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Resumo 
 
 
VIANNA, Ana Muñoz. Emulsões de polissacarídeo bacteriano como adjuvantes 
em vacinas recombinantes. 2018. 79f. Tese (Doutorado em Ciências) - Programa 
de Pós-Graduação em Biotecnologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 
 
As vacinas provaram ser eficazes na prevenção de doenças que anteriormente 

tinham alta morbidade e mortalidade. Devem ser administradas antecipadamente à 

exposição a patógenos, com tempo suficiente para a indução de memória 

imunológica específica para o antígeno. A vacinação com antígenos recombinantes, 

que em geral são menos imunogênicos, resulta em uma modesta ativação de 

linfócitos T e baixa indução de anticorpos. Para superar essa deficiência, estes 

antígenos são incorporados a formulações adjuvantes com a finalidade de ampliar a 

resposta imune vacinal. Nesse estudo foi desenvolvido um adjuvante (EPB) sob a 

forma de uma emulsão tripla, água/óleo/água, usando o polissacarídeo bacteriano 

goma xantana e o óleo Montanide ISA 50 V2®. A emulsão foi inócua para 

camundongos, equinos e bovinos, apresentando seringabilidade, e manteve-se 

estável por 6 meses sob refrigeração (4 °C). Sua eficiência imunogênica foi avaliada 

frente aos antígenos recombinantes Equi Merozoíto Antígeno (rEMA-2) de Theileria 

equi e Toxina Épsilon (rETX) de Clostridium perfringens. Os grupos experimentais 

vacinados com a EPB emulsionados ao antígeno rEMA-2, tanto dos camundongos 

como dos equinos, apresentaram níveis de IgG sérica total significativamente 

superior quando comparados aos grupos vacinados com o hidróxido de alumínio (p 

< 0,05) e a EPB sozinha (p < 0,01). Os isotipos IgG1 e IgG2a dos soros (pool) dos 

camundongos, coletados nos dias 28 e 60, foram avaliados por ELISA. No dia 60 

observou-se um aumento significativo (p < 0,05) nos níveis de IgG2a no grupo 

vacinado com a EPB em relação ao dia 28, sugerindo uma modulação para uma 

resposta Th1. Os bovinos vacinados com a rETX emulsionado com a PSB 

apresentaram títulos séricos de IgG total contra a rETX significativamente superior (p 

< 0,05) ao grupo que recebeu o hidróxido de alumínio como adjuvante. Nos animais 

vacinados com a proteína rETX emulsionados com PSB foi observado aumento 

significativo (p < 0,05) da transcrição de mRNA das citocinas IL-2 (3,5 x), IL-15 (3,8 

x) e IL-17 (2 x) em leucócitos periféricos, quando estimuladas com a proteína rETX e 

comparadas ao grupo hidróxido de alumínio. Os resultados deste estudo 

demonstraram que a emulsão tripla adjuvante desenvolvida é inócua, estável e 

possui uma ação promissora como adjuvante vacinal com as proteínas 

recombinantes testadas. 

 
Palavras-chave: Adjuvante, EMA-2, Toxina Épsilon, Vacina recombinante. 
 
 
 

 

 



Abstract 
 
 
VIANNA, Ana Muñoz. Emulsões de polissacarídeo bacteriano como adjuvantes 
em vacinas recombinantes. 2018. 79f. Tese (Doutorado em Ciências) - Programa 
de Pós-Graduação em Biotecnologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 
 
Vaccines proved to be effective in preventing diseases that previously had high 
morbidity and mortality. They should be administered in advance of exposure to 
pathogens, with sufficient time to induce antigen-specific immune memory. 
Vaccination with recombinant antigens, which are generally less immunogenic, 
results in modest activation of T lymphocytes and low induction of antibodies. To 
overcome this deficiency, these antigens are incorporated into adjuvant formulations 
in order to enhance the vaccine immune response. In this study an adjuvant (EPB) 
was developed in the form of a triple emulsion, water/oil/water, using the bacterial 
polysaccharide xanthan gum and the Montanide ISA 50 V2® oil. The emulsion was 
innocuous for mice, horses and cattle, showing seringability, and remained stable for 
6 months under refrigeration (4 °C). Its immunogenic efficiency was evaluated 
against the recombinant Equi Merozoite Antigen (rEMA-2) from Theileria equi and 
Epsilon Toxin (rETX) from Clostridium perfringens. Experimental groups vaccinated 
with EPB emulsified to the rEMA-2 antigen from both mice and horses showed 
significantly higher total serum IgG levels when compared to groups vaccinated with 
aluminum hydroxide (p <0.05) and EPB alone (p <0.01). IgG1 and IgG2a isotypes of 
the mice serum pools collected on days 28 and 60 were evaluated by ELISA. On day 
60 a significant (p <0.05) increase of IgG2a levels was observed in the vaccinated 
group with EPB in relation to day 28, suggesting a modulation for a Th1 response. 
The bovines vaccinated with rETX emulsified with PSB had serum titers of total IgG 
against rETX significantly higher (p <0.05) than the group that received aluminum 
hydroxide as an adjuvant. A significant increase (p <0.05) in cytokines IL-2 (3.5 x),  
IL-15 (3.8 x) and IL-17 (2.0 x) mRNA transcription was observed in animals 
vaccinated with the rETX protein emulsified with PSB in peripheral leukocytes when 
stimulated with the rETX protein and compared to the aluminum hydroxide group. 
The results of this study demonstrated that the triple emulsion adjuvant developed is 
innocuous, stable and has a promising action as a vaccine adjuvant with the 
recombinant proteins tested. 
 
Keywords: Adjuvant, EMA-2, Epsilon toxin, Recombinant vaccine. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

A Organização mundial da saúde (WHO, World Health Organization, 2017) 

define vacina como: “Uma vacina é uma preparação biológica que melhora a 

imunidade a uma doença específica. Uma vacina tipicamente contém um agente que 

se assemelha a um micro-organismo causador de doenças, e é frequentemente feita 

de formas enfraquecidas ou mortas do micróbio, suas toxinas ou uma de suas 

proteínas de superfície. O agente estimula o sistema imunológico do corpo a 

reconhecer o agente como estranho, destruí-lo e "lembrá-lo", de modo que o sistema 

imunológico possa reconhecer e destruir mais facilmente qualquer um desses micro-

organismos quando o encontrar posteriormente”. As vacinas são medicamentos 

administrados basicamente a indivíduos saudáveis, sendo considerada uma das 

intervenções efetuadas pela saúde pública melhor sucedida (WHO, 2017). 

Devido aos riscos de segurança associados às vacinas que utilizam patógenos 

completos atenuados ou mortos como antígenos vacinais, as vacinas mais recentes 

baseiam-se em antígenos recombinantes altamente purificados (Strugnell et al. 

2011; Pellegrino et al. 2015; Pasquale et al. 2015). Vacinas que contenham um 

número limitado de antígenos purificados geralmente tem perfis de segurança 

melhorados, mas são geralmente menos imunogênicas devido à remoção de 

características patogênicas do organismo (Pasquale et al. 2015). Essas vacinas 

resultam em uma modesta indução de resposta humoral e celular e necessitam 

múltiplas vacinações para obtenção de resposta imune suficiente (Pellegrino et al. 

2015). Para superar essa insuficiência, adjuvantes são adicionados a formulações 

de vacinas com a finalidade de indução de uma resposta imune mais ampla, intensa 

e rápida e a redução da dose administrada (Seubert et al. 2008; Josefsberg & 

Buckland, 2012). 

Os adjuvantes são utilizados em vacinas há mais de 90 anos. Foram 

inicialmente usados de maneira empírica para melhorar a resposta imune ao 

antígeno, mas se tornaram componentes necessários de muitas vacinas devido à 

baixa imunogenicidade dos antígenos purificados utilizados (Pasquale et al. 2015). 

 Em meados da década de 1990, os avanços em imunologia mudaram as 

estratégias para a descoberta, “design”, desenvolvimento e uso de adjuvantes 

vacinais. As descobertas de receptores que sinalizam rapidamente a presença de 
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invasores tais como, vírus, bactérias e parasitos, apontaram o sistema imune inato 

como alvo dos adjuvantes (Hackett & Harn, 2006). Os adjuvantes fornecem a 

proteção física aos antígenos, auxiliam na translocação do antígeno para o linfonodo 

e aumentam a resposta do sistema imunológico, mediando uma exposição mais 

longa e efetiva do antígeno às células imunes (Butnaru & Shoenfeld, 2015).  

Os polissacarídeos de origem microbiana surgiram no mercado internacional a 

partir da década de 1950 para aplicação nas indústrias farmacêutica e alimentícia. A 

produção desses polissacarídeos, em condições controladas de fermentação, 

garante um material de qualidade (Sutherland, 2001; Ernandes & Garcia-Cruz, 2005; 

Luvielmo & Scamparini, 2009). A esse grupo de polissacarídeos, solúveis em água, 

de origem vegetal, animal ou microbiológica, foi dado a designação de gomas 

industriais (Luvielmo & Scamparini, 2009).  

A goma xantana é um polissacarídeo bacteriano derivado da bactéria 

Xanthomonas spp. Seu uso foi liberado em 1969 na produção de alimentos pela 

FDA (Food and Drug Administration) (Luvielmo & Scamparini, 2009). A goma 

xantana é muito utilizada na indústria alimentícia por ser um espessante de soluções 

aquosas, agente dispersante, estabilizadora de emulsões e suspensões e 

apresentar compatibilidade com ingredientes alimentícios (Chiou et al. 2009). 

Aproveitando as características emulsificantes, estabilizantes e imunogênicas 

da goma xantana, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver uma emulsão 

com o papel de adjuvante imunológico para ser usada junto com antígenos vacinais 

recombinantes.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

  

2.1 Vacinas 

 

A vacinação apresenta impactos consideráveis na prevenção e controle de 

doenças infecciosas e morte provocada por essas em todo o mundo (WHO, 2017; 

Zheng et al. 2018). É uma opção de tratamento preventivo disponível há mais de 

200 anos e provou ser eficaz na prevenção de infecções que anteriormente 

apresentavam alta morbidade e mortalidade (WHO, 2017). 

Após a imunização, uma vacina deve provocar uma combinação de respostas 

humoral e celular capaz de controlar ou prevenir infecções (Pasquale et al. 2015; 

Zheng et al. 2018). O princípio básico subjacente à imunização é a indução de uma 

resposta imune capaz de fornecer proteção específica contra infecção ou doença, e 

onde o risco de adquirir a doença da vacinação foi reduzido ou removido. O 

indivíduo vacinado torna-se imune à doença em exposição futura, e os efeitos 

colaterais indesejados da doença induzida por patógenos são evitados (Pasquale et 

al. 2015).  

No final do século XVIII, Edward Jenner utilizou o vírus vivo completo da varíola 

retirado de lesões da pele de animais para imunizar pessoas contra essa doença. 

Essa transferência de animal para humano e depois humano para humano teve a 

finalidade de imunizar contra a varíola humana, mais patogênica que a varíola 

animal (Josefsberg & Buckland, 2012). A palavra vacinação (latim: vaccinus = cow) 

originou-se desta primeira vacina, uma vez que foi derivada de um vírus que afeta as 

vacas (Josefsberg & Buckland, 2012). Este foi um trabalho pioneiro de vacinas virais 

com partículas capazes de se multiplicar nos vacinados (Schatzmayr, 2003). As 

vacinas bacterianas foram criadas por Louis Pasteur em 1880, como a vacina para 

cólera aviária (Pasteurella multocida) e a vacina para o antraz (Bacillus anthracis) 

usando culturas bacterianas enfraquecidas. A vacina da pólio foi o primeiro cultivo 

“in vitro” de uma vacina viral em células humanas não neurais por John Franklin 

Enders em 1949. A seguir Jonas Salk produziu uma vacina inativada contra 

poliomielite em células renais de macacos (Josefsberg & Buckland, 2012). O 

desenvolvimento de vacinas no início do século XX teve vários avanços como a 

identificação de toxinas bacterianas que poderiam ser modificadas para formas não 
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tóxicas, mantendo alta imunogenicidade e o uso de cultura celular para propagação 

e atenuação bacteriana e de vírus (Pellegrino et al. 2015). Os processos de 

atenuação de virulência tradicionalmente utilizados para a obtenção de vacinas vivas 

são obtidos por dessecação ou por passagem repetida em cultura e em diferentes 

condições, levando ao surgimento de mutantes cuja virulência seja 

reduzida/removida, mas o micro-organismo permanece viável (Schatzmayr, 2003; 

Pasquale et al. 2015).  

Muitas vacinas vivas atenuadas e de micro-organismos completos inativados 

continuam a ser usadas no século XXI. No entanto, algumas dessas vacinas 

enfrentam dificuldades em termos de reatogenicidade, potência ou eficácia. Há 

ainda, a capacidade de reversão da virulência de estirpes de vacinas vivas 

atenuadas e inativação incompleta de bactérias ou vírus contidos nas vacinas, o que 

ocasionalmente pode causar doenças após a vacinação (Strugnell et al. 2011; 

Pasquale et al. 2015). 

As vacinas devem ser avaliadas com base no seu impacto na saúde pública 

contra síndromes ou doenças (Saadatian-Elahi et al. 2016).  Prevenir uma doença 

de alta prevalência já provou ser uma medida econômica e, como tal, as vacinas 

tornaram-se parte de vários programas nacionais de saúde. Como exemplo, a 

erradicação da varíola foi atribuída principalmente aos programas de vacinação 

bem-sucedidos. Esses resultados promissores levaram ao desenvolvimento de mais 

vacinas e ao estudo da sua aplicabilidade em outros campos, como a prevenção e o 

tratamento do câncer (Guimarães et al. 2015). 

Para uso veterinário os protocolos de vacinação podem ser diferentes, ou não, 

daqueles para vacinas humanas, dependendo dos grupos de animais considerados. 

Fatores que influenciam a seleção de um adjuvante incluem espécie animal, 

patógeno específico, antígeno vacinal, via de imunização e tipo de imunidade 

necessária (Spickler & Roth, 2003). Vacinas para animais de companhia são 

similares àquelas para vacinas humanas, pois a saúde do animal é um fator 

primordial. As vacinas para animais de produção (bovinos, suínos e aves), no 

entanto, procuram melhorar a produção geral e visam o custo-benefício resultante 

da vacinação (Meeusen et al. 2007). A vacinação contra infecções zoonóticas busca 

reduzir ou eliminar o risco para os seres humanos e, em alguns casos, melhorar a 

produtividade de cada animal. A vacinação da vida selvagem é geralmente 

considerada apenas no que diz respeito a infecções transmissíveis a seres humanos 
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(zoonoses), embora as questões de bem-estar sejam cada vez mais importantes 

(Meeusen et al. 2007). 

