelina e Al(OH)3, ISCOM, Ca3(PO4)2 e Al(OH)3, com e sem 

a adição do agente caotrópico Ureia (3M) e o índice de avidez, razão entre os 

valores obtidos com e sem adição e ureia, multiplicados por 100, no tempo de 

120 dias de experimentação. 
 

Todas as formulações estudadas geraram anticorpos com avidez, 

considerando a tabela de índice de avidez menor que 49% como baixo, entre 50 

e 79% como médio e maior que 80% como alto (Liesenfeld et al., 2001). Os 

índices variaram entre 81 e 92%, dependendo da formulação, e não foram 

observadas diferenças significativas entre eles. 
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Tabela 3. Títulos de anticorpos IgG anti-rLigANI obtidos com e sem a utilização do agente caotrópico Ureia 3M e índice de 

avidez para cada uma das formulações vacinais, no tempo de 120 dias. 
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4.2.3. ELISA para isotipos de IgG 
 

 

Resultados de isotipagem demonstraram uma forte predominância de 

isotipo IgG1 em comparação com os isotipos IgG2a, IgG2b e IgG3 para todas as 

formulações estudadas (Fig. 6). 
 

Para os grupos imunizados com formulações com os adjuvantes Al(OH)3, 

Ca3(PO4)2 e ISCOM foram obtidas maiores concentrações de anticorpos do 

subtipo IgG1 seguido dos subtipos IgG3, IgG2a e IgG2b. Já para os grupos 

imunizados com o adjuvante Flagelina, quando formulado sozinho ou em 

combinação com Al(OH)3 a predominância foi de IgG1, seguida de IgG2b, IgG2a 

e por fim IgG3. 
 

Os grupos imunizados com formulações vacinais contendo o adjuvante 

ISCOM e os adjuvantes Flagelina e Al(OH)3 associados desencadearam uma 

resposta mais balanceada para todos as subclasses analisados (Fig. 6E; Fig. 6F; 

Fig6I e Fig. 6J). 
 

Para melhor ilustrar os resultados, na figura 7 foi apresentada a 

porcentagem de cada um dos subtipos do isotipo IgG analisados, para cada um 

dos grupos imunizados. 
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Figura 6. Subclasses do Isotipo IgG. 
 
Comparação da eficiência dos adjuvantes formulados com A- 3µg de LigANI + Adjuvante Al(OH)3; B-30µg de LigANI 
 
+ Adjuvante Al(OH)3; C- 3µg de LigANI +Adjuvante Ca3(PO4)2; D-30µg de LigANI +Adjuvante Ca3(PO4)2; E-3µg de 

LigANI + Adjuvante ISCOM; F- 30µg de LigANI + Adjuvante ISCOM; G- 3µg de LigANI + Adjuvante Flagelina; H-30µg 

de LigANI + Adjuvante Flagelina; I- 3µg de LigANI + Adjuvantes Flagelina e Al(OH)3; J- 30µg de LigANI + Adjuvantes 

Flagelina e Al(OH)3 na modulação dos isotipos de IgG. Nos gráficos são representados os valores de densidade óptica 

no eixo y em cada um dos tempos, especificados o eixo x. 
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Figura 7. Distribuição do perfil de subtipos de IgG obtidos com cada uma das formulações estudas. 
 

Na figura é demonstrada a distribuição em porcentagem dos isotipos de IgG. IgG1 (azul), IgG2a (vermelho), IgG2b (cinza) e IgG3 (amarelo), obtidos 

em grupos de camundongos imunizados com cada um dos adjuvantes em estudo nas doses de A) 3 µg e B) 30 µg de proteína rLigANI. 
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4.3. ELISpot 
 

 

Foi avaliada a presença de células produtoras das citocinas IFN- ɤ, IL-2, 

IL-4 e de IL-17 por meio de técnica de ELISpot utilizando células do baço dos 

camundongos imunizados com cada uma das formulações vacinais em 

comparação com formulações apenas com PBS 1x e com os seus respectivos 

controles, ou seja, formulações contendo apenas adjuvante, sem o antígeno 

recombinante rLigANI. Estes dados e a significância de cada uma das 

formulações em relação ao seu respectivo controle são mostrados na tabela 3 e 

descritos a seguir. 
 

As formulações com ISCOM induziram maior produção de todas as 

interleucinas avaliadas, demonstrando uma maior capacidade deste adjuvante 

em induzir uma resposta imune celular. Não foi observado efeito da dose na 

produção das citocinas estudadas. 
 

As formulações com os adjuvantes Al(OH)3, ISCOM e Flagelina em 

associação com o Al(OH)3 induziram a produção de IFN-ɤ, quando formulados 

com 3 µg de rLigANI. Já a produção de IL-2 foi observada nos grupos imunizados 

com 30 ug de rLigANI formulada com Al(OH)3 e também nas 2 doses vacinais (3 

e 30 ug de antígeno) para os adjuvantes ISCOM, Ca3(PO4)2 e Flagelina. Em 

relação à presença de células produtores da citocina IL-4, se destacaram os 

grupos imunizados com 30 ug de antígeno formulado com ISCOM e com 

Flagelina em associação com Al(OH)3 em ambas as doses. Por fim, a produção 

de IL-17 foi observada nos animais que receberam as formulações ISCOM e 

Flagelina na dose de 3 ug de antígeno e Al(OH)3 em ambas as doses (Tab. 3). 
 

Quando avaliadas quanto à relação IFN-ɤ/IL-4 foi observado que o 

aumento da dose de antígeno modulou para a resposta do tipo Th1, quando 

utilizados os adjuvantes Flagelina e Ca3(PO4)2). Em contrapartida, com o 

adjuvante ISCOM o aumento da dose modulou para uma resposta do tipo Th2. 
 

Já os adjuvantes Flagelina e Al(OH)3 em combinação e o adjuvante 

Al(OH)3 demonstraram um perfil de células T helper independente da dose de 

antígeno administrada, sendo observado um perfil de respota Th1 e Th2, 

respectivamente. 

 
 

 

50 



Posteriormente foram comparadas as formulações com a mesma dose de 

rLigANI associada aos diferentes adjuvantes. Com a dose de 3 µg de rLigANI 

foram observadas diferenças significativas quanto a estumulação de células 

produtoras de IFN-ɤ entre os adjuvantes ISCOM e Al(OH)3 em relação ao 

adjuvante Flagelina (Fig. 8). Quando à estimulação de IL-2 entre os adjuvantes 

ISCOM em relação à combinação dos adjuvantes Flagelina e Al(OH)3 com a 

utilização de ambas as doses de rLigANI, 3 µg (Fig. 9 A) e 30 µg (Fig. 9 B). 
 

Na estimulação de células produtoras de IL-17 foi observada diferença 

significativa com a dose de 3 µg de rLigANI entre o adjuvante Al(OH)3 em relação 

ao adjuvante Ca3(PO4)2 (Fig. 10 A). Com a dose de 30 µg de rLigANI foi 

observada diferença entre os adjuvantes Al(OH)3 e ISCOM (Fig. 10 B) em 

relação a Flagelina, bem como, a Flagelina em associação com o Al(OH)3. 
 

Em relação à estimulação de citocina IL-4 não foi observada diferença 

significativa entre os adjuvantes estudados. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

51 



Tabela 4. Avaliação da presença de células produtoras de IFN-ɤ, IL-2, IL-4 e IL-

17 nos grupos imunizados com formulações nas doses de 3µg e 30µg de 

proteína rLigANI em relação ao seu respectivo controle (Adjuvante sem a 

proteína rLigANI). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Na tabela são apresentados dados de média e desvio padrão das células produtoras de 

cada uma das citocinas, a partir de 106 células estimuladas e a significância de cada uma 

das doses em relação ao controle (p) após o tempo de 120 dias de experimentação animal. 

A relação entre IFN-ɤ e IL-4 obtida para cada uma das formulações foi também 

demonstrada. A significância entre a formulação e seu controle foi representada com o 

asterisco (*) e os que não foram significativos em relação ao controle (adjuvante sozinho) 
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Figura 8. Diferenças em relação à estimulação de células formadoras de spots (SFCs) 

para o IFN- ɤ. 
 

Grupos imunizados com ISCOM e Al(OH)3 foram estatisticamente superiores aos grupos 

imunizados como adjuvante Flagelina, na dose de 3 µg de rLigANI. 
 

No gráfico também são mostrados resultados de grupos imunizados com PBS e com 
 

rLigANI.  A média e desvio padrão das SFCs obtidos por estimulação com a Concanavalina 
 

A (conA) foram de 661 ± 473 (n=60). 
 

. 
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Figura 9. Diferenças em relação à estimulação de células produtoras de IL-2. 
 

Grupos imunizados com ISCOM foram estatisticamente superiores na estimulação de SFCs 

em comparação aos grupos imunizados com o adjuvante Flagelina em associação com Al(OH)3 

na dose de 3 µg de rLigANI (A) e grupos imunizados com Al(OH)3 foram estatisticamente 

superiores aos grupos imunizados com o adjuvante Flagelina em associação com Al(OH)3 na 

dose de 30 µg de rLigANI (B). 
 

No gráfico também são mostrados resultados de grupos imunizados com PBS e com rLigANI. 

A média e desvio padrão das SFCs obtidos por estimulação com a Concanavalina A (conA) 

foram de 722,82 ±361,2 (n=60).. 
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Figura 10. Diferenças em relação a estimulação de células produtoras de IL-17. 
 

Grupos imunizados com Al(OH)3 foram estatisticamente superiores na estimulação de SFCs 

em relação aos grupos imunizados como adjuvante Ca3(PO4)2, na dose de 3 µg de rLigANI 

(acima), enquanto com a dose de 30 µg de rLigANI (abaixo) os grupos imunizados com 

adjuvantes ISCOM e Al(OH)3 foram estatisticamente superiores em relação aos grupos 

imunizados com os adjuvantes Flagelina e os adjuvantes Flegelina e Al(OH)3. 
 

No gráfico também são mostrados resultados de grupos imunizados com PBS e com rLigANI. 

A média e desvio padrão das SFCs obtidos por estimulação com a Concanavalina A (conA) 

foram de 175,2 ± 104,6 (n=60). 
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5. DISCUSSÃO 
 

 

Neste estudo, foi avaliada a resposta imune induzida pela proteína 

recombinante LigANI quando associada a diferentes adjuvantes. Esta proteína 
 

é exposta na superfície bacteriana, sendo capaz de se ligar a componentes da 

matriz extracelular do hospedeiro, além de ser reconhecida por soro de 

pacientes humanos com leptospirose. A proteína LigANI possui alto grau de 

conservação entre as espécies de Leptospira (Ko et al., 2009; Evangelista et al., 

2010) e seus genes correspondentes encontram-se positivamente regulados 

quando a bactéria é cultivada em condições fisiológicas de osmolaridade, 

reforçando sua potencial ação como determinante da virulência durante a 

infecção natural (Malmström et al., 2009). Devido a estas características e por 

sua capacidade de conferir proteção em ensaios de desafio em camundongos e 

em hamsters, esta porção da molécula de LigA tem sido considerada um dos 

mais promissores candidatos a antígeno para vacina de subunidade contra 

leptospirose (Koizumi & Watanabe, 2004; Silva, 2007; Palaniappan et al., 2006; 

Coutinho, 2011). 
 