 As vacinas são eficazes na proteção de longa duração contra muitas infecções 

de ocorrência natural, desde que sejam administradas profilaticamente à exposição 

a patógenos, com tempo suficiente para a indução de memória imunológica 

específica para o antígeno. Promovem um grande impacto na diminuição das 

doenças e aumentam a expectativa de vida (O'Hagan & Valiante, 2003). As vacinas 

podem levar a uma proteção duradoura. Em animais de companhia, por exemplo, há 

casos em que a imunidade persiste por toda a vida. No entanto, cada vacina deve 

ser avaliada com base em seus próprios méritos e nas características da doença a 

que se destina a proteção (Coyne et al. 2001). 

 Devido aos riscos de segurança associados às vacinas feitas de patógenos 

atenuados ou mortos, antígenos específicos podem ser produzidos por tecnologia do 

DNA recombinante, e principalmente pela tecnologia denominada vacinologia 

reversa (Schatzmayr, 2003). Na vacinologia reversa é feito o sequenciamento do 

genoma do agente, análise de suas proteínas, provável posição no micro-organismo 

e capacidade teórica de produzir resposta imune. Os peptídeos selecionados são 

sintetizados ou expressos em vetores e testados em animais para comprovação da 

resposta imune (Schatzmayr, 2003).  

 A tecnologia do DNA recombinante permitiu a produção de vacinas para 

agentes patogênicos que não podem ser cultivados in vitro e também melhorou a 

eficiência dos processos de fabricação e purificação dos antígenos (Strugnell et al. 

2011; Pellegrino et al. 2015). A vacinação com antígenos purificados é bem tolerada 

e geralmente mantem perfis de segurança melhorados em comparação com vacinas 

de patógenos completos, no entanto, são geralmente menos imunogênicas devido à 

remoção de características patogênicas do organismo (Pellegrino et al. 2015). 

  Devido à baixa imunogenicidade de alguns antígenos e com o objetivo de 

aumentar a resposta imune, produtos denominados adjuvantes são adicionados a 

formulações de vacinas (Seubert et al. 2008; Josefsberg & Buckland, 2012). 
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2.2 Adjuvantes 

 

 O termo "adjuvante" é derivado da palavra latina “adjuvare” que significa “para 

ajudar”. Em Annals de L’Institut Pasteur, 1926, foi citado a primeira vez por Gaston 

Ramon, o reconhecido pai da pesquisa de adjuvantes. Em uma série de artigos que 

começaram em 1925, Ramon e colaboradores observaram um fenômeno 

interessante ao tentar gerar antitoxina diftérica em cavalos (Spriggs & Koff, 1991). O 

termo foi empregado para definir um produto, que ao ser utilizado em combinação 

com um antígeno específico, induz a uma resposta imunológica mais intensa que 

aquela produzida com o antígeno sozinho (O’Hagan et al. 2012). Em vacinas o 

termo é empregado para qualquer material que potencialize a resposta imune celular 

e humoral frente a um antígeno (Mutiso et al. 2010).  

 Alexander Glenny, trabalhando em Londres, descobriu os efeitos imunológicos 

dos sais de alumínio (Marrack et al. 2009). O alumínio foi utilizado pela primeira vez 

em vacinas humanas em 1932 e foi o único adjuvante usado em vacinas licenciadas 

por aproximadamente 70 anos. Apesar do seu uso extensivo e contínuo, o 

mecanismo imune de ação do alumínio permanece não totalmente compreendido. 

Os adjuvantes contendo sais de alumínio atuam principalmente aumentando a 

produção de anticorpos, entretanto são fracos indutores de respostas celulares, 

desta forma, não são bem sucedidos na prevenção de infecções por patógenos 

intracelulares (Marrack et al. 2009). 

 Os adjuvantes inicialmente foram usados para lidar com o fraco potencial 

imunogênico de alguns antígenos. Entretanto, nos últimos anos, o papel dos 

adjuvantes se expandiu impulsionado paralelamente ao desenvolvimento na 

tecnologia e na compreensão da imunologia da vacinação (Hackett & Harn, 2006; 

Pasquale et al. 2015). Futuros desenvolvimentos na tecnologia adjuvante devem 

fornecer respostas imunológicas mais fortes e aumentar a resposta imune em 

populações específicas, que podem responder insatisfatoriamente a determinada 

vacina (Stanberry & Strugnell, 2011; Pasquale et al. 2015).  

 Os adjuvantes aumentam a potência da vacina em grande parte ativando a 

imunidade inata e promovendo a inflamação (Josefsberg & Buckland, 2012).  

Entretanto, limitar os efeitos colaterais desta inflamação é um grande obstáculo para 

o uso de adjuvante em vacinas para humanos (Wu et al. 2014). A maioria dos 
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adjuvantes age estimulando o sistema imunológico por meio de dois mecanismos 

básicos: primeiro, carregam a propriedade de adjuvante / potenciador no sistema 

imunológico e, segundo, podem agir como substâncias estranhas capazes de induzir 

uma reação por meio da ativação de inflamossomos (Butnaru & Shoenfeld, 2015). 

 Os adjuvantes possuem uma função essencial na estimulação das células 

apresentadoras de antígeno (APCs) ao ligarem-se aos receptores que incluem os 

Toll-Like Receptors (TLRs) e Nucleotide-binding Oligomerization Domain containing 

2 (NOD2). Essas APCs secretam as citocinas que desencadeiam respostas Th1, 

Th2, Th17, Treg (Hackett & Harn, 2006) e também Th9 (Thakur et al. 2015) e Th22 

(Sommer & Fabri, 2015). Macrófagos, células dendríticas e polimorfonucleares 

(PMN) apresentam TLRs que funcionam como receptores de reconhecimento 

padrão (PRR) responsáveis pelo reconhecimento dos padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMPs), os quais estão presentes nos agentes 

infecciosos. Dessa forma, a ativação da imunidade inata, a partir da associação 

PRR-PAMP, é um passo crucial no desenvolvimento da imunidade adquirida contra 

os antígenos específicos (Ferraz et al. 2011). O envolvimento de TLR pela maioria 

dos adjuvantes resulta em ativação e diferenciação dos linfócitos T. No entanto, o 

mesmo TLR pode induzir a produção de diferentes citocinas dependendo em qual 

APC ele está sendo expresso, por exemplo, a ligação de um adjuvante ao TLR7 de 

uma célula dendrítica plasmocitoide resultará na expressão de IFN-α, mas de IL-12 

se for por células dendríticas mieloides (Hackett & Harn, 2006). Os adjuvantes 

também geram a formação de depósitos de antígenos nos tecidos (Hunter, 2002) e 

podem reduzir o número de doses requeridas para alcançar proteção, bem como, 

diminuir a concentração do antígeno (Harper et al. 2006; Banzhoff et al. 2009; 

Schwarz et al. 2009). 

Segundo Awate et al. (2013) os adjuvantes podem atuar através de uma 

combinação de vários mecanismos, incluindo a formação de depósito, a indução de 

citocinas e quimiocinas, o recrutamento de células do sistema imune, o aumento da 

absorção e apresentação de antígenos, e promover o transporte de antígeno para os 

gânglios linfáticos. Os adjuvantes podem aumentar a capacidade imunogênica de 

peptídeos sintéticos ou de antígenos pequenos e imunogenicamente fracos; podem 

aumentar a velocidade, intensidade, e a persistência da resposta imune (O’Hagan, 

2000; Awate et al. 2013).  
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Os adjuvantes podem aumentar a resposta imune à vacina em indivíduos 

imunologicamente imaturos, imunossuprimidos ou superar a imunossenescência 

(O’Hagan, 2000; Lee et al. 2009). Podem modular a imunidade humoral ou mediada 

por células de várias maneiras; os adjuvantes de vacina podem modular o isotipo 

dos anticorpos contra epítopos em imunógenos específicos, bem como a avidez, a 

especificidade e a quantidade. Os adjuvantes de vacina podem diminuir a 

quantidade de antígenos em vacinas combinadas, reduzindo assim a probabilidade 

de competição entre os antígenos e supressão de epítopos específicos (O’Hagan, 

2000). O adjuvante deve ser estável, ser aplicado com um amplo espectro de 

antígenos vacinais, de fácil fabricação e baixo custo (O’Hagan & Singh, 2003). 

Os adjuvantes podem ser classificados em dois grandes grupos: os de 

sistemas de distribuição, como os sais de alumínio ou MF59, e os potencializadores 

do sistema imunológico, tais como monofosforil lipídio A (MFL) ou o oligonucleotídeo 

CpG (O'Hagan et al. 2012). Já foram classificados em adjuvantes particulados como 

os sais de alumínio, as emulsões de água em óleo (A/O) e óleo em água (O/A), os 

complexos imunoestimulantes (ISCOM), lipossomos, micro e nanopartículas e 

adjuvantes não particulados como o muramil dipeptídeo e derivados, saponinas, 

lipídeo A, citocinas, polímeros de carboidratos e toxinas bacterianas (Cox & Coulter, 

1997; Mota et al. 2006).  

Segundo Cox & Coulter (1997), os adjuvantes podem atuar por cinco 

caminhos: imunomodulação, apresentação, indução de linfócitos T CD8+, liberação 

ou entrega do antígeno e o efeito depósito. Estes cinco mecanismos básicos mudam 

à medida que se expande o conhecimento imunológico (O’Hagan, 2000).  

Certos adjuvantes modulam as respostas pela sinalização via TLRs: como LPS 

(Lipopolissacarídeos) via TLR4; PGN (Peptideoglicanos) via TLR2; Flagelina via 

TLR5 e CpG via TLR9 (Martinon et al. 2006; Eisenbarth et al. 2008). O hidróxido de 

alumínio não sinaliza via TLRs, mas ativa caspase-1 e induz a produção de IL-1β e 

IL-18 via receptores NALP3 (NATCH-LRR- and pyrin-domain-containing proteins) 

(Martinon et al. 2006; Eisenbarth et al. 2008; Mirotti et al. 2017). O hidróxido de 

alumínio é amplamente utilizado em vacinas para humanos e animais há mais de 90 

anos, no entanto, estudos sobre os mecanismos de ação e sinalização subjacentes 

a sua atividade ainda estão em andamento (Mirotti et al. 2017). O adjuvante MF59 

(Novartis) na forma de emulsões óleo/água foi licenciado para uso humano (vacina 

da gripe) somente em 1997 (Mosca et al. 2008; Kommareddy et al. 2017).  
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O alumínio emulsionado tem sido usado com sucesso em formulações de uma 

ampla variedade de vacinas para animais. Infelizmente está associado com 

osteossarcoma em gatos e, portanto, não é mais usado em vacinas para essa 

espécie (Garg et al. 2017). No entanto, com os novos conhecimentos do sistema 

imunológico, vários adjuvantes têm sido desenvolvidos para aplicações em vacinas 

veterinárias como as saponinas, lipossomos, virossomos e ligantes de receptores 

tipo Toll.  Uma ampla gama de adjuvantes tem sido utilizada com sucesso em 

vacinas comerciais veterinárias, entretanto novas tecnologias como micropartículas, 

nanopartículas e partículas semelhantes a vírus encontram-se em fase pré-clínica de 

desenvolvimento e testes (Garg et al. 2017). 

As vacinas com adjuvantes oleosos são utilizadas em programas de controle 

de doenças veterinárias e induzem a uma resposta imune elevada e duradoura, mas 

seu uso frequente pode resultar em reações adversas indesejáveis, tais como, 

formação de granulomas e cistos. Essas reações adversas são atribuídas 

principalmente a impurezas do óleo (Mota et al. 2006; Pellegrino et al. 2015). O uso 

do adjuvante completo de Freund (CFA), que é um adjuvante de base oleosa, é 

inaceitável em bovinos porque as micobactérias presentes no adjuvante podem 

induzir uma reação cutânea positiva à tuberculina, além da presença do óleo mineral 

(Aucouturier et al. 2001). 

Para atender às necessidades do mercado veterinário de vacinas e para 

melhorar a eficácia e estabilidade de vacinas em animais, a empresa SEPPIC 

(SEPPIC, Paris, França) desenvolveu os adjuvantes Montanide™, amplamente 

utilizados, baseados em três tecnologias: emulsões, micro emulsões e polímeros. 

Os adjuvantes aprovados para vacinas humanas são: sais de alumínio, MF59 

em algumas vacinas virais, MPL, AS04, AS01B e AS02A contra infecções virais e 

parasitárias, virossomas para o vírus da hepatite B (VHB), vírus do papiloma 

humano (HPV), vírus da hepatite A (VHA) e cólera (Guimarães et al. 2015). As 

dificuldades no licenciamento de novas vacinas, bem como os poucos adjuvantes 

aprovados para uso humano (Tritto et al. 2009; Hora et al. 2011), leva as novas 

pesquisas ao desenvolvimento de novos adjuvantes que aumentem a imunidade 

inata e a eficácia vacinal (Chen et al. 2010; Pasquale et al. 2015). O uso de 

adjuvantes na vacinologia veterinária é muito menos restrito do que em vacinas 

humanas, e um grande número de diferentes tipos e formulações de adjuvantes são 

usados atualmente em vacinas veterinárias licenciadas. No entanto, algumas 
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informações sobre os adjuvantes de uso veterinário são protegidas pelos fabricantes 

(Meeusen et al. 2007). 

Os adjuvantes modernos estão sendo projetados para ajudar a superar os 

desafios na prevenção de doenças infecciosas de significância global para as quais 

as vacinas que se utilizaram de métodos tradicionais não foram bem sucedidas 

(Pasquale et al. 2015). A segurança em longo prazo do alumínio é considerada 

como certa, o que significa que qualquer nova vacina que o contenha não é forçada 

a ultrapassar os mesmos obstáculos que uma vacina contendo qualquer adjuvante 

mais recente (Petrovsky & Cooper, 2011).  

 

 2.3 Emulsões adjuvantes 

 

Uma emulsão pode ser definida como dispersões de um líquido em outro 

(Peyrefitte et al. 1998). É um sistema heterogêneo, constituído por, pelo menos, um 

líquido imiscível, intimamente disperso em outro líquido, sob a forma de gotículas 

que encapsulam camadas de óleo e água da fase contínua. Em emulsões múltiplas 

um ingrediente ativo pode ser sequestrado dentro das gotículas internas e liberado 

subsequentemente. Por isso as emulsões múltiplas são veículos úteis para entrega 

de drogas e ensaios bioquímicos (Haase & Brujic, 2014).  São sistemas com pouca 

estabilidade, que pode ser aumentada pela adição de substâncias denominadas 

tensoativos (Prista et al. 1990; Aucouturier et al. 2002). Para formar uma emulsão, a 

tensão interfacial (entre as fases de óleo e água) precisa ser reduzida. Com a tensão 

interfacial diminuída, a área de contato aumenta. Esse aumento na área interfacial 

leva a um aumento da energia livre do sistema o que resulta na instabilidade 

termodinâmica. Além da escolha e quantidade do emulsionante adequado, a 

instabilidade da emulsão pode ser diminuída pela dispersão do tamanho das gotas, 

pelas diferenças de densidade entre as fases interna e externa, pela viscosidade da 

fase externa e pela técnica de fabricação (O’Hagan, 2000). 