Contudo, mesmo com resultados promissores de proteção em hamsters, 

a imunidade estéril permanece ainda como um desafio no desenvolvimento da 

vacina de subunidade contra leptospirose, pois a imunização com rLigANI, bem 

como com outros antígenos, ainda não foi capaz de inibir a colonização renal por 

leptospiras (Silva et al., 2007; Medeiros et al., 2006). 
 

Os adjuvantes Freund e Al(OH)3 foram bem sucedidos nos ensaios de 

proteção em hamsters. Estes adjuvantes são tipicamente carreadores, com 

habilidade de induzir resposta humoral, principalmente do tipo Th2 (Silva, 2007; 

Koizumi & Watanabe, 2004; Medeiros et al., 2005). Contudo, tem sido 

documentado o papel da resposta Th1 na proteção contra leptospirose (Vernel-

Pauillac & Merein, 2006; Klimpel et al., 2003). Dado que Leptospira é uma 

bactéria extracelular, a proteção foi considerada ser exclusivamente mediada por 

resposta imune humoral (Rodriguez-Gonzalez et al., 2004; Schonne et al., 1989). 

De fato, foi relatado que anticorpos anti-LPS fornecem imunidade passiva em 

alguns modelos animais contra um número de cepas e espécies de leptospira 

(Faine et al., 1999). No entanto, estudos mais recentes têm 
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demonstrado que as espécies de Leptospira patogênicas podem estimular a 

produção in vivo de citocinas para Th1 e Th2 (Vernel-Pauillac & Merien, 2006). 

Faisal e colaboradores mostraram claramente que uma vacina de DNA baseada 

em LigA pode induzir significantes níveis de citocinas típicas de respostas Th1 e 

Th2, sendo interessante o fato de uma simples proteína ser capaz de ativar 

ambas as células do tipo Th1 e Th2 (Faisal et al., 2007). Contudo, sabe-se que 

a polarização Th1/Th2 depende não só da natureza e da concentração de 

antígeno, mas também, das APCs e de outras citocinas presentes no local da 

resposta imune (Fernandez-Botran et al., 1988; Mosmann et al., 1989). 
 

À vista disso e com o propósito de aperfeiçoar a resposta imune induzida 

com a proteína rLigANI, esta foi formulada, no presente trabalho, com adjuvantes 

distintos quanto aos mecanismos de ação e composição. Além disso, nossa 

intenção foi também tentar compreender os efeitos imunomoduladores destas 

formulações, com o objetivo de selecionar a formulação mais eficiente em induzir 

resposta imune em camundongos, para ser utilizada em ensaios futuros no 

modelo hamsters. 
 

Todos os adjuvantes avaliados neste trabalho foram capazes de induzir 

uma resposta imune humoral, demonstrada por níveis de anticorpos com 

diferentes intensidades, quando comparados com os controles (pré-imune e 

adjuvante sem antígeno). Confirmando, deste modo, o potencial imunogênico da 

proteína recombinante LigANI quando associada a diferentes adjuvantes. 
 

Foram observados maiores títulos de anticorpos da classe IgG anti-

rLigANI no tempo de 30 dias, em todos os grupos analisados, enquanto o grupo 

imunizado com o adjuvante Al(OH)3 com a dose de 3 µg de rLigANI, apresentou 

títulos crescentes de IgG anti-rLigANI durante todo o período de experimentação. 

O perfil de resposta IgG obtido com a maioria dos adjuvantes do estudo é comum 

em esquemas com duas imunizações, visto que, após a segunda imunização a 

resposta de anticorpos IgG é mais intensa e mais rápida em comparação à 

primeira. No entanto, ao passar do tempo e, sem o contato novamente com o 

antígeno, a liberação de anticorpos pelas células B é reduzida, portanto, a dose 

de anticorpos séricos tende a ser menor (Abbas et al., 2012; Janeway et al., 

2002). 
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Com o intuito de selecionar a formulação mais eficiente, ou seja, capaz 

de induzir uma resposta mais robusta, com menores doses de antígeno, foram 

realizadas comparações de doses para cada um dos adjuvantes com as 

concentrações de 3 µg e 30 µg de proteína rLigANI. 
 

Em grupos imunizados com formulações com o Al(OH)3 foram 

observadas diferenças significativas, entre as doses administradas, em todos os 

tempos estudados exceto no tempo de 15 dias. 
 

Os animais imunizados com este adjuvante associado à dose de 3 µg de 

proteína rLigANI apresentaram títulos de anticorpos IgG anti-rLigA crescentes ao 

longo de todo o tempo de experimentação. Este perfil poderia ser explicado por 

um possível efeito depot deste adjuvante, em que se observa liberação 

prolongada do antígeno ao longo do tempo (Hem & White, 1995). No entanto, 

ainda que o mecanismo de ação deste adjuvante permaneça controverso, 

estudos demonstram que a adjuvanticidade do Al(OH)3 não está relacionada a 

este efeito depot (Gupta et al., 1996; Hem & Hogenesch, 2007). Estes resultados 

corroboram com as observações descritas por Hutchison e colaboradores que 

utilizaram uma abordagem de expressão transgênica de um receptor de 

antígeno de célula T e um antígeno modelo EαGFP para afastar a possibilidade 

de que a formação de um depot de Al(OH)3 é o responsável pela adjuvanticidade. 
 

Para reforçar a abservação acima, este grupo demonstrou que após 

imunizações com formulações com Al(OH)3 e com o CpG, um adjuvante que 

funciona como agonista de TLR e que não é capaz de formar depot, não foram 

encontradas diferenças na cinética ou na magnitude da resposta de célula T ou 

na entrega do antígeno a uma variedade de APCs, indicando que ao invés de 

ser adsorvido ao Al(OH)3, o antígeno é rapidamente disseminado na forma 

solúvel, excluindo claramente o papel de formação do depósito para a atividade 

adjuvante do Al(OH)3 (Hutchison et al., 2012). 
 

Já quando empregada a dose de 30 µg de rLigANI, o perfil de cinética de 

títulos de IgG foi diferente, com títulos descrentes após 30 dias. 
 

Quando avaliamos o perfil de subclasses de IgG foi observado que com 

menor dose do antígeno em associação ao Al(OH)3 houve um predomínio de 

IgG1, seguido de IgG3. Enquanto que com a maior dose foi observado o também 

predomínio destes dois subtipos, IgG1 e IgG3, entretanto, com uma 
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maior distribuição de IgG2a, já relatada anteriormente por Kipps e colaboradores 

como a subclasse mais potente na mediação de proteção (Kipps et al., 1985). 
 

O predomínio de IgG1 induzido pelas formulações com doses 3 µg e 30µg 

e os dados de relação IFN-ɤ/IL-4 obtidos com este adjuvante sugerem um 

direcionamento para a resposta de células T do tipo Th2 com ambas as doses 

de rLigANI administradas. Estes dados estão de acordo com o encontrado na 

literatura que relaciona o Al(OH)3 com a indução de resposta imune 

predominantemente do tipo Th2 (Bungener et al., 2008). 
 

Nas formulações com a Flagelina foram observadas diferenças 

significativas nos títulos de IgG anti-rLigANI, obtidas entre grupos imunizados 

com as doses de 3 µg e 30 µg de rLigANI apenas nos tempos de 30 e 60 dias 

de experimentação. Ao contrário do observado com as formulações com Al(OH)3 

os maiores títulos de anticorpos foram gerados a partir da formulação com a 

maior dose de antígeno. Contudo os títulos desse grupo imunizado com a dose 

de 30 µg de rLigANI, sofreram uma queda mais acentuada, quando comparados 

aos títulos dos animais imunizados com a menor dose. A partir do tempo de 90 

dias não foi observada diferença nos títulos entre as doses. 
 

A cinética de resposta IgG anti-rLigANI observada em grupos imunizados 

com este adjuvante, com obtenção de maiores títulos com a maior dose de 

antígeno, apenas nos tempos iniciais, pode sugerir um direcionamento de 

resposta à proteína rLigANI, que como demonstrado em nossos resultados 
 

é antigênica, entretanto, quando administrada sem adjuvantes é incapaz de 

gerar uma resposta intensa e duradoura. Além disso, por este adjuvante ser de 

origem proteica, pode estar competindo com a proteína rLigANI, pois como a 

Flagelina é altamente imunogênica, provavelmente estimulou maiores títulos de 

anticorpos IgG anti-flagelina, entretanto, títulos de anticorpos IgG anti-flagelina 

não foram avaliados para comprovação desta hipótese. 
 

Em relação ao perfil de subclasses de IgG foi observado que com a dose 

de 3 µg de antígeno em associação com a Flagelina, houve predomínio de IgG1, 

seguido de IgG2b, IgG2a e IgG3. Já com a dose de 30 µg antígeno a proporção 

de IgG2a foi aumentada, com consequente diminuição nos níveis de IgG1, o que 

pode sugerir um discreto direcionamento para uma resposta do tipo Th1. Este 

perfil de resposta com maiores níveis de IgG1, seguidos de 
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títulos menores de IgG2a também foram observados em estudos de vacinas 

recombinantes contra Pseudomonas aeruginosa (Behrouz et al.,2016), bem 

como, em nosso estudo com a formulação de Al(OH)3 com a maior dose. 
 

Além disso, quando avaliada quanto à relação IFN-ɤ/IL-4 foi observado 

um direcionamento de resposta do tipo Th2 quando a Flagelina foi administrada 

com a menor dose de antígeno, em contrapartida, com a maior dose de antígeno 

o perfil demonstrado foi de resposta Th1. 
 

Diante disso, podemos levantar a hipótese de que o aumento nos títulos 

de anticorpos IgG e nos níveis de IgG2a obtidos com a dose de 30 µg esteja 

relacionado ao aumento na concentração do antígeno rLigANI, já que dados 

publicados por outros grupos demonstraram perfil de resposta Th1 em infecções 

por diferentes espécies de Leptospira, e com antígenos purificados de Leptospira 

como LipL32 e a rLigANI (Zuerner et al., 2011; Vernel-Pauillac & Merien, 2006; 

Lin et al., 2011; Faisal et al., 2009). 
 