Os tensoativos apresentam diferentes graus de solubilidade nos óleos e na 

água. As porções, hidrófila e lipófila, não se equilibram perfeitamente (Schneider, 

2001). Os emulsificantes são classificados pelo número EHL (Equilíbrio Hidrófilo-

Lipófilo). O Conceito de EHL baseia-se no fato de que os tensoativos são 

constituídos por uma parte hidrossolúvel e a solubilidade final depende da proporção 



21 

 

das duas partes da mesma molécula. A composição química e a extensão da 

ionização determinam o EHL. O EHL do emulsificante contribui para o tipo de 

emulsão formada. Um EHL baixo promove uma emulsão água/óleo (A/O) e EHL alto 

promove uma emulsão óleo/água (O/A) - EHL mais elevados correspondem a maior 

hidrofilia (O’Hagan, 2000; Schneider, 2001). 

Emulsões adjuvantes aprovadas para uso clínico, como MF59 (Novartis), AF03 

(Sanofi) e AS03 (GlaxoSmithKline) são gotículas dispersas em outro líquido imiscível 

(Pellegrino et al. 2015). A primeira evidência do uso de emulsões aquosas em óleo 

na formulação de vacinas foi registrada em 1916, por Le Moignic e Pinoy (Jansen et 

al. 2005). Algum tempo depois, Jules Freund desenvolveu o adjuvante completo de 

Freund (CFA), que continha micobactérias inativadas e o adjuvante incompleto de 

Freund (IFA). Ambos ficaram conhecidos como protótipos de emulsões de água e 

óleo de parafina (Jansen et al. 2005), o qual é tóxico para uso em vacinas 

(Pellegrino et al. 2015). 

O MF59 é uma emulsão óleo/água, que utiliza pequenas (~ 160 nm de 

diâmetro) gotículas de óleo de esqualeno estabilizadas pela adição de dois 

surfactantes não iônicos (Tween 80 e Span 85) (Lippi et al. 2010; O'Hagan et al. 

2012). O esqualeno é um composto orgânico natural e é um precursor dos 

hormônios esteroidais (O'Hagan et al. 2012). Obtido com fins comerciais, 

principalmente do óleo de fígado de tubarão, o esqualeno pode ser extraído também 

de fontes botânicas (Lippi et al. 2010), sendo um óleo totalmente metabolizável 

(O'Hagan et al. 2012). O mecanismo de ação do MF59 é pouco compreendido, no 

entanto, emulsões óleo/água similares estão sendo testados em ensaios clínicos. 

Em camundongos foi demonstrado que o MF59 induz o recrutamento de macrófagos 

para o local da injeção (Seubert et al. 2008). 

Há também as emulsões múltiplas (triplas) como a dispersão em água de uma 

emulsão A/O (água/óleo/água) e dispersão em óleo de uma emulsão O/A 

(óleo/água/óleo) (Peyrefitte et al. 1998). Em geral, emulsões adjuvantes são 

consideradas tóxicas para vacinas humanas de rotina. Efeitos secundários 

frequentes de emulsão incluem reações inflamatórias, granulomas e úlceras no local 

da injeção especialmente como resultado do uso de óleos não biodegradáveis 

(Mohan et al. 2013). 
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2.4 Polissacarídeos bacterianos (PSB) 

 

O crescente interesse por polissacarídeos microbianos para aplicação 

científica, farmacêutica e industrial deve-se a suas propriedades funcionais únicas e 

a capacidade de serem produzidos em condições controladas de fermentação, em 

menor período de tempo, garantindo um material de qualidade e fornecimento 

constante (Sutherland, 2001; Ernandes & Garcia-Cruz, 2005).  

Numerosos polissacarídeos oriundos de plantas e micro-organismos foram 

testados como adjuvantes em vacinações (Schuch et al. 2017). Cada um desses 

adjuvantes de vacinas à base de carboidratos pode ser muito diferente um do outro 

e pode ter suas próprias características físicas e químicas, comportamento 

imunológico e atributos únicos. Os polissacarídeos desempenham um papel 

importante no sistema imunológico e têm a vantagem, com raras exceções, de alta 

biocompatibilidade e baixa toxicidade. Carboidratos são facilmente metabolizados ou 

excretados e desempenham um papel com pouco risco de gerar metabólitos tóxicos 

ou depósitos de tecidos de longo prazo, como ocorrem com sais de alumínio na 

condição conhecida como miofascite macrofágica (Petrovsky & Cooper, 2011).  

A goma xantana, polissacarídeo sintetizado por bactéria fitopatogênica do 

gênero Xanthomonas spp., tem grande importância comercial sendo utilizada como 

um espessante, emulsificante e estabilizante na indústria. Quando a bactéria 

Xanthomonas campestris infecta a planta, ela produz o polissacarídeo de alto peso 

molecular para sua proteção contra a dessecação, ataque de amebas, fagócitos e 

bacteriófagos (Souza & Vendruscolo, 1999). Os micro-organismos são capazes de 

elaborar produtos com uma grande diversidade de estruturas químicas o que 

possibilita a obtenção de polímeros hidrossolúveis com diferentes propriedades 

(Souza & Vendrusculo, 1999; Luvielmo & Scamparini, 2009).  Ao ser aprovada pelo 

FDA foi incorporada a inúmeros produtos em diferentes segmentos industriais, entre 

eles, alimentos, fármacos, cosméticos (Schneider, 2001), químico e petroquímico. 

Seu uso se deve principalmente a suas propriedades reológicas, que permitem a 

formação de soluções viscosas a baixas concentrações (0,05-1,0%), e estabilidade 

em ampla faixa de pH e temperatura (Meyer et al. 1993; Scamparini et al. 2000; 

Navarrete et al. 2001; Fontaniella et al. 2002; Luvielmo & Scamparini, 2009). 

Quimicamente, considera-se um polieletrólito aniônico, com uma cadeia principal 
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celulósica. Na posição C(3) de cada resíduo de glucose alternada existe uma cadeia 

lateral trissacarídica contendo unidades de D-manose e ácido glucurônico que 

podem ser acetilados ou apresentar piruvatos em diferentes níveis, o que influencia 

as propriedades químicas e físicas da xantana. A cadeia lateral trissacarídica alinha-

se com a cadeia celulósica principal, estabilizando a conformação por interações 

não covalentes (Luvielmo & Scamparini, 2009; Schuch et al. 2017). 

As propriedades adjuvantes intrínsecas de goma xantana como um ativador de 

linfócitos murino foram originalmente descritos na década de 1980, mas mantiveram-

se em grande parte inexploradas nas décadas seguintes. No entanto, suas 

propriedades adjuvantes já foram utilizadas com sucesso em formulações de 

vacinas contra herpes suíno tipo 1 em camundongos (Roos et al. 2009), em 

formulações intranasais com o vírus da influenza (Bertran et al. 2010) e também foi 

capaz de aumentar a imunogenicidade de antígenos recombinantes gerando 

proteção contra as cepas patogênicas de Leptospira interrogans (Bacelo et al. 2014; 

Schuch et al. 2017). 

A dextrana é um polissacarídeo microbiano ramificado e juntamente com o seu 

derivado sulfatado, o sulfato de dextrana, tem múltiplas aplicações terapêuticas 

humanas. O sulfato de dextrana possui amplos efeitos pró-inflamatórios, como 

exemplificados pelo seu uso para induzir colite inflamatória em camundongos. Estes 

efeitos imunológicos levaram a estudos da capacidade da dextrana como adjuvante 

de vacina. O Dietilaminoetil (DEAE) - dextrana é um derivado policatiônico de 

dextrana que foi testado como um adjuvante veterinário e aumentou a resposta 

imune primária de macacos rhesus à vacina de vírus da encefalomielite equina 

inativada por formalina, com um tempo reduzido necessário para o início da 

produção de IgG (Petrovsky & Cooper, 2011).  

 Manana, polímero de manose, é um polissacarídeo de armazenamento 

produzido por leveduras, bactérias e plantas. A ligação de manana pelas lectinas do 

tipo C da família de receptores de manose conduz à complementação da ativação, 

opsonização e fagocitose. Manana também ativa o inflamossoma resultando na 

ativação da caspase 1 e produção de IL-1 e tem sido utilizada como adjuvante de 

vacinas para levar os antígenos para APCs (Petrovsky & Cooper, 2011). 
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2.5 Proteínas recombinantes 

 

A técnica da produção de proteínas recombinantes envolve a inserção de uma 

molécula de DNA “estranho”, que codifica para determinada proteína em bactérias, 

leveduras, células de mamíferos e insetos. O desenvolvimento de novas vacinas 

procurou uma abordagem mais racional, com uma compreensão maior dos 

mecanismos de patogenicidade dos micro-organismos para serem usados com as 

tecnologias recombinantes (Pinto et al. 2011). 

Nas vacinas de subunidade usam-se as partes imunogênicas do micro-

organismo, o que reduz o potencial de reatogenicidade. Estas proteínas podem ser 

usadas como fonte de antígenos a serem incorporados, após purificação, nas 

formulações de vacinas (Diniz & Ferreira, 2010; Bashiru & Bahaman, 2018). Dentre 

as múltiplas aplicações da tecnologia do DNA recombinante, a produção de vacinas 

atraiu o interesse de pesquisadores (Pinto et al. 2011). O aprimoramento das 

técnicas de produção de proteínas recombinantes faz com que as vacinas de 

subunidade que utilizam esses antígenos recebam grandes investimentos e 

despertem interesses tanto pela segurança de uso como retorno financeiro (Diniz & 

Ferreira, 2010). A primeira vacina recombinante aprovada para uso humano foi a 

vacina da hepatite B (HBsAg) onde foi expresso e purificado um antígeno de 

superfície do vírus, em levedura. Há também para uso humano a vacina preventiva 

para infecções com vírus do papiloma humano (HPV) (Diniz & Ferreira, 2010). 

A primeira vacina veterinária recombinante disponibilizada comercialmente foi 

produzida contra o vírus da leucemia felina (FeLV), sendo a proteína do envelope do 

FeLV, gp70, expressa em Escherichia coli (Figueiredo & Araújo Jr, 2011). 

As vacinas com proteínas recombinantes podem ser desenvolvidas de diversas 

maneiras, dependendo do antígeno e do tipo de resposta imune que se deseja 

desencadear contra ele (Nascimento & Leite, 2012). Além disso, as vacinas 

recombinantes permitem diversas vias de administração, por exemplo, a vacinação 

oral para combate da raiva em cães de rua (Dietzschold et al. 2004; Antunes et al. 

2012). A vacina Recombitek C6/CV (V8), utiliza as vias subcutânea (SC) ou 

intramuscular (IM) para cães contra cinomose (antígeno recombinante), hepatite, 

adenovírus tipo 2, parvovirose, parainfluenza, coronavirose, Leptospira canicola,     

L. icterohaemorrhagie, isenta de adjuvante (Boehringer Ingelheim). 
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O gene para OspA, lipoproteína imunodominante da superfície externa da 

Borrelia burgdorferi, também foi clonado em E. coli e usado para confecção de uma 

vacina recombinante, com adjuvante, contra o agente da doença de Lyme (Guarino 

et al. 2017). 

A Gavac™ é uma vacina comercial recombinante, que contem o antígeno 

Bm86 (rBM86) expresso na levedura Pichia pastoris, para ser usada em bovinos no 

combate ao carrapato (Rodriguez et al. 1994; Cunha et al. 2011). 

O ProteqFlu-Te é uma vacina recombinante para utilização em cavalos que 

contem duas estipes de influenza equina (gripe) e o toxoide do tétano (Ford, 2009). 

As vacinas recombinantes podem também funcionar como vacinas 

marcadoras, ou seja, podem ser usadas em conjunto com um teste diagnóstico que 

permite diferenciar o animal vacinado do animal que entrou em contato com o 

patógeno. Fundamentalmente, o que distingue uma vacina recombinante das 

convencionais (vírus morto e inativado) é a habilidade da vacina recombinante em 

induzir uma resposta protetora utilizando apenas frações selecionadas do vírus ou 

bactéria patogênica (Ford, 2009). 

No entanto, o número crescente de vacinas produzidas com proteínas 

recombinantes, fracamente imunogênicas, desprovidas de sinais capazes de ativar a 

imunidade inata requer a adição de adjuvantes. Os adjuvantes superam essa 

insuficiência e aumentam a imunogenicidade do antígeno (Seubert et al. 2008). 

Neste estudo foram usadas duas proteínas recombinantes para a confecção 

das vacinas utilizando a emulsão adjuvante de polissacarídeo bacteriano: Equi 

Merozoíto Antígeno recombinante (rEMA-2) de Theileria equi (Vianna et al. 2014); 

Toxina Épsilon recombinante (rETX) de Clostridium perfringens (Moreira et al. 2016).  
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3 HIPÓTESE E OBJETIVO 

 

3.1 Hipótese: A emulsão composta de goma xantana, emulsificada com 

diferentes antígenos, possui função adjuvante vacinal. 

 

3.2 Objetivo geral: Avaliar a eficiência imunogênica de emulsões adjuvantes 

constituídas de polissacarídeo bacteriano frente a antígenos recombinantes. 

 

3.3 Objetivos específicos: 

 

 Desenvolver formulações de emulsões compostas de polissacarídeo 

bacteriano; 

 Avaliar a resposta imune humoral de camundongos vacinados com 

antígeno emulsificado com polissacarídeo bacteriano; 

 Avaliar a resposta imune humoral de equinos vacinados com antígeno 

emulsificado com polissacarídeo bacteriano; 

 Avaliar a resposta imune humoral e a produção de citocinas por 

leucócitos periféricos de bovinos vacinados com antígeno emulsificado 

com polissacarídeo bacteriano. 
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4 CAPÍTULOS  

 

4.1 Emulsão adjuvante 

 

 Adjuvantes são moléculas que em combinação com antígenos, aumentam a 

resposta imunológica. Facilitam o reconhecimento do antígeno, o que, por sua vez, 

permite o desencadeamento de respostas imunes inatas e adaptativas (Guimarães 

et al. 2015).  