Nossos resultados indicaram que a Flagelina associada com a proteína 

rLigANI não demonstrou grande habilidade em desencadear resposta de células 

T. Sendo observada estimulação significativa apenas de células produtoras de 

IL-2, com ambas as doses de antígeno administradas. A estimulação de células 

produtoras de IL-2 é importante, uma vez que esta citocina é um fator de 

crescimento, proliferação e diferenciação para linfócitos T e tem papel principal 

na resposta de células T por sua ação nas células T reguladoras. Ao mesmo 

tempo, IL-2 atua nas células B tanto como um fator de crescimento, quanto como 

um estímulo para a síntese de anticorpos (Malek, 2008; Barron et al., 2010). Esta 

estimulação de IL-2 foi também observada por Chen e colaboradores em 

camundongos BALB/c imunizados com um plasmídeo de proteínas gag de HIV-

1 combinado com um plasmídeo quimérico que codifica IL-18 e Flagelina (Chen 

et al., 2015). 
 

A fim de diminuir as limitações da Flagelina, um agonista de TLR-5 que 

atua como um adjuvante tipicamente imunoestimulatório (Pino et al., 2005; 

Baptista et al., 2014), mas que não demonstrou grande capacidade em garantir 

a permanência da rLigANI em circulação, combinamos este adjuvante ao 

Al(OH)3. A combinação de adjuvantes não é uma estratégia nova, tendo vários 

exemplos descritos na literatura, demonstrando que uma seleção cuidadosa de 
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combinações de adjuvantes pode resultar em melhorias complementares e 

sinergistas de respostas imunes às vacinas (Mutwiri et al., 2016). 
 

Os Grupos imunizados com formulações contendo os adjuvantes 

Flagelina e Al(OH)3 associados induziram maiores títulos de IgG quando 

imunizados com a dose de 30 µg de rLigANI, com diferenças significativas 

apenas a partir do tempo de 60 dias. O perfil de resposta de anticorpos obtido 

em grupos imunizados com esta combinação de adjuvantes foi diferente do perfil 

obtido para as demais formulações avaliadas neste estudo, já que, para tais, a 

dose menor de antígeno foi capaz de estimular maiores títulos de anticorpos. 

Esses resultados nos levam a crer que por estes adjuvantes atuarem em vias 

diferentes e com mecanismos de ação opostos, não sufocaram o sistema imune, 

já que os adjuvantes baseados em sais de alumínio não exercem sua função 

através de TLRs (Gavin et al., 2006), ao contrário da Flagelina (Andersen-Nissen 

et al., 2005). 
 

Nossos resultados demonstraram que a combinação de Flagelina e 

Al(OH)3 possibilitou a manutenção dos títulos por um período maior de tempo, 

quando associados à maior dose de antígeno. Estes dados são concordantes 

com os estudos realizados por Giannini e colaboradores em camundongos ao 

utilizarem uma combinação de um agonista de TLR, no caso o MPL, e o Al(OH)3 

(Giannini et al., 2006). A cinética da resposta de anticorpos IgG anti-rLigANI total 

obtida com nossa combinação pode estar associada ao mecanismo de ação do 

Al(OH)3, já que quando este adjuvante foi formulado individualmente demonstrou 

ser capaz de manter os níveis de anticorpos séricos ao longo do tempo. 
 

Já é conhecido que o Al(OH)3 não é capaz de fazer o “armazenamento” 

de antígeno, entretanto, pode ser adsorvido a este, ao contrário da Flagelina. 

Pode-se deduzir de acordo com o encontrado na literatura, que a Flagelina teria 

o papel de ativar o sistema imune inato (Hayashi et al., 2001), gerando maiores 

títulos de anticorpos (Qi et al., 2015), enquanto o Al(OH)3 estaria fazendo o 

carreamento da proteína rLigANI (Cox & Coulter, 1997), aumentando assim a 

ativação do sistema imune, possibilitando o desencadeamento de uma resposta 

mais completa. 
 

Os títulos obtidos com a combinação destes adjuvantes foram maiores do 

que os títulos obtidos com os adjuvantes Al(OH)3 e Flagelina formulados 
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individualmente, confirmando o efeito sinérgico destes adjuvantes combinados, 

na estimulação de resposta imune de anticorpos. 
 

Em relação ao perfil de subclasses de IgG, foi observado, como para os 

demais adjuvantes em estudo, o predomínio de IgG1, no entanto, seguido de 

IgG2b, IgG2a e IgG3. 
 

De maneira interessante, foi observado em animais imunizados com 

formulações com a combinação de Flagelina e Al(OH)3 a estimulação 

significativa de células produtoras de IL-4. Esta citocina é o principal estímulo 

para o desenvolvimento de células T auxiliares CD4+ do tipo Th2. A IL-4 é a 

citocina de “assinatura” do subgrupo Th2, e age tanto como citocina indutora 

quanto como citocina efetora dessas células (Abbas et al., 1996; Mohrs et al., 

2000). Estes resultados associados aos de subclasses de IgG, direcionam para 

uma resposta de células do tipo Th2, sugerindo, portanto, que a estimulação de 

resposta celular seja direcionada predominantemente pelo adjuvante Al(OH)3. 

Os resultados de resposta celular com a Flagelina administrada individualmente 

corroboram esta especulação, já que este adjuvante não foi capaz de estimular 

significativamente IL-4, além disso, o perfil de resposta ao Al(OH)3 é tipicamente 

Th2 (Brewer et al., 1996; Kool et al., 2008), ao contrário da Flagelina, para o qual 

espera-se um perfil Th1 (Bachmann et al., 2006, Song et al., 2016; Moigne et al., 

2008). 
 

Por outro lado, quando avaliamos a resposta imune celular quanto à ração 

IFN-ɤ/IL-4 foi observado um direcionamento para resposta do tipo Th1, 

independentemente da dose de antígeno administrada. 
 