O princípio básico das vacinas é induzir uma resposta imune que se assemelhe 

àquela induzida por infecções reais, evitando os efeitos colaterais indesejados da 

doença. O resultado desejado da vacinação ou infecção é imunidade, ou seja, a 

indução de memória imunológica (Seubert et al. 2008). Um número crescente de 

vacinas é produzido utilizando proteínas recombinantes, purificadas, que são pouco 

imunogênicas. Para superar este inconveniente, adjuvantes são adicionados às 

formulações de vacinas. Entretanto, para a escolha do adjuvante mais adequado é 

indispensável identificar as células alvo e os efeitos que esses exercem sobre elas 

(Seubert et al. 2008). 

Os antígenos podem ser rapidamente metabolizados ou degradados ao serem 

administrados no organismo e não chegam ao local de ação desejado. Adjuvantes 

sob a forma de emulsões podem superar essas limitações protegendo o antígeno da 

degradação ou aumentando sua permeabilidade através das membranas (Melo et al. 

2012). 

Os sistemas de emulsões múltiplas, na maioria dos casos, são preparados em 

duas etapas. A primeira delas consiste na elaboração de uma emulsão primária A/O 

ou O/A, utilizando um emulsionante lipofílico. A segunda opera a reemulsificação da 

emulsão primária, pela adição à outra fase aquosa ou oleosa contendo tensoativos 

hidrofílicos ou lipofílicos, respectivamente, formando emulsões múltiplas do tipo 

A/O/A ou O/A/O (Dickinson, 2012). O polissacarídeo goma xantana é uma 

alternativa em potencial para utilização como adjuvante vacinal. Desta forma, o 

objetivo deste estudo foi avaliar a ação adjuvante de uma emulsão tripla A/O/A 

composta por goma xantana, na qual 40% do antígeno são adicionados à fase 

interna da emulsão e 60 % do antígeno adicionados à fase externa da emulsão. 
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4.1.1 Material e Métodos 

 

Polissacarídeo Bacteriano: A emulsão adjuvante foi preparada com o PSB, 

goma xantana, obtido comercialmente, marca Deosen Biochemical (lote do 

fabricante: 31150007 – data de fabricação: 02/01/2015). 

 

Testes de Pureza: 

 Teste do iodo: Foi realizado o teste do iodo para verificar a pureza da goma 

xantana em relação à presença de amido – Foram colocados 2 mL de solução de 

polissacarídeo 1% em um tubo de ensaio; após foram adicionadas 2 gotas de 

solução de lugol 5% - Ultrafarma (Teste do iodo, 2017). 

Pesquisa de micro-organismos: Para verificar a pureza da goma xantana com 

relação aos micro-organismos e possíveis contaminações procedeu-se como a 

seguir: Inoculação da solução de PSB em placas de Petri contendo os meios ágar-

sangue (ágar com 5% de sangue de ovino desfibrinado) e YPD- ágar (extrato de 

levedura 1%, peptona 2%, glicose 2% e água destilada q.s.p. 100 mL). 

 

Solução aquosa do PSB: Para a formulação da emulsão foram testadas 

concentrações de PSB 0,2%, 0,3%, 0,4% e 0,5%, forma na qual o PSB foi 

adicionado à emulsão adjuvante, como a seguir: Após dissolução do PSB em água 

destilada, a solução foi mantida em agitador magnético (Q-241-2- Quimis aparelhos 

científicos LTDA) a 150 rpm por 1 h à temperatura de 28 °C. As soluções foram 

mantidas por 30 min em banho-maria a 90 °C para completa dissolução da goma 

conforme Khouryeh et al. (2005) e Altay & Gunasekaran (2006). Após, foram 

esterilizadas (121 °C por 20 min, autoclave) ou não esterilizadas. 

Para o preparo da emulsão adjuvante diferentes fórmulas foram testadas, 

levando-se em conta estabilidade, viscosidade e possibilidade de incorporação da 

proteína de interesse.  

 

Preparo da emulsão de PSB: A emulsão foi preparada em duas etapas: Na 

primeira etapa preparamos uma emulsão do tipo A/O (água/óleo): Fase 1 (aquosa) 

solução de PSB a 0,4%, glicerol (solubilizante hidrossolúvel); Fase 2 (oleosa) 

Montanide ISA 50 V2, Span® 80 (surfactante não iônico - lipofílico, origina emulsões 
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do tipo A/O) (Schneider, 2001). A fase 1 foi aquecida em uma chapa aquecedora 

(Warmnest 78HW-1 Constant temperature magnetic stirrer) a 40 °C e vertida sob 

agitação manual sobre a fase 2 aquecida a 60 °C até formação de emulsão A/O 

(emulsão primária) e completo resfriamento; Fase 3 (aquosa) solução de PSB a 

0,2%, Tween® 80 (surfactante não iônico – hidrofílico, origina emulsões do tipo O/A) 

e o propilenoglicol (estabilizante de emulsões) (Schneider, 2001). A emulsão 

primária foi aquecida a 40 °C e vertida sobre a fase 3 (40 °C) sob agitação manual 

lenta, até formação da emulsão A/O/A e completo resfriamento (Dickinson, 2012). 

 

Preparo das vacinas: 

Para dose vacinal de 2 mL: Preparou-se 0,5 mL da fase 1 (aquosa) - com 40% 

da concentração total do antígeno; 

Preparou-se 0,5 mL da fase 2 (oleosa); 

Verteu-se a fase 1 na fase 2 sob agitação; Obteve-se uma emulsão A/O; 

Preparou-se 1,0 mL da fase 3 (aquosa) – com 60% da concentração total do 

antígeno; 

Verteu-se a emulsão A/O na fase 3 sob agitação – Obteve-se a emulsão A/O/A 

(Figura 1). 

 

 

Figura 1.  Representação esquemática das estruturas da emulsão tripla A/O/A; A: fase aquosa; O: 

fase oleosa.  40% do antígeno adicionados à fase interna da emulsão e 60 % do antígeno 

adicionados à fase externa da emulsão. Adaptado de: Pereira & Garcia-Rojas, 2015. 
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Avaliação macroscópica: Para a avaliação macroscópica da emulsão foram 

observados os parâmetros organolépticos: cor, odor e aspecto. Assim como, 

alterações: separação de fases, precipitação e turvação (Figueiredo et al. 2014). 

 

Testes de estabilidade: Para avaliar a estabilidade da emulsão foram 

empregadas condições de armazenagem tais como: temperatura (elevada, ambiente 

e baixa), exposição à luz e ciclos de congelamento e descongelamento. A 

temperatura ambiente foi monitorada, sendo aceita variação de até ± 2 ºC. A 

temperatura elevada foi monitorada em estufas a 37 ºC (Isaac et al. 2008) sendo 

aceita variação de até ± 2 ºC. Os limites de temperaturas baixas mais utilizadas 

foram em geladeira a 4 ºC e em freezer de -20 °C (ANVS, 2007; Isaac et al. 2008; 

Figueiredo et al. 2014). 

 

Teste de inocuidade: Para avaliação da inocuidade foram inoculadas 150 µL 

da emulsão adjuvante em 3 camundongos por via SC e 2 mL da emulsão adjuvante 

em 3 equinos e 3 bovinos por via IM. Os animais foram monitorados por 7 dias para 

observar se não havia reação no local da aplicação da emulsão adjuvante (MAPA, 

1998).  

 

Análises reológicas: As emulsões de polissacarídeo, sem a adição das 

proteínas, e as soluções aquosas em diferentes concentrações foram analisadas 

pelo Laboratório de biopolímeros, Biotecnologia, CDTec para análises de 

viscosidade em Reômetro Haake Rheostress RS 150, controlador de temperatura 

Haake DC 50. A viscosidade foi medida na taxa de cisalhamento variando de 0,01 a 

500 s-1, temperatura de 25 °C (Diaz et al. 2004): AV 0,3% xantana - solução aquosa 

com xantana a 0,3%; AV emulsão 1 - emulsão de xantana autoclavada a 121 °C por 

20 min; AV emulsão 2 – emulsão de xantana aquecida a 90 °C por 1h; AV emulsão – 

emulsão manipulada com soluções de xantana 0,5%, aquecida a 90 °C por 1h; AV 

0,5% xantana - solução aquosa com xantana a 0,5%. 

 

Teste de seringabilidade: Os testes de seringabilidade são importantes para 

verificar a penetração do ativo no animal e também a força despendida para 

empurrar o êmbolo com as amostras contidas na seringa (Lazzari et al. 2017). 

Verificou-se a seringabilidade da emulsão utilizando-se de uma seringa de 5 mL 
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(volume testado 2 mL) com agulha 25 x 8 mm para vacinarmos equinos e bovinos e 

seringa de 1 mL (volume testado 150 µL) com agulha 13 x 0,45 mm para os 

camundongos. 

 

4.1.2 Resultados 

 

Segundo os testes feitos para presença de amido e crescimento de micro-

organismos, a amostra de PSB comercial (goma xantana) mostrou-se pura: no teste 

com o iodo a solução de polissacarídeo não apresentou mudança de coloração 

(para azul), o que descartou a adulteração do produto com amido. Também não 

houve crescimento bacteriano e nem fúngico nos cultivos testados confirmando os 

dados de análise enviados pelo fornecedor (Vide anexo). 

 Após completa solubilização da amostra por 30 min a 90 °C (Khouryeh et al. 

2005) não foi observado alteração da viscosidade das soluções com o 

polissacarídeo em nenhuma das concentrações usadas. 

 As emulsões mantiveram-se estáveis por 4 meses à temperatura ambiente e 6 

meses á temperatura de refrigeração (4 °C). Foram consideradas estáveis as 

amostras que se mantiveram com aparência homogênea, sem que houvesse a 

separação das fases. Não sofreram alterações de cor ou odor quando expostas a 

luz, mas houve separação das fases quando submetidas a ciclos de congelamento e 

descongelamento. 

 

 Teste de inocuidade: Não foram verificadas reações adversas (febre, 

granulomas, cistos) oriundas da aplicação da emulsão adjuvante nos animais, 

camundongos, equinos e bovinos por um período de sete dias após a aplicação. 

 

 Teste de seringabilidade: Na prova de seringabilidade a emulsão adjuvante 

se mostrou adequada para aplicação SC (camundongos) IM (equinos e bovinos). 

 

Os resultados da reometria mostraram que a emulsão que apresentou a 

viscosidade mais alta foi a amostra AV emulsão 1 - manipulada com as soluções de 

xantana autoclavadas (Figura 2). 
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Figura 2. Curva de Viscosidade.  AV 0,3% xantana – solução aquosa 0,3%; AV 

emulsão 1 – autoclavada a 121 °C por 20 min; AV emulsão 2 – aquecida a 90 °C por 

1h; AV emulsão – aquecida a 90 °C por 1h, manipulada com as soluções de xantana 

a 0,5%; AV 0,5% xantana - solução aquosa 0,5%. 

 

4.1.3 Discussão 

  

 No desenvolvimento de novos adjuvantes, questões como o custo, a facilidade 

e o tempo de produção devem ser avaliadas. Deve-se determinar também a 

facilidade de aplicação, possíveis reações adversas oriundas de sua aplicação e a 

capacidade de estimulação do sistema imune. A fórmula da emulsão desenvolvida 

nos proporcionou flexibilidade para adequação com diferentes antígenos.  

Uma emulsão precisa de uma combinação adequada de ingredientes para 

atingir estabilidade cinética (Franzol & Rezende, 2015). O processo de fabricação foi 

otimizado obtendo-se a concentração ideal da goma xantana em cada uma das 

fases da emulsão para manter a estabilidade do sistema. Outro fator importante foi a 

escolha e a quantidade dos emulsificantes e dos estabilizadores adequados para 

cada uma das fases da emulsão. Usou-se na fase 2 (oleosa) um surfactante não 

iônico – lipofílico Span® 80; na fase 3 (aquosa) um surfactante não iônico – 

hidrofílico Tween® 80, e o propilenoglicol para dar estabilidade à emulsão 

(Schneider, 2001). A escolha dos emulsificantes e estabilizador corrobora os 

estudos de Franzol & Rezende (2015), que mostraram o quanto são importantes as 
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características químicas desses produtos para a obtenção de sistemas 

cineticamente estáveis. A estabilidade foi avaliada por observação do tempo que 

esta se manteve estável, isto é, sem que houvesse separação das fases.  

 A emulsão adjuvante não sofreu alteração de cor ou odor quando exposta à luz 

durante o período testado, conforme a legislação (Brasil, 2004) que diz que a cor e 

odor devem permanecer estáveis por no mínimo 15 dias à luz solar. Quanto ao 

aspecto, o produto deve permanecer íntegro durante todo o tempo de teste 

mantendo seu aspecto inicial exceto sob temperaturas elevadas (≥ 37 °C) ou freezer 

(-20 °C) (Brasil, 2004), o que foi observado na emulsão desenvolvida. 

 A viscosidade da xantana é influenciada pela concentração de piruvato (Borges 

& Vendruscolo, 2008). Xantanas com conteúdo de piruvato > 4% apresentaram 

viscosidade superior àquelas com conteúdo de piruvato entre 0,5 a 3% (Borges & 

Vendruscolo, 2008). O conteúdo de piruvato do biopolímero (goma xantana) usado 

nesse estudo foi de 3,40%, o que está dentro da média descrita por outros 

pesquisadores como Luvielmo & Scamparini (2009) e Oliveira et al. (2013). Estes 

dados demonstraram a qualidade reológica do polissacarídeo, uma vez que o 

conteúdo de piruvato juntamente com a composição química são os indicadores 

dessa qualidade (Souza & Vendruscolo, 1999). 

 A emulsão adjuvante manipulada com soluções aquosas de goma xantana 

autoclavadas (121 °C por 20 min) apresentou a mais alta viscosidade quando 

comparada as outras preparações. Estes resultados contrariam os trabalhos de 

Luvielmo & Scamparini (2009) que relataram que a viscosidade das soluções de 

goma xantana praticamente não se altera com a temperatura entre 4 e 93 °C, mas 

após a esterilização a 120 ºC por 30 min 10% da viscosidade é perdida em produtos 

que contêm a goma xantana.  