Acredita-se que a resposta imune celular para formulações com o 

adjuvante Flagelina, tanto quando administrado sozinho, quanto quando 

associado ao Al(OH)3 pode ter sido limitada pela via de imunização utilizada, no 

caso, a via intramuscular, mesmo esta sendo a via de escolha de alguns grupos 

de pesquisa (Karam et al., 2013). Contudo, a Flagelina vem sendo estudada 

como uma grande aposta para adjuvante de mucosa (Honko et al., 2006; 

Baptista et al., 2014; Pino et al., 2005; Lee et al., 2006), seja com a utilização de 

linhagens atenuadas capazes de expressar Flagelina fusionada a antígenos 

heterólogos, administradas pela via oral (Sbrogio-Almeida e Ferreira, 2001), ou 

como proteína purificada co-administrada ou fusionada a antígenos 
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heterólogos por via nasal (lee et al., 2006; Skountzou et al., 2010; Habibi et al., 

2015). 
 

Rady e colaboradores (2016) demonstraram em seu estudo indicações 

claras de que o modo de ação da Flagelina é dependente da rota de 

administração. Em seu estudo a Flagelina codificada em vacinas de DNA foi 

injetada para reforçar a imunidade específica da vacina, seguindo posterior 

reforço com vetores de adenovírus recombinante administrados por via 

intramuscular ou por via intranasal, em que ambas as respostas imunes 

circulantes e pulmonares foram potencializadas. No entanto, essa dependência 

de rota de administração ficou clara, com a observação de acentuada redução 

na resposta de células T quando utilizada a via intramuscular (Rady et al., 2016). 
 

No presente estudo, o adjuvante ISCOM destacou-se dentre os demais 

quanto à sua capacidade de estimular resposta imune humoral, estimulando 

altos títulos de anticorpos. 
 

Grupos imunizados com ISCOM nas concentrações de 3 e 30 µg 

apresentaram diferenças entre os títulos de anticorpos IgG anti-rLigANI obtidos 

em todos os tempos analisados, porém estas não foram estatisticamente 

significativas. Nossos dados demonstraram uma tendência deste adjuvante em 

estimular maiores títulos de anticorpos quando empregada a formulação com a 

menor dose de rLigANI (3 µg), exceto no tempo de 15 dias, onde a dose de 30 

µg induziu maiores títulos de anticorpos. Este perfil foi semelhante ao observado 

em formulações com o adjuvante Ca3(PO4)2 e Al(OH)3. Embora o Ca3(PO4)2 e 

Al(OH)3 tenham demonstrado um perfil semelhante ao ISCOM, os níveis de 

anticorpos produzidos por essas formulações com a dose de 3 µg foram, 

respectivamente, 14 e 3 vezes menores em relação aos produzidos com 

formulações com ISCOM com a mesma dose de antígeno. Esses dados que 

demonstram a alta produção de anticorpos mesmo com a utilização de menores 

concentrações de antígenos vão de encontro com observações descritas na 

literatura, que demonstram a capacidade deste adjuvante em induzir altos títulos 

de anticorpos de todas as classes e subclasses, além de resposta CTL (Sanders 

et al., 2005; Bontempi et al., 2015). 
 

Foi observado em grupos imunizados com este adjuvante o predomínio 

de IgG1, semelhante ao observado com os demais adjuvantes, seguido de 
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IgG3, IgG2a e em proporções quase imperceptíveis IgG2b. Tais dados estão de 

acordo com o estudo publicado por Cibulski e colaboradores onde foi 

demonstrada a capacidade do adjuvante ISCOM baseado em saponinas em 

induzir altos níveis de IgG1 e IgG2a (Cibulski et al., 2016). Quando avaliado 

quanto à relação IFN-ɤ/IL-4 foi observado um direcionamento para Th1 quando 

utilizada a menor dose de antígeno, já com o aumento da dose do mesmo, foi 

observado um direcionamento para Th2. Mesmo com este direcionamento 

dependente da dose administrada do antígeno, a estimulação de células 

produtoras de IFN-ɤ e IL-4 foi observada com ambas as doses de rLigANI 

administradas. 
 

Este adjuvante demonstrou um perfil balanceado das subclasses, 

sugerindo um equilíbrio de respostas Th1/Th2 (Xu et al., 2015; Li et al., 2015). 

Segundo dados da literatura, o adjuvante ISCOM age como um indutor de 

resposta dos tipos Th1 e Th2 (Martina et al., 2003; Ahlberg et al., 2012; Bontempi 

et al., 2015). Nossos dados demonstraram que o aumento na dose de proteína 

rLigANI induziu uma diminuição na proporção de IgG1 com consequente 

aumento na proporção de IgG3. Especula-se, de tal modo, que mesmo que os 

títulos sejam menores, esta modulação pode ser interessante do ponto de vista 

de proteção e opsonização (Haas et al., 2002; Lemoine et al., 1992), já que 

mesmo a subclasse IgG1 seja naturalmente predominante, esta não é capaz de 

ativar a via de complemento eficientemente, ao passo que IgG2a, IgG2b e IgG3 

podem. Além disso, IgG3 é uma subclasse que tem demonstrado ser importante 

para o controle de infecções, sendo demonstrado que desde o início as 

respostas de anticorpos, especialmente os do isotipo IgG3, desempenham um 

papel crítico na defesa do hospedeiro contra bactérias encapsuladas 

extracelulares, além de ser importante na resistência a patógenos e indicador de 

memória celular (Lemoine et al., 1992; Briles et al., 1981). 
 