A viscosidade das soluções com goma xantana também se mantêm inalterada 

em pH entre 1 e 13 (Bueno & Garcia Cruz, 2001; Malferi Filho, 2001) e é pouco 

alterada na presença de sais (Luvielmo & Scamparini, 2009). No presente estudo 

verificamos que a concentração das proteínas pode influenciar a estabilidade da 

emulsão. Para atingirmos a concentração de antígeno requerida para a formulação 

da vacina, o volume da fase aquosa teve que ser aumentado quando a proteína 

encontrava-se diluída (concentração menor que 300 µg.mL-1) e consequentemente o 

volume da fase oleosa era diminuído, desestabilizado a emulsão (Schneider, 2001).  
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 A emulsão adjuvante desenvolvida manteve-se estável pela escolha dos 

componentes utilizados e possivelmente pela dispersão do tamanho das gotas 

(O’Hagan, 2000). A viscosidade da fase externa, contendo a goma xantana e a 

tecnologia desenvolvida na fabricação também foram fatores importantes para 

manter a estabilidade da emulsão, uma vez que não foi observada separação das 

fases da mesma durante todo o período e condições testadas. O tempo de 

estabilidade observado (6 meses a 4 °C) foi considerado excelente, uma vez que as 

emulsões múltiplas possuem baixa estabilidade termodinâmica (Pereira & Garcia-

Rojas, 2015).  

 O armazenamento por longos períodos faz com que ocorram mudanças em 

suas estruturas o que pode ocasionar perdas de bioativos nela emulsionados 

(Pereira & Garcia-Rojas, 2015). Observamos que a emulsão adjuvante desenvolvida 

não sofreu alterações na sua estabilidade no período estudado. O que sugere que 

fatores extrínsecos (acondicionamento, luz, umidade, micro-organismos) e fatores 

intrínsecos (pH, interações entre os componentes da formulação e oxidação de seus 

componentes) não alteraram sua estabilidade (Brasil, 2004). 

Uma emulsão múltipla possui, devido as suas características estruturais, 

potencial para transporte e liberação controlada de componentes bioativos e 

encapsulados.  Pode, também, proteger essas substâncias da oxidação e da ação 

de enzimas (Pereira & Garcia-Rojas, 2015). A liberação controlada de componentes 

da fase contínua interna da emulsão para a fase contínua externa tem sido 

demonstrada em diversas pesquisas da área médica e farmacêutica (Pereira & 

Garcia-Rojas, 2015).  Baseado nestes conceitos, desenvolvemos um adjuvante 

vacinal sob a forma de uma emulsão tripla, uma vez que essas emulsões podem ser 

úteis como transportadores e liberadores de antígeno vacinais, bem como, 

ativadores do sistema imune. Takeuchi et al. (2009) e Schuch et al. (2017) 

reportaram que a goma xantana possuía ação adjuvante e sugeriram que era 

reconhecida pelo sistema imune inato através de receptores tipo TLR-4. E que a 

sinalização via TLR-4 ocorria pela ativação do fator de transcrição NF- κβ induzindo 

a produção de citocinas pró-inflamatórias responsáveis pela modulação da resposta 

imune inata e adquirida (Pasare & Medzhitov, 2005).  

Na fase oleosa da emulsão adjuvante múltipla A/O/A usamos o adjuvante 

Montanide ISA 50 V2 (SEPPIC) para emulsões A/O estáveis, com baixa viscosidade. 

Esse adjuvante pode estimular respostas imunes tanto humorais como mediadas por 
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células e ser eficiente para obtenção de resposta imune em longo prazo (Resende et 

al. 2004; Coffman et al. 2010).  

Óleos minerais e vegetais também foram testados na produção da emulsão 

(dados não mostrados). Sabe-se, entretanto, que os adjuvantes baseados em óleos 

minerais são muito eficientes, mas podem induzir reações locais e não são 

biodegradáveis (Mota et al. 2006; Mohan et al. 2013). Óleos vegetais são bem 

tolerados, mas menos eficientes adjuvantes imunológicos (Aucouturier et al. 2001). 

Com ambos, óleo mineral e óleo vegetal, obteve-se emulsões muito viscosas que 

não foram adequadas na prova de seringabilidade (dados não mostrados). A 

estabilidade da emulsão também não se manteve, o que pode ter ocorrido devido a 

alta viscosidade desses óleos e a não adaptação com os emulsificantes ou com a 

concentração da goma xantana utilizada (Schneider, 2001). 

 

4.1.4 Conclusão 

 

 A emulsão adjuvante A/O/A formulada com o polissacarídeo bacteriano 

associado ao óleo Montanide™, foi inócua, apresentou seringabilidade e manteve-se 

estável nas condições de avaliação, sugerindo ser um promissor adjuvante vacinal. 
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4.2 Theileria equi 

 

 O protozoário intracelular, Theileria equi é o causador da theileriose equina. 

Piroplasmose considerada de grande importância em equinos, transmitida por 

carrapatos em regiões tropicais e subtropicais (Schein, 1988; Alanazi et al. 2014). A 

transmissão de T. equi ocorre no repasto do carrapato, inoculando suas formas 

infectantes (esporozoítos) (Uilenberg, 2006). Theileria equi exibe um ciclo bifásico no 

hospedeiro mamífero com uma fase de desenvolvimento intra leucocitário seguido 

por uma fase intra-eritrocitária (Ramsay et al. 2013). A fase intra leucocitária inclui 

infecção de linfócitos B e T, monócitos e macrófagos. 

 Infecções por T. equi caracterizam-se pelo desenvolvimento de anemia 

hemolítica progressiva nos animais infectados, sendo a patogenia da enfermidade 

determinada principalmente pela lise de eritrócitos durante a invasão e multiplicação 

do parasito (Knowles et al. 1994; Lording, 2008). Os sinais clínicos variam de quadro 

assintomático a agudo. Neste último, os animais apresentam febre, anemia, 

hemoglobinúria, edema, dispneia, perda do desempenho atlético, aborto e até óbito 

(Zobba et al. 2008; Roncati et al. 2011). Nos casos crônicos e sub crônicos, mesmo 

com aparência saudável, equinos podem portar o parasito em seu sangue por 

muitos anos e são eles, juntamente com os vetores, os responsáveis pela 

manutenção da infecção (Schein, 1988; Bahrami et al. 2014).  

Theileria equi expressa proteínas de superfície, equi merozoítos antígenos 

(EMA-1, EMA-2, EMA-3 e EMA-6) que desempenham um papel importante na 

patogênese e apresentam-se como alvos imunológicos ao hospedeiro parasitado 

(Knowles et al. 1991; 1992; Silva et al. 2013). EMA-1 (34 kDa) e EMA-2 (30 kDa) 

foram descritos como antígenos imunodominantes expressos na superfície de 

merozoítos que desempenham um papel na interação com o citoesqueleto de 

eritrócitos (Knowles et al. 1991, 1992; Kappmeyer et al. 1993, 2012). A proteína 

EMA-2 surge como um antígeno promissor para uso em vacina contra a theileriose 

equina por dois motivos: EMA-2 não apresenta diversidade genética, sugerindo que 

ela seja conservada em todo o mundo (Kumar et al. 2013, Vianna et al. 2014);   

EMA-2 está presente no citoplasma e na membrana do eritrócito, sugerindo ser um 

dos primeiros antígenos a serem reconhecidos pelo sistema imune (Kumar et al. 

2004). 
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O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito adjuvante de uma emulsão tripla em 

uma vacina experimental contendo a proteína recombinante EMA-2 de T. equi. 

 

4.2.1 Material e Métodos 

 

Proteína recombinante EMA-2: 

A proteína EMA-2 (Equi Merozoite Antigen – 2) do protozoário T. equi foi 

expressa na levedura Pichia pastoris (Vianna et al. 2014) e foi usada como antígeno 

em uma vacina para theileriose equina associada com a emulsão tripla adjuvante 

desenvolvida com o polissacarídeo bacteriano, goma xantana, e usando na sua fase 

oleosa o Montanide ISA 50 V2 (SEPPIC). Brevemente, a emulsão foi preparada em 

duas etapas: Na primeira etapa preparou-se uma emulsão do tipo A/O (água/óleo) 

contendo solução de PSB a 0,4% e 40% do antígeno; na fase oleosa, o Montanide 

ISA 50 V2. Na segunda etapa foi preparada a emulsão A/O/A usando-se na fase 

externa solução aquosa de PSB a 0,2% e 60% do antígeno. A emulsão A/O foi 

aquecida a 40 °C e vertida sobre a fase externa, também aquecida a 40 °C, sob 

agitação, até formação da emulsão A/O/A. 

 

 Vacinação dos camundongos:  

Após aprovação pelo Comitê de Ética da Universidade Federal de Pelotas 

(UFPel - CEEA: 9339) 20 camundongos fêmeas, BALB/c de 6 a 8 semanas foram 

divididos em 4 grupos com 5 animais cada e vacinados por via subcutânea com 150 

µL de inóculo:  

Grupo 1 – Tris HCl estéril (pH=7,4) + proteína rEMA-2, 50 µg por dose;      

Grupo 2 – PSB (AV 0,5% xantana) + proteína rEMA-2, 50 µg por dose; Grupo 3 – 

Emulsão adjuvante + proteína rEMA-2, 50 µg por dose; Grupo 4* – Emulsão 

adjuvante + proteína rEMA-2, 50 µg por dose. O grupo 4 recebeu a mesma 

composição vacinal do grupo 3, mas foi vacinado apenas 1 vez no dia 0. 

 

Os animais foram vacinados nos dias 0 e 21. Amostras de sangue foram 

coletadas por via submandibular nos dias 0, 14, 28, 42 e 60.  
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 Dinâmica da resposta de IgG sérica em camundongos: 

 O ensaio imunoenzimático indireto (ELISA) foi realizado de acordo com Vianna 

et al. (2014) com modificações. Brevemente, o antígeno rEMA-2 foi aplicado às 

placas de Poliestireno (Nunc™- Placa imuno Polysorp–96 orifícios) na concentração 

de 200 ng por poço, diluído em tampão carbonato bicarbonato pH 9,6 por 18 h a      

4 °С. Após três lavagens os controles positivo e negativo e os soros testados foram 

diluídos 1:50 em PBS-T e adicionados 100 µL por poço, em duplicata. Foram 

incubados a 37 °С por 60 min e, após três lavagens, foi adicionado o anticorpo anti 

camundongo conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich), diluído 1:4000; a placa foi 

incubada a 37 °С durante 90 min. Após lavagem, o cromógeno/substrato tampão 

citrato/fosfato (TPS) foi adicionado e a placa mantida 15 min no escuro. A reação foi 

interrompida pela adição de 50 µL/poço de H2SO4 1N. As absorbâncias foram 

medidas no leitor de microplacas (TP-READER – Thermo Plate), utilizando 492 nm 

de comprimento de onda. 

 

 Os isotipos IgG1 e IgG2a foram avaliados por ELISA usando “pool” por grupo 

dos soros coletados nos dias 28 e 60. As placas foram sensibilizadas como descrito 

para o ELISA de rEMA-2 acima. Os soros foram adicionados em triplicata às placas, 

100 µl/poço do “pool” dos soros diluídos 1:50 em PBS-T e incubadas a 37 °C 

durante 60 min. Após este período, as placas foram lavadas três vezes com PBS-T e 

após foi adicionado 100 µL do anticorpo anti camundongo IgG1(produzido em cabra) 

diluído 1:2000 (Sigma Aldrich). A placa foi incubada a 37 °С durante 30 min e as 

placas foram lavadas três vezes com PBS-T e após foi adicionado 100 µL do 

anticorpo anti cabra conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich) diluído 1:4000. Após 

lavagem, foi adicionado o cromógeno/substrato tampão citrato/fosfato (TPS) e a 

placa mantida 15 min no escuro. A reação foi interrompida pela adição de 50 µL/ 

poço de H2SO4 1N. As absorbâncias foram medidas no leitor de microplacas (TP-

READER – Thermo Plate), utilizando 492 nm de comprimento de onda. O mesmo 

protocolo foi realizado utilizando anticorpo anti-isotipo IgG2a de camundongo. 
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 Vacinação dos equinos:  

 Após aprovação pelo Comitê de Ética da Universidade Federal de Pelotas 

(UFPEL- CEEA: 9339) 12 equinos da raça crioula, criados a campo, pertencentes ao 

Hospital Veterinário da UFPel, foram divididos em 4 grupos experimentais, cada qual 

com 3 animais e inoculados por via intramuscular (IM) no dia 0 e 21. Os grupos 

foram classificados pelos números de 1-4 e receberam os seguintes tratamentos:  

 Grupo 1 – Grupo controle - Os animais foram vacinados com a proteína rEMA-

2, 200 µg por dose de 2 mL + Tris HCl estéril (pH=7,4); Grupo 2 – Os animais foram 

vacinados com PSB (AV 0,5% xantana) + proteína rEMA-2, 200 µg por dose de 2 

mL; Grupo 3 – Os animais foram vacinados com a emulsão adjuvante + proteína 

rEMA-2, 200 µg por dose de 2 mL; Grupo 4 – Os animais foram vacinados com 10% 

de hidróxido de alumínio Alhydrogel® (Brenntag Nordic, Haslev, Denmark) (Al (OH)3) 

+ proteína rEMA-2, 200 µg por dose de 2 mL.  

As amostras de soro foram coletadas nos dias 0, 14, 21, 35 e 65 e 85 e o soro 

coletado foi armazenado a −20 °C até seu uso. 

  

 Dinâmica da resposta de IgG sérica em equinos: 

 O título de anticorpos sistêmicos foi determinado através de ELISA utilizando 

como antígeno a proteína rEMA-2 como descrito acima com modificações: o soro de 

equinos testado foi diluído 1:100 em PBS-T; o anticorpo anti-equino conjugado com 

peroxidase (Sigma- Aldrich) foi diluído 1:6000.  

 

 Titulação: 

 A titulação foi realizada com soros da coleta do dia 35 fazendo-se um “pool” 

dos soros de cada um dos grupos, diluídos na base 2, por ELISA, com 200 ng de 

rEMA-2 por poço. Iniciou-se na diluição 1:200 até 1:204.800 e foi estabelecida a 

diluição que os anticorpos anti-EMA-2 eram detectados. 
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Análise estatística: 

O software comercial Statistix 8.0® foi utilizado para análise estatística. O teste 

Shapiro-Wilk foi usado para verificar a normalidade, seguido pela análise de 

distribuição de frequência. Os dados normalmente distribuídos foram comparados 

entre os grupos por ANOVA e teste de Tukey. A significância foi estabelecida em     

p < 0,05 e p < 0,01 para os testes. Os gráficos foram preparados usando o software 

comercial GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA) e 

Microsoft Excel 2010. 

 

4.2.2 Resultados 

 

Dinâmica da resposta de IgG sérica em camundongos 

  A avaliação da resposta humoral em camundongos com a proteína rEMA-2, 

utilizando a emulsão com o polissacarídeo bacteriano como adjuvante é 

apresentada na figura 3. O título de anticorpos manteve-se aumentando até os 60 

dias de coleta. No dia 28 os grupos 3 (emulsão adjuvante + rEMA-2- 2 doses da 

vacina) e 4 (emulsão adjuvante + rEMA-2- 1 dose da vacina) não apresentaram 

diferença estatística entre si (0,192 e 0,221, respectivamente) no entanto, ambos 

foram diferentes estatisticamente (p < 0,05) ao grupo 1 (0,137), que foi inoculado 

apenas com a proteína sem adjuvante; o grupo 4 ainda apresentou diferença (p < 

0,05) para o grupo 2 (PSB + rEMA-2). Com 42 dias os grupos 3 e 4 (0,246 e 0,232 

respectivamente) apresentaram diferença estatística (p < 0,05) aos grupos 1 e 2 

(0,145 e 0,156 respectivamente), mas não entre si. Com 60 dias os grupos 2, 3 e 4 

(0,312, 0,385 e 0,326) não apresentaram diferença estatística quando comparados 

entre si, mas os três grupos mostraram-se diferentes estatisticamente ao grupo 1 

(0,204) que não usou adjuvante (p < 0,05). 
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Figura 3. Níveis séricos totais de IgG  por ELISA de camundongos vacinados com 

rEMA-2. Os dados representam a média (+/- desvio padrão) da leitura de absorbância 

(492 nm de comprimento de onda) dos soros dos camundongos vacinados com rEMA-2. 

As letras a, b e c representam diferença estatística de p < 0, 05 entre os grupos nos dias 

28, 42 e 60. 

 

 

O perfil de isotipos IgG foi determinado nos dias 28 e 60 do experimento. 

A figura 4 mostra o perfil de isotipos de imunoglobulinas IgG1 e IgG2a.   

Todos os animais que receberam a emulsão adjuvante apresentaram  

significativamente maiores títulos de IgG1 e IgG2a quando comparados aos 

animais dos outros grupos (p<0,05). Foi observada uma tendência de 

aumento dos níveis tanto IgG1 quanto de IgG2a do dia 28 para o dia 60 

(Figura 4A e 4B). 
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Figura 4.  Perfil de isotipos de imunoglobulinas em camundongos vacinados com rEMA-

2. Os dados representam as médias (± desvio padrão) dos valores de absorbâncias 

obtidas pelo ELISA indireto dos soros coletados dos animais nos dias 28 e 60 do 

experimento (A) Níveis de IgG1. (B) Níveis de IgG2a dos grupos experimentais. 

Diferentes letras, a, b e c significam diferenças estatísticas (p<0,05) entre os grupos nos 

dias 28 e  no dia 60.  

 

Dinâmica da resposta de IgG sérica em equinos 

O soro de equinos vacinados com a proteína rEMA-2 com diferentes 

adjuvantes apresentou diferença significativa entre os grupos quando avaliado por 

ELISA indireto. No dia 14 o grupo 3 (emulsão adjuvante + rEMA-2) apresentou 

diferença estatística (p < 0,05) quando comparado ao grupo 1 (rEMA-2), grupo 2 
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(PSB + rEMA-2) e grupo 4 (hidróxido de alumínio + rEMA-2) (0,365; 0,230; 0,234 e 

0,254, respectivamente). No dia 35 o grupo 3 apresentou uma diferença significativa 

(p < 0,05) quando comparado aos grupos 2 e 4 (0,661; 0,473 e 0,510, 

respectivamente). No dia 65 o grupo 3 apresentou uma diferença significativa           

(p < 0,05) quando comparado aos grupos 2 e 4 (0,596; 0,339 e 0,353, 

respectivamente) e também no dia 85 (0,503; 0,313 e 0,319, respectivamente). 

Houve uma diferença significativa (p < 0,01) entre o grupo 3 e o grupo 1, no dia 35 

(0,661 e 0,319, respectivamente), no dia 65 (0,596 e 0,130, respectivamente) e no 

dia 85 (0,503 e 0,103, respectivamente). Os grupos 2 e 4 obtiveram diferença 

estatística (p < 0,05) em comparação com o grupo que não usou adjuvante (grupo 1) 

no dia 35 (0,473; 0,510 e 0,319, respectivamente), no dia 65 (0,339; 0,353 e 0,130, 

respectivamente) e no dia 85 (0,313, 0,319 e 0,103, respectivamente) (Figura 5). 

 

 

Figura 5. Níveis séricos totais de IgG por ELISA de equinos vacinados com rEMA-2. Os 

dados representam a média (+/- desvio padrão) da leitura de absorbância (492 nm de 

comprimento de onda) dos soros de 12 equinos vacinados com rEMA-2. Os animais 

foram inoculados no dia 0 e reforçados no dia 21. Os soros foram coletados nos dias 0, 

14, 21, 35, 65 e 85. (a) representa diferença p < 0,01 entre o grupo emulsão adjuvante + 

rEMA-2 (grupo 3) e o grupo rEMA-2 (grupo 1); (b) representa diferença p < 0,05 entre os 

grupos PSB + rEMA-2 (grupo 2), Al(OH)3  + rEM-2 (grupo 4)  e o grupo rEMA-2 (grupo 1); 

(c) representa diferença p < 0,05 entre o grupo emulsão adjuvante + rEMA-2 (grupo 3) e 

os  grupos PSB + rEMA-2  (grupo2) e Al(OH)3  + rEM-2 (grupo 4). 
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Titulação 

 Os soros da coleta do dia 35 foram titulados na base 2 até a diluição na qual 

os anticorpos anti-rEMA-2 não foram mais detectados. O título de anticorpos 

presente no soro dos animais em que vacinamos com a emulsão adjuvante + 

rEMA-2 foram detectados até a diluição 51.200, apresentando diluição média de   

34.133 com significância estatística (p < 0,05) para os outros grupos (grupo 1, 

sem adjuvante; grupo 2, PSB como adjuvante e grupo 4, hidróxido de alumínio 

como adjuvante). Os grupos PSB + rEMA-2 e Al(OH)3 + rEMA-2 apresentaram 

anticorpos detectados até a diluição 12.800, apresentando média de diluição de 

8.533, com significância estatística (p < 0,05) quando comparado ao grupo que 

não recebeu o adjuvante, apenas a proteína rEMA-2, no qual só foram detectados 

anticorpos até a diluição 3.400 (média de 2.400) (Figura 6). 

 

Figura 6. Titulação dos níveis totais de IgG em equinos vacinados com rEMA-2. Os dados 

representam a  titulação média (+/- desvio padrão) dos soros de 12 equinos vacinados 

com rEMA-2 e coletados no dia 35. Os soros foram titulados de 1:200 a 1:102.400. O 

asterisco (*) representa diferença significativa (p <0,05) entre os grupos PSB + rEMA-2, 

Al(OH)3  quando comparados ao grupo  rEMA-2 (sem adjuvante). Os asteriscos (**) 

representam diferença estatística entre o grupo emulsão adjuvante + rEMA-2 e os outros 

três grupos testados (p < 0,05). 
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4.2.3 Discussão 

 

As características no desenvolvimento da infecção por espécies de Theileria 

em seus hospedeiros mamíferos são importantes para o desenvolvimento de 

vacinas. Ao contrário de outros protozoários do subfilo Apicomplexa, que 

normalmente residem em vacúolos endocíticos, Theileria spp.  desenvolve-se dentro 

do citoplasma das células hospedeiras (Fawcett et al. 1982). As formas infecciosas, 

esporozoítos, invadem o leucócito / eritrócito após a dissolução da membrana celular 

endossomal (Morrison & McKeever, 2006).  

Atualmente, não há vacina disponível para a theileriose equina e as opções de 

tratamentos não têm sido efetivas (Bahrami et al. 2014; OIE, 2017). As limitações 

impostas pelo uso de parasitos vivos para a preparação de vacinas contra a 

theileriose, como dificuldades na padronização da composição antigênica e 

atenuação do parasito, levaram ao estudo do desenvolvimento de vacinas 

subunitárias empregando antígenos parasitários (Morrison & McKeever, 2006). 

Neste estudo, avaliamos uma vacina para theileriose equina utilizando a proteína 

recombinante EMA-2 (rEMA-2) de Theileria equi (Vianna et al. 2014) usando como 

adjuvante uma emulsão de polissacarídeo bacteriano, goma xantana. 

A escolha do antígeno EMA-2 baseou-se em trabalhos anteriores que sugerem 

que os antígenos de superfície de T. equi (EMAs- equi merozoite antigen) sejam um 

dos primeiros antígenos a serem reconhecidos pelo sistema imunológico (Kumar et 

al. 2004; 2013) e já foram reconhecidos em monócitos/macrófagos (Ramsay et al. 

2013). São também excelentes alvos na detecção de anticorpos contra este parasito 

(Kumar et al. 2004; Vianna et al. 2014). 

Frequentemente os antígenos de subunidade apresentam fraca 

imunogenicidade e as vacinas precisam ser formuladas com adjuvantes para 

aumentar as respostas humoral e celular (Seubert et al. 2008; Pasquale et al. 2015). 

Sendo assim, neste estudo testou-se a emulsão adjuvante composta de PSB, goma 

xantana, para aumentar a capacidade imunogênica da proteína rEMA-2.  

O antígeno rEMA-2 com a emulsão adjuvante foi testado em camundongos e 

equinos, animal alvo. Segundo Petrovsky e Cooper (2011) o estudo em animal alvo 

é importante, pois muitos efeitos adjuvantes, incluindo a potência, variam de espécie 

para espécie. Adjuvantes de alumínio são eficazes no aumento da resposta de 
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anticorpos contra influenza em camundongos, mas não tem o mesmo efeito quando 

testada em humanos (Keitel et al. 2008). Comparamos o aumento do título de 

anticorpos em equinos usando o hidróxido de alumínio como adjuvante, uma vez 

que este continua sendo largamente utilizado em vacinas veterinárias (Mota et al. 

2006; Roos et al. 2009; Mirotti et al. 2017), como por exemplo, a vacina para 

prevenção  em equinos de encefalomielite, rinopneumonite, influenza e tétano 

(Lexington-8 – Venco saúde animal). 

No presente trabalho os grupos experimentais vacinados com a emulsão 

adjuvante, tanto dos camundongos, como dos equinos apresentaram níveis de IgG 

aumentados significativamente quando comparados aos grupos vacinados com 

outros adjuvantes. O uso de adjuvantes combinados tem sido uma alternativa eficaz 

para a estimulação e ligação da imunidade inata e adaptativa uma vez que sugerem 

serem capazes de estimular múltiplos receptores e diferentes vias de sinalização 

(Garg et al. 2017). A emulsão adjuvante avaliada neste estudo pode ser considerada 

uma emulsão combinada, uma vez que além do polissacarídeo bacteriano, goma 

xantana, contido em suas fases aquosas, contém o óleo Montanide™, ambos com 

capacidade adjuvante comprovada (Roos et al. 2009; Dummer et al. 2014; Schuch et 

al. 2017). 

O título de anticorpos nos camundongos manteve-se aumentando até o dia 60 

(último dia observado). No entanto após a segunda dose da vacina (dia 21) os dois 

grupos que receberam o antígeno adjuvado com a emulsão já apresentaram títulos 

de anticorpos significantes superiores em relação ao grupo que recebeu apenas o 

antígeno (p < 0,05). Este dado mostra a importância do adjuvante em vacinas com 

antígenos recombinantes que tendem a ser menos imunogênicas e necessitam de 

adjuvantes para intensificar e modular a resposta imune (Mota et al. 2006; Diniz & 

Ferreira, 2010). O título de anticorpos se manteve mais elevado no dia 42 nos 

grupos que receberam a emulsão adjuvante. No dia 60 o título de anticorpos dos 

grupos que utilizaram o PSB foi os mais elevados não apresentando diferença 

estatística entre eles. Estes resultados sugerem que o PSB foi a porção 

imunomoduladora da emulsão, pois sozinha ou associada ao óleo induziu níveis de 

anticorpos similares. Outro fato em favor do papel da xantana nesse resultado é a 

concentração de óleo utilizada na emulsão em relação a sua concentração quando 

utilizado isoladamente como adjuvante.  Na emulsão sua participação é de menos 

de 10% V/V, enquanto que  quando utilizado isoladamente chega a ser de 50% V/V. 
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Cabe especular também, que o efeito possa ser devido ao antígeno (rEMA-2), 

entretanto, esta observação ficou fora do escopo do presente estudo (Figura 3). 

Outros trabalhos já demonstraram a ação adjuvante da goma xantana (Roos et 

al. 2009; Bacelo et al. 2014; Schuch et al. 2017), apesar dos antígenos serem outros 

e os protocolos de experimentação também serem distintos. Neste experimento com 

camundongos comprovou-se o papel potencial adjuvante da goma xantana. 

Segundo Pellegrino et al. (2015) a resposta de anticorpos induzida por 

emulsões parece ter um perfil mais equilibrado de IgG1:IgG2a quando comparado 

ao hidróxido de alumínio. Na theileriose são importantes as respostas imunes 

celulares dirigidas a leucócitos parasitados, assim como, a indução de respostas de 

anticorpos capazes de neutralizar a infecciosidade de esporozoítos (Morrison & 

McKeever, 2006).  A modulação da resposta imune mediada por adjuvantes neste 

estudo foi demonstrada também pelo perfil de isotipos de imunoglobulinas IgG1 e 

IgG2a. Nos dias 28 e 60 do experimento foram observados níveis significativos  

maiores de IgG1 nos animais que receberam a emulsão adjuvante (Figura 4A). No 

dia 60 observou-se um aumento significativo (p < 0,05) nos níveis de IgG2a no grupo 

vacinado com a emulsão adjuvante em relação ao dia 28 (Figura 4B). Esta 

observação, incremento nos níveis de IgG2a, sugere que ao passar do tempo há 

modulação da resposta com tendência a Th1. Entretanto, nos outros grupos esta 

tendência não foi observada.  

Os equinos usados nesse experimento, por virem de áreas endêmicas para 

theileriose equina (sul do Brasil), já apresentavam títulos de anticorpos anti EMA-2 e 

foram agrupados de acordo com o nível desses títulos. No entanto, observamos um 

aumento significativo no título de anticorpos durante o experimento induzido pela 

vacina. O título de anticorpos dos equinos foi determinado após vacinação (ELISA) 

usando-se a proteína rEMA-2 de Theileria equi com diferentes adjuvantes. No dia 14 

após vacinação o grupo que recebeu a emulsão adjuvante já apresentou diferença 

significativa no título de anticorpos (p < 0,05) em relação aos demais grupos. Este 

dado sugere que em caso de surtos, a vacina com a emulsão adjuvante já irá 

proteger o rebanho equino mais rapidamente. O grupo que foi vacinado com a 

emulsão adjuvante apresentou nos dias 35, 65 e 85 níveis significativos mais altos 

de anticorpos quando comparado ao grupo que recebeu apenas a proteína 

recombinante sem o adjuvante. Esse aumento foi de até cinco vezes no dia 85 

(Figura 5). Palmer & McElwain (1995) já propunham a utilização de adjuvantes 
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associados aos antígenos de superfície como forma de otimizar a estimulação 

imunológica específica, por meio da apresentação desses antígenos aos linfócitos. 