Quanto à indução de resposta imune celular o adjuvante ISCOM se 

destacou em relação aos demais, demonstrando ser capaz de estimular IFN-ɤ e 

IL-17 com 3 µg de antígeno, IL-4 com 30 µg de antígeno, além de estimular IL-2 

com ambas concentrações de antígenos em relação ao controle. Além da 

significância em relação ao próprio controle, ISCOM sem antígeno, este 
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adjuvante também foi capaz de induzir resposta celular superior em relação aos 

demais adjuvantes. 
 

Quando comparados todos os adjuvantes avaliados nesse estudo, no 

tempo final de experimentação, foram obtidos maiores títulos com o adjuvante 

ISCOM, seguido de Al(OH)3, Flagelina em associação com Al(OH)3, Flagelina e 

por fim Ca3(PO4)2 quando associados à dose de 3 µg de rLigANI. No entanto, 

com a maior dose (30 µg de rLigANI), o grupo imunizado com adjuvante Al(OH)3 

sofreu uma imunossupressão da resposta imune, já o grupo imunizado com 

associação com Flagelina em associação com Al(OH)3 foi imunoestimulado. 
 

Quando se trata de estratégias vacinais, a possibilidade de redução da 

dose de antígeno é muito importante, considerando a economia nos custos de 

produção e diminuição no risco de eventos adversos (Mastelic et al., 2010). Os 

resultados obtidos demonstraram que com os adjuvantes ISCOM, Al(OH)3 e 

Ca3(PO4)2 há a possibilidade de redução em 10 vezes na concentração de 

proteína recombinante rLigANI. Baseado na importância desta redução de dose, 

a formulação dos adjuvantes Flagelina e Al(OH)3 em combinação não é ideal, já 

que esta formulação teve resposta consideravelmente maior, apenas com a 

maior dose de antígeno. 
 

Outro ponto importante a ser considerado é a qualidade dos anticorpos 

gerados por meio das diferentes formulações estudadas. Nossos resultados 

demonstraram que todas as formulações analisadas foram capazes de gerar 

anticorpos com alta avidez, acima de 80%. Os índices de avidez obtidos com as 

formulações analisadas não foram estatisticamente significativas. A alta avidez 

destas formulações já era esperada, devido à natureza do antígeno, já que 

antígenos de origem proteica, como a rLigANI, tendem a gerar anticorpos com 

alta afinidade (Goldblatt et al., 1998). Além disso, o longo período de 

experimentação favoreceu a maturação da afinidade, portanto os anticorpos que 

permaneceram em circulação tinham maior afinidade pelo antígeno. Nessa fase, 

as células B com Imunoglobulinas de maior afinidade, que interagem melhor com 

o determinante antigênico, são preferencialmente estimuladas (Abbas et al., 

2012; Janeway et al., 2002; Rudin &Thompson, 1998). 
 

Foi demonstrada neste estudo a habilidade do adjuvante ISCOM em 

desencadear resposta imune celular, quando formulado com a proteína 
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rLigANI. Quando associado à menor dose este adjuvante foi capaz de estimular 

significativamente células T produtoras de IL-2, IFN-ɤ e IL-17. Estas citocinas 

foram analisadas, considerando sua importância para a proteção contra o agente 

causador da leptospirose, bem como, a acuidade no direcionamento de 

respostas de células Th1 e Th2, possibilitando assim caracterizar a resposta 

imune induzida por cada um dos adjuvantes (Romagnani, 2000). 
 

A citocina IFN-ɤ foi avaliada por ser a principal ativadora de macrófagos 

e exercer funções críticas na imunidade natural e na imunidade adquirida 

mediada por células. Além da sua capacidade em acentuar a apresentação de 

antígeno associada ao MHC e amplificar a fase de reconhecimento das 

respostas imunes mediante o aumento da expressão dos ligantes que as células 

T reconhecem. O IFN-ɤ é, ainda, um ativador das células do endotélio, vascular, 

e potencializa muitas das ações do TNF em células endoteliais, promovendo a 

adesão e o extravasamento de linfócitos T para os locais da infecção (Billiau & 

Matthys, 2009; Schroder et al., 2004). Já a citocina IL-2, é capaz ainda de 

estimular a sobrevida, proliferação e diferenciação das células T ativadas por 

antígeno e também promover sobrevida das células induzindo a proteína 

antiapoptótica Bcl-2 (Barron et al., 2010; Josefowicz et al., 2012). Enquanto a IL-

17 é uma citocina essencial para defesa do hospedeiro contra vários 

microrganismos, particularmente, bactérias extracelulares e fungos (Korn et al., 

2009; Curtis & Way, 2009; O’Quinn et al., 2008). Além disso, a IL-17 possui 

capacidade de modular neutrófilos via citocinas e promover expansão e 

sobrevivência de polimorfonucleares (G-CSF, GM-CSF) (Parsonage et al., 

2008), bem como, de quimioatrativos para neutrófilos (CXCL1, CXCL2 and 

CXCL5) (Ruddy et al., 2005; Andoh et al., 2002). Estas citocinas citadas acima 

foram signitivamente estimuladas em grupos imunizados com as formulações 

com os adjuvantes ISCOM e Al(OH)3. 
 