Nossos dados vêm corroborar aos reportados pelos autores acima mencionados. 

 Obteve-se ainda, aumento no título de anticorpos nos dias 35, 65 e 85 do grupo 

vacinado com a emulsão adjuvante quando comparado ao grupo que recebeu o 

hidróxido de alumínio e ao grupo que recebeu apenas o PSB (Figura 5).  Os sais de 

alumínio como adjuvantes levam a um aumento da produção de anticorpos e, em 

geral, não são eficientes na prevenção de infecções por patógenos intracelulares 

(Pasquale et al. 2015), como a T. equi. Os mecanismos precisos da imunidade 

adaptativa para o controle da theileriose equina não são totalmente compreendidos, 

mas há evidências de que tanto respostas humorais quanto celulares estão 

envolvidas (Kumar et al. 2002; Mealey et al. 2012; Wise et al. 2013). Sugere-se que 

após a lise dos eritrócitos infectados com T. equi os parasitos tornam-se acessíveis 

aos anticorpos e aos mecanismos de proteção associados a estes: neutralização 

dos parasitos extracelulares, bloqueio da penetração celular e opsonização dos 

eritrócitos (Cunha et al. 2006). 

 Na titulação dos níveis de IgG total no dia 35 do experimento (Figura 6) foi 

observado que os animais que receberam a emulsão adjuvante apresentaram títulos 

significativos maiores do que os animais que receberam como adjuvante o hidróxido 

de alumínio e o PSB. Os dois grupos que receberam adjuvantes (hidróxido de 

alumínio e PSB) também mostraram títulos de IgG total significativos maiores do que 

o grupo que não recebeu o adjuvante, apenas a proteína. A inclusão de emulsões 

como adjuvante aumenta a capacidade antigênica dos níveis de anticorpos quando 

comparados ao hidróxido de alumínio (Pellegrino et al. 2015). Os resultados obtidos 

no presente experimento sugerem que tanto à fração de óleo utilizada na emulsão 

quanto a PSB ou a sua associação modularam a resposta imune. Os adjuvantes a 

base de óleo formam um depósito do antígeno no local de administração, atraindo 

células apresentadoras de antígenos (APC). Esse tipo de adjuvante é comumente 

associado a respostas imunes Th1 / Th2 mistas. No entanto, podemos especular, 

baseado nos dados obtidos em camundongos, onde a xantana sozinha ou na forma 

de emulsão induziu um aumento significativo do isotipo IgG2a, e foi a responsável 

na modulação da resposta para Th1 observada. Entretanto a isotipagem de IgG 

equina não foi realizada, desta forma não temos como afirmar que a xantana 
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modulou a resposta para Th1 em equinos como o observado no experimento com 

camundongos.  

 Os dados obtidos neste estudo sugerem que a emulsão tripla adjuvante usada 

junto com a proteína rEMA-2 ampliou os níveis de anticorpos nos dois animais 

testados, camundongos e equinos, abrindo perspectivas para seu potencial uso 

como adjuvante em vacinas de subunidade. 

 

4.2.4 Conclusão 

 

A emulsão tripla adjuvante contendo o polissacarídeo bacteriano, goma 

xantana, e o óleo Montanide foi capaz de incorporar a proteína rEMA-2, e 

demonstrou seu papel adjuvante intensificando a resposta imune sem causar efeitos 

adversos nos animais testados. 
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    4.3 Clostridium perfringens 

 

 As clostridioses estão entre as principais enfermidades que acometem os 

animais domésticos, com altas taxas de morbidade e letalidade, acarretando 

grandes prejuízos econômicos ao setor produtivo. Clostridium spp. são bastonetes 

Gram-positivos, esporulados e anaeróbios estritos, sendo a maioria constituinte da 

microbiota intestinal. Dentre as toxinas de origem clostridial, destaca-se a toxina 

épsilon produzida por C. perfringens tipo B e D, como uma das mais potentes 

toxinas de origem microbiana conhecidas (Silva et al. 2015; Ferreira et al. 2016). 

 O Clostridium perfringens é uma bactéria comensal presente no trato 

gastrointestinal de humanos e animais saudáveis (Ferreira et al. 2016). Entretanto, é 

o agente causador de doenças histotóxicas e enterotóxicas em humanos e animais 

(Rood et al. 2018). Os toxinótipos B e D de C. perfringens produzem a toxina Épsilon 

(ETX) (Rocha et al. 2008; Yao et al. 2016). A ETX é sintetizada na forma de 

prototoxina, e é ativada quando seu resíduo terminal C-23 é clivado por proteases.  

Após a ativação no trato intestinal, esta prototoxina promove uma enterotoxemia 

fatal rápida em bovinos e outros animais, levando a importantes prejuízos 

econômicos (Rocha et al. 2008; Yao et al. 2016). 

Para controlar essa doença, a vacinação representa a melhor abordagem. As 

vacinas comerciais disponíveis são polivalentes e baseadas em toxoide. No entanto, 

o processo pelo qual estes toxoides são produzidos pode acarretar perigo aos seus 

manipuladores, uma vez que o C. perfringens é patogênico para humanos (Moreira 

et al. 2016). Moreira et al. (2016) reduziram os problemas de biossegurança 

utilizando Escherichia coli BL21 (DE3) como um sistema de expressão para obter 

antígenos vacinais recombinantes como rETX (Toxina Épsilon recombinante), uma 

vez que esta cepa não é patogênica.  

 No entanto, as vacinas de subunidades recombinantes são frequentemente 

pouco imunogênicas e requerem componentes adicionais para estimular a 

imunidade protetora (Pasquale et al. 2015) Os adjuvantes proporcionam uma 

imunogenicidade aumentada aos antígenos vacinais, envolvendo uma combinação 

de componentes imunes humorais e celulares (Seubert et al. 2008; Pasquale et al. 

2015). A formulação da vacina (antígeno / adjuvante) deve ter como objetivo ativar 

uma variedade de mecanismos para induzir uma resposta protetora que possa 
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abordar as diversas estratégias de fuga patogênica do micro-organismo que se 

pretende controlar (Ferreira et al. 2016). 

 O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito adjuvante de uma emulsão tripla, em 

uma vacina experimental com a toxina Épsilon recombinante (rETX) de C. 

perfringens. 

 

4.3.1 Material e Métodos  

 

 ETX recombinante 

 O codon sintético de codificação otimizado para E. coli de ETX (Epoch Life 

Science), sem a sequência de sinal (primeiros 45 resíduos do terminal N) foi 

removido do plasmídeo pAE e subclonado num vetor de expressão pET28a. Testes 

de expressão, purificação e inocuidade da rETX foram realizados seguindo o 

processo descrito por Moreira et al. (2016).  A rETX foi purificado por cromatografia 

de afinidade usando HisTrap™ de alta performance Ni-Sepharose™ (GE healthcare). 

A concentração de proteína foi determinada usando o kit de ensaio de proteína BCA 

(Pierce, EUA).  

 

 Vacinação dos bovinos 

Avaliação da resposta imune humoral em bovinos vacinados com a proteína 

rETX de Clostridium perfringens foi conduzida com 15 bovinos fêmeas (~1,5 anos), 

Aberdeen Angus, em uma fazenda situada no município de Herval do Sul (RS) 

(32°00’29”S, 53°30’42”W). Brevemente, a emulsão foi preparada em duas etapas: 

Na primeira etapa preparou-se uma emulsão do tipo A/O (água/óleo) contendo 

solução de PSB a 0,4% e 40% do antígeno, na fase oleosa, o Montanide ISA 50 V2. 

Na segunda etapa foi preparada a emulsão A/O/A usando-se na fase externa 

solução aquosa de PSB a 0,2% e 60% do antígeno. A emulsão A/O foi aquecida a 

40 °C e vertida sobre a fase externa, também aquecida a 40 °C, sob agitação, até 

formação da emulsão A/O/A. 

 Os animais foram divididos em 3 grupos experimentais, cada qual com 5 

animais e inoculados por via intramuscular (IM) no dia 0 e 21. Grupo 1- Grupo 
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controle, os animais não receberam nenhum tratamento; Grupo 2- animais 

vacinados com emulsão adjuvante (emulsão de PSB) + rETX 200 µg, dose de 2 mL; 

Grupo 3- animais vacinados com 10% de hidróxido de alumínio Alhydrogel® 

(Brenntag Nordic, Haslev, Denmark) + rETX 200 µg, dose de 2 mL. As amostras de 

soro foram coletadas nos dias 0,14, 21, 32, e o soro foi armazenado a −20 °C até 

seu uso. 

 

Dinâmica de IgG sérica anti-rETX 

 A resposta de anticorpos foi monitorada por ELISA indireto tendo a rETX como 

antígeno como já descrito (Moreira et al. 2016) com modificações. As placas foram 

sensibilizadas com a proteína rETX na concentração de 100 ng por poço; os soros 

foram diluídos em PBS-T na concentração de 1:800 e aplicados a placa em 

duplicata; o anticorpo anti bovino conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich) foi 

diluído 1:10.000. Determinou-se a densidade óptica média (OD) a 492 nm para as 

placas utilizando um leitor de placas de microtítulo (Multiskan MCC / 340 MKII) e foi 

realizado um ELISA intra placa controle. 

 

Transcrição de citocinas Ex vivo em leucócitos periféricos 

A resposta celular foi avaliada por cultivo de leucócitos periféricos (2.106 

células.mL-1) em meio RPMI 1640 (ThermoFisher Scientific) acrescido de 10% de 

soro fetal bovino (SFB) (Sigma®) e antibiótico/antifúngico (Penicilina 10.000 UI.mL-1, 

estreptomicina 10 mg.mL-1 e Anfotericina B 25 mg.mL-1, Sigma) em placas de 24 

poços (TPP®) e incubadas por 24h a 37 °C com 5% de CO2. A seguir as células 

foram estimuladas com concanavalina A (Sigma) na concentração de 2,5 µg. mL-1; 

rRTX na concentração de 10 µg. mL-1; Emulsão adjuvante + rETX 10 µL. Foram 

incubadas por 24 h a 37 °C com 5% de CO2. No terceiro dia as células foram 

cultivadas em TRIzol® (Invitrogen) e armazenadas a -70 °C. Foi feito a extração de 

RNA pelo método do TRIzol e síntese cDNA a partir de 125 ng de mRNA, conforme 

as instruções do fabricante (AppliedBiosystems). A técnica usada foi o método 

quantitativo de reação em cadeia da polimerase (qPCR) para a avaliação da 

expressão das citocinas: IL-2, IL-15, IL-17. 
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Análise estatística 

O software comercial Statistix 8.0® foi utilizado para análise estatística. O teste 

de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a normalidade, seguido da análise de 

distribuição de frequência. Os dados normalmente distribuídos foram comparados 

entre os grupos por ANOVA e teste de Tukey.  A significância foi estabelecida em    

p < 0,05 e p < 0,01 para os testes. A análise estatística da resposta celular foi 

avaliada usando-se ANOVA seguido do teste Dunnett’s.  

Os gráficos foram preparados usando o software comercial Graphpad Prism 

5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA) e Microsoft Excel 2010. 

 

4.3.2 Resultados 

 

Dinâmica da IgG sérica 

 Os grupos, 2 e 3 responderam a vacinação apresentando títulos de IgG 

estatisticamente mais elevados que o grupo 1 (controle) em todos os pontos 

estudados. Não foi detectado aumento no título de IgG contra rETX nos controles, 

sugerindo que durante o período experimental não houve contato dos animais com 

C. perfringens. O grupo (G2) que utilizou a emulsão adjuvante apresentou diferença 

significativa (p < 0,05) nos dias 21 e 32, no título de IgG sérica contra a rETX 

comparando ao grupo 3, hidróxido de alumínio, como adjuvante. O grupo que 

recebeu a emulsão adjuvante (G2) apresentou diferença estatística (p < 0,01) ao 

grupo controle (G1) nos dias 21 e 32 (Figura 7). 
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Figura 7. Níveis séricos totais de IgG por ELISA de bovinos vacinados com rETX . Os dados 

representam a média (+/- desvio padrão) da leitura de absorbância (492 nm de comprimento de 

onda) dos soros dos bovinos vacinados com rETX. Os animais foram inoculados no dia 0 e 

reforçados no dia 21. Os soros foram coletados nos dias 0, 14, 21, 32. a. representa diferença 

estatística (p < 0,01) entre o grupo emulsão adjuvante + rETX e o grupo controle; b. representa 

diferença estatística de (p < 0,05) entre os grupos testados.  

 

 

 Transcrição de citocinas 

 Os níveis de transcrição de citocina nos linfócitos do sangue periférico (PBL) 

dos animais vacinados foram avaliados por qPCR no 32º dia do experimento (11 

dias após o reforço). Os leucócitos dos bovinos vacinados com a emulsão adjuvante 

e hidróxido de alumínio estimulados com a rETX, apresentaram um aumento no 

nível de transcrição da IL-2, IL-15 e IL-17 quando comparado ao grupo controle (sem 

vacina).  O grupo emulsão adjuvante e o grupo hidróxido de alumínio apresentaram 

aumento da transcrição da IL-2 de 5,3 e 1,4 vezes, respectivamente, quando 

comparado ao grupo controle. A transcrição de IL-15 apresentou aumento de 7,6 

vezes para o grupo emulsão adjuvante e de 2 vezes para o grupo hidróxido de 

alumínio quando comparado aos animais do grupo controle. Ao avaliarmos a IL-17 

observamos que os grupos, emulsão adjuvante e hidróxido de alumínio, 

apresentaram nível de transcrição da IL-17 de 13,6 e 7,6 respectivamente quando 

comparados ao controle (Figura 8). 



55 

 

   

Figura 8. Transcrição relativa das citocinas em PBL. Os dados representam a reação da 

cadeia de polimerase quantitativa (qPCR) - transcrição do mRNA da IL-2, IL-15 e IL-17. Os 

dados representam a média (± erro padrão) da expressão de mRNA da IL-2, IL-15 e IL-17 de 

leucócitos de bovinos vacinados com a proteína rETX. A expressão relativa do mRNA foi 

determinada por comparative threshold cycle (
ΔΔ

Ct). O asterisco (*) significa diferença 

estatística (p < 0,05). 