Como já demonstrado previamente em ensaios desafios com hamsters, o 

adjuvante Al(OH)3, tem capacidade protetora, quando formulado com a proteína 

recombinante LigANI, no entanto, não é capaz de eliminar a colonização renal 

por leptospiras vivas (Medeiros et al., 2005; Koizumi & Watanabe, 2004). Por 

este motivo e devido a ampla utilização deste adjuvante em vacinas veterinárias 

e humanas aprovadas por por quase 90 anos (Wen & Shi, 2016), neste estudo 

comparativo, o Al(OH)3 foi utilizado como um controle. 
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Este adjuvante modelo cumpriu importantes requisitos, como maiores títulos de 

anticorpos gerados com menores doses de antígeno, alta avidez dos anticorpos 

gerados, e indução de resposta celular. Além disso, células produtoras de IL-17, 

foram significativamente estimuladas em grupos imunizados com Al(OH)3 com 

ambas as concentrações de rLigANI. Contudo, em estudos anteriores do nosso 

grupo, este adjuvante não foi capaz de eliminar a colonização renal por 

leptospiras, sendo necessário apostar em um adjuvante que tenha gerado 

resposta imune mais pontente e balanceada, em comparação ao Al(OH)3. 
 

Os nossos resultados demonstraram que o adjuvante ISCOM foi o único 

capaz de gerar títulos de anticorpos maiores em comparação ao Al(OH)3, além 

disso demonstrou maior balanço de subclasses de IgG e capacidade de 

desenvolver resposta imune celular significativa. Este adjuvante, dessa forma, 

demonstrou maior potencial para o desenvolvimento de uma vacina de 

subunidade contra leptospirose quando em associação à proteína rLigANI. 
 

Estudos com novos ISCOMs baseados em saponinas Quillaja brasiliensis 

demonstraram a capacidade deste adjuvante em induzir resposta de mucosa e 

produção de anticorpos sistêmica, respostas das células T e absorção 

melhorada de antígeno (Cibulski et al., 2016). Não obstante, a dose administrada 

deste adjuvante é reduzida, facilitando a formulação e imunização de animais e 

futuramente de humanos. Outra informação importante sobre este adjuvante, é 

a de que o intervalo de imunização sugerido pelo fabricante é de 21 dias, tempo 

em que a resposta é acentuada e sua qualidade aumentada. No entanto, como 

o nosso objetivo era comparar os adjuvantes sob as mesmas condições de 

experimentação, entre elas o intervalo de imunização, a opção escolhida foi a de 

utilizar o intervalo de 15 dias, o indicado como ideal para os demais adjuvantes 

do estudo, indicando que a resposta imune induzida por este adjuvante pode ser 

ainda mais intensificada seguindo-se o intervalo maior entre as imunizações, 

conforme sugerido pelo fabricante 
 

Diante do exposto, o adjuvante ISCOM com a dose de 3 µg de proteína 

recombinante LigANI foi a formulação que apresentou os resultados mais 

satisfatórios neste estudo comparativo, sendo assim, a selecionada para 

utilização em futuros ensaios conduzidos em hamsters. Espera-se que esta 
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formulação seja capaz de induzir uma resposta imune protetora, reduzindo e 

até mesmo eliminando a colonização renal por leptospiras em hamsters. 
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6. CONCLUSÃO 
 

 

 Todos os adjuvantes avaliados neste estudo foram capazes de induzir resposta 
imune humoral significativa em relação aos controles.





 Os resultados obtidos demonstram a possibilidade de redução da dose de 
antígeno para todos os adjuvantes estudados, exceto para a combinação de 
Flagelina com Al(OH)3.





 Os títulos de IgG anti-rLigANI foram aumentados quando os adjuvantes 
Flagelina e Al(OH)3 foram combinados.





 Os índices de avidez obtidos nos grupos imunizados com todas as formulações 
avaliadas foram altos, considerando a metodologia empregada.





 O isotipo IgG1 foi o predominante em todas as formulações. No entanto, as 

formulações com os adjuvantes ISCOM e Flagelina e Al(OH)3 quando 

combinados revelaram um maior equilíbrio entre as subclasses, sugerindo 

um possível balanço entre respostas Th1/Th2.




 ISCOM e Al(OH)3 se destacaram no desencadeamento de resposta imune de 
celular com estimulação significativa de células produtoras de IFN- ɤ, IL-2, e IL-
17.




 Entre os adjuvantes estudados o ISCOM foi o que apresentou resultados mais 

promissores. Baseado nos resultados de resposta imune de anticorpos e celular, 

este adjuvante foi o selecionado para futura avaliação em ensaio de desafio 

utilizando hamsters como modelo.


 

Este estudo forneceu informações importantes para entender a resposta 

imune induzida por cada adjuvante quando associado com a proteína rLigANI, 

que poderão ser utilizadas futuramente, auxiliando no desenvolvimento de 

vacinas para leptospirose. Além disso, os dados obtidos poderão ser usados 

auxiliando com informações para outros modelos de imunização, principalmente 

com antígenos de origem bacteriana. 
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7. PERSPECTIVAS 
 

 

Este estudo envolve não só estas formulações aqui descritas, mas 

também formulações com outros adjuvantes. Entre elas estão sendo avaliadas 

formulações com os adjuvantes: AddaVax (Esqualeno), MPL (lipolissacarídeo A 

modificado); e diversas outras combinações. 
 

Preparar as formulações com o adjuvante ISCOM e realizar ensaios de 

desafio em hamsters. 
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9. Apêndices e/ou Anexos 

 

Considerações sobre Aspectos Éticos: 
 

Este projeto cumpre os requisitos da Comissão de Ética em Experimentação 

Animal - PROTOCOLO - CEUA LW-18/13. Os animais utilizados neste projeto 

foram tratados de acordo com os Princípios Éticos na Experimentação Animal, 

recomendados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). 
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