 

 

4.4.3 Discussão 

 

 Clostridium perfringens é patogênica para homens e animais. Sua erradicação 

é virtualmente impossível (Lobato et al. 2010), por isso as vacinas contra essa 

bactéria são muito importantes para a criação de animais no Brasil e no mundo. O 

controle e a profilaxia baseiam-se na vacinação sistemática de rebanhos com a 

toxina épsilon (Lobato et al. 2010; Moreira et al. 2016). A justificativa para o 

desenvolvimento de vacinas deve ser guiada por uma compreensão da relação entre 

o hospedeiro / patógeno e a proteção imunológica. Assim, a seleção de antígenos e 

sua associação com um adjuvante em uma vacina devem alcançar a modulação 

necessária da resposta imune para melhorar o tipo de imunidade necessária para 

proteger o hospedeiro. 
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 O presente estudo avaliou a resposta imune humoral e a transcrição de 

citocinas em leucócitos periféricos decorrentes de uma vacina experimental 

formulada com ETX recombinante de C. perfringens adjuvada com uma emulsão 

tripla A/O/A e comparada ao adjuvante hidróxido de alumínio, em bovinos. 

 O grupo vacinado com a emulsão adjuvante apresentou títulos mais altos de 

1,5 vezes, com significância estatística (p < 0,05) quando comparado ao grupo que 

recebeu o hidróxido de alumínio como adjuvante, 21 dias após a primeira dose da 

vacina. Moreira et al. (2016) demonstraram resultados similares aos nossos e 

superiores aos requeridos pelos padrões internacionais (USDA) ao usarem a 

proteína rETX com hidróxido de alumínio em modelo murino. Neste estudo, Moreira 

et al. (2016) mostraram que os títulos de anticorpos neutralizantes da toxina ETX 

foram superiores aos requeridos pelos padrões internacionais.  Como obtivemos 

títulos de anticorpos, por ELISA, similares aos observados por Moreira, podemos 

sugerir que os mesmos seriam neutralizantes. Desta forma, superiores aos 

requeridos pelos padrões internacionais (USDA). Apesar de não termos identificados 

anticorpos neutralizantes, esses resultados são promissores, uma vez que o título de 

anticorpos produzidos pelo grupo que recebeu a emulsão adjuvante apresentou 

níveis estatisticamente mais altos de anticorpos, quando comparado ao grupo 

hidróxido de alumínio (p < 0,05) e ao grupo controle (p < 0,01). 

 Os adjuvantes compostos de emulsões água/óleo em geral ativam o sistema 

imune inato para induzir o sinal necessário para iniciar uma resposta imune 

adaptativa (Aucouturier et al. 2002). Formam um depósito e aprisionam o antígeno 

no local de administração, aumentando assim a área de superfície disponível para o 

antígeno, atraindo diferentes tipos de células, principalmente células dendríticas e 

macrófagos (Coffman et al. 2010). Este tipo de adjuvante é comumente associado a 

respostas imunes mistas Th1/Th2.  

 A goma xantana, constituinte da emulsão estudada, é um polissacarídeo com 

uma cadeia principal constituida de celulose (1,4) β-D-glucana derivada de 

Xanthomonas spp. (Sutherland, 2001; Borges & Vendruscolo, 2008). As 

propriedades adjuvantes intrínsecas da xantana como ativador de linfócitos murinos 

foram originalmente descritas na década de 1980, mas desde então permanecem 

inexploradas (Ishizaka et al. 1983). Diferentes estudos reportaram que a xantana 

tem uma resposta biológica através do reconhecimento do receptor Toll-like (TLR-4) 

(Takeuchi et al. 2009), e essa via leva à expressão de moléculas coestimulatórias 
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que são essenciais para a indução de uma resposta imune adaptativa eficaz.  O 

nível de IgG no grupo vacinado utilizando a emulsão como adjuvante foi 

significativamente maior ao grupo do hidróxido de alumínio e controle. A presença 

da xantana e do óleo na emulsão, sugerem que os dois componentes possam ter 

atuado através de suas características adjuvantes para induzir a uma significante 

melhor resposta de anticorpos contra a rETX. 

 O hidróxido de alumínio é conhecido por ser um adjuvante relativamente fraco 

para proteínas recombinantes (Pasquale et al. 2015) e atua formando um depósito 

dos antígenos e promovendo sua captação pelas células apresentadoras de 

antígeno (APCs).  Sabe-se que fagocitose dos sais de alumínio leva a ativação do 

inflamossoma/NALP3 e ativação da caspase 1, o que leva a produção de citocinas 

pró-inflamatórias ((Reed et al. 2009; Eisenbarth et al. 2018).   

 A IL-2 juntamente com outras citocinas estimula a produção de IFN-γ que 

controla a diferenciação de linfócitos “naive” em linfócitos Th1 (Boyman & Sprent, 

2012; Liao et al. 2013). Diversos estudos indicaram que a IL-2 desempenha um 

papel importante na ativação de linfócitos T, em sua proliferação e expansão 

subsequentes (Smith et al. 1988; Jain et al. 1995). A IL-2 estimula a proliferação e a 

ativação de células efetoras, tais como, linfócitos T, células NK, linfócitos B e 

macrófagos. Estudos sugeriram que, além de sua atividade indutora de proliferação, 

a IL-2 também pode desempenhar um papel importante na diferenciação de células 

Th2 (Cote-Sierra et al. 2004). Recentemente, demonstrou-se que a IL-2 promove a 

diferenciação da memória dos linfócitos T (Abbas et al. 2018). Também é necessária 

para a geração de linfócitos T de memória central, no estágio inicial e em momentos 

posteriores, modulando a magnitude da resposta de memória em longo prazo 

(Dooms et al. 2007; Abbas et al. 2018). Neste estudo observou-se uma maior 

transcrição da IL-2 nos PBL dos animais vacinados com a emulsão adjuvante com 

significância (p < 0,05) em comparação ao grupo com o hidróxido de alumínio como 

adjuvante, sugerindo que a maior transcrição da IL-2 observada nos PBL pela 

emulsão possa ter contribuído nos maiores títulos de IgG observados neste grupo. 

  A presença da IL-15 tem um importante impacto na imunidade inata e 

adaptativa, devido a seus efeitos sobre as células do sistema imunológico (Perera et 

al. 2012). Além de promover a proliferação de linfócitos T e células NK, a IL-15 pode 

desempenhar um papel na manutenção de populações de linfócitos de memória e 

diferenciação de linfócitos B. Estudos com tuberculose, HIV e Influenza em modelos 



58 

 

animais mostraram que vacinas expressando a IL-15, provocaram respostas imunes 

protetoras e duradouras (Oh et al. 2003; Kolibab et al. 2010; Valkenburga et al. 

2014). Estudos mostraram a capacidade da IL-15 de aumentar a maturação das 

células dendríticas contribuindo com a resposta imune. Saikh et al. (2008) 

demonstraram  que a IL-15 aumentou a eficácia de uma vacina recombinante de 

enterotoxina estafilocócica aumentando as respostas humorais protetoras, e que a 

maturação de células dendríticas induzida por IL-15 contribuiu para estes níveis de 

anticorpos protetores aumentados. Neste estudo, observamos que a vacina 

formulada com a emulsão tripla apresentou níveis significativos mais elevados de 

anticorpos contra rETX (Figura 7) e maiores níveis de transcrição de IL-15 (p < 0,05), 

sugerindo seu efeito na modulação da produção de IgG anti-rETX. 

 A IL-17 não é um indutor potente de inflamação por si só (Gaffen, 2009), seus 

efeitos durante a inflamação derivam de sua capacidade de recrutar células imunes 

através da expressão de quimiocinas e da expressão de receptores de citocinas 

(Zrioual et al. 2009). Estudos indicam que a IL-17 está associada ao 

desencadeamento de uma resposta Th2 (Zrioual et al. 2009), entretanto, a interação 

entre a IL-17 e a resposta Th2 é diferente de acordo com o tempo e os tipos de 

células envolvidas (Kinyanjui et al. 2013). Os neutrófilos ativados por IL-17 iniciam 

eventos que podem levar a uma resposta do tipo Th2, que por sua vez suprime o 

recrutamento excessivo de células nucleares polimórficas (Allen et al. 2015). Essas 

observações concordam com relatos anteriores de que modelos de camundongos 

com deficiência de IL-17 têm níveis reduzidos de citocinas do tipo Th2 (Nakajima et 

al. 2014). Enriquecimento de linfócitos T produtores de IL-17 foi relatado em 

barreiras epiteliais (Romagnoli et al. 2016), onde populações de linfócitos T γδ 

expressando IL-17 estão localizadas, desempenhando um papel importante na 

proteção contra a invasão de patógenos (Zhang et al. 2012). Através da ativação do 

receptor de IL-17, um processo em cascata resulta em aumento da retenção de 

linfócitos B nos centros germinativos, e ao fazê-lo aumenta a produção de anticorpos 

por afinidade (Zhang et al. 2012; Romagnoli et al. 2016).  Neste estudo observamos 

uma significativa transcrição de IL-17 nos PBL dos animais vacinados utilizando a 

emulsão como adjuvante quando estimulados pela rETX comparado ao grupo que 

utilizou o hidróxido de alumínio. A maior transcrição de IL-17 pelos animais do grupo 

emulsão corrobora com os resultados dos níveis de anticorpos observados nos 

animais vacinados com este adjuvante (Figura 7). O seu papel no recrutamento de 
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APCs e da expressão de receptores de citocinas (Zrioual et al. 2009), retenção de 

linfócitos B nos centros germinativos, e a modulação para uma resposta Th2 (IgG1 

neutralizantes) é significativo, sendo importante na proteção contra o C. perfringens 

(Figura 8). 

 Os resultados obtidos neste estudo são promissores, uma vez que a emulsão 

adjuvante testada foi capaz de promover uma resposta imune humoral superior ao 

hidróxido de alumínio. Por outro lado, existem algumas limitações ao nosso estudo: 

os resultados das citocinas baseiam-se apenas na transcrição de PBL e não na 

quantificação de proteínas. No entanto, existem evidências sugerindo que há uma 

boa correlação entre o nível de mRNA e sua proteína correspondente (Line et al. 

2013; Du et l. 2014). Métodos atuais para detecção direta de IL-15 ex vivo são 

limitados e ainda mais complicados pela meia-vida da IL-15 solúvel (Kobayashi et al. 

2000; Stoklasek et al. 2006) desta forma a detecção de sua transcrição é mais 

eficiente quando avaliada por qPCR. Outra limitação é que não realizamos pesquisa 

de anticorpos neutralizantes da ETX nos grupos experimentais vacinados, porém 

obtivemos título de ELISA superiores com a emulsão adjuvante quando comparada 

ao hidróxido de alumínio, o qual é utilizado em vacinas comerciais submetidas ao 

controle de eficácia pelos órgãos credenciados. 

 

4.3.4 Conclusão 

 

A emulsão tripla A/O/A contendo polissacarídeo bacteriano foi capaz de 

incorporar a proteína rETX de Clostridium perfringens e demonstrou seu papel 

adjuvante incrementando a resposta humoral e celular. 
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5 DISCUSSÃO GERAL E PERSPECTIVAS 

 

 A resposta imune pode ser modulada pelos adjuvantes com o objetivo de 

determinar respostas imunes específicas e eficientes direcionadas ao antígeno ou 

ao micro-organismo. O adjuvante deve modular essas respostas de maneira que a 

vacina torne-se mais eficiente, que doses possam ser reduzidas e que haja uma 

redução nos mecanismos causadores de morbidade ou mortalidade pós-vacinal 

(Resende et al. 2004). 

 No presente estudo desenvolvemos e avaliamos um adjuvante sob a forma de 

uma emulsão múltipla do tipo água/óleo/água para ser utilizado com proteínas 

recombinantes. Além da formulação da emulsão adjuvante, testamos duas proteínas 

recombinantes expressas nos laboratórios do Departamento de Biotecnologia:  

EMA-2 de Theileria equi (protozoário) expressa em Pichia pastoris (Vianna et al. 

2014) e ETX de Clostridium perfringens (bactéria) expressa em Escherichia coli 

(Moreira et al. 2016). 

  A falta de estudos com animais ou ensaios que comparem múltiplos adjuvantes 

com os mesmos antígenos é frequentemente apontada como um impedimento à 

seleção de adjuvantes (Petrovsky & Cooper, 2011). Extensas comparações de 

adjuvantes em animais poderiam ser extremamente equivocadas, pois muitos efeitos 

adjuvantes variam de espécie para espécie (Petrovsky & Cooper, 2011). Os testes 

neste estudo, foram realizados nos animais alvo das vacinas, rEMA-2 em equinos e 

rETX em bovinos. Este fato é importante porque a eficácia de um adjuvante 

depende, além do tipo de imunização desejada, da espécie animal que se pretende 

imunizar (Spickler & Roth, 2003).  

 A emulsão adjuvante usada nas vacinas não provocou reações adversas nos 

camundongos, equinos e bovinos. Roos et al. (2009) relataram que ao vacinar 

camundongos com o polissacarídeo goma xantana, a reação local foi menor do que 

as reações provocadas pelo hidróxido de alumínio e o adjuvante completo de Freund 

(CFA) tanto na primo vacinação como no reforço. 

 Todos os grupos experimentais que foram vacinados com a emulsão adjuvante 

mais a proteína recombinante, no presente trabalho, apresentaram níveis de IgG 

aumentados quando comparados aos grupos vacinados com outros adjuvantes. A 

ação adjuvante da goma xantana já foi relatada por Takeuchi et al. (2009) quando 
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mostrou que esse PSB foi capaz de aumentar a atividade antitumoral em 

camundongos por meio do reconhecimento do receptor TLR4 o que induz a 

produção de citocinas inflamatórias. 

A ação adjuvante de outros PSB já foi reconhecida. Moscovici (2015) ao 

imunizar, por via intranasal, coelhos com a toxina tetânica junto com micropartículas 

de alginato, relatou que os PSB podem aumentar a proteção induzida pela vacina, 

proporcionando resposta imune. Li et al. (2014) demonstraram a eficiência do sulfato 

de curdulana como adjuvante vacinal ao imunizar camundongos com a proteína 

recombinante da hepatite B humana.  

Os aumentos dos níveis de anticorpos dos grupos vacinados com a emulsão 

adjuvante também podem ter sido incrementados pela utilização na fase oleosa da 

emulsão Montanide™. O Montanide™ (SEPPIC) pertence a uma família de 

adjuvantes à base de óleo que tem sido usado em vacinas experimentais em 

camundongos, ratos, cães e gatos usando antígenos naturais, recombinantes e 

sintéticos. Tem sido usado também em vacinas humanas experimentais contra o 

HIV, malária e câncer de mama (Mohan et al. 2013). A emulsão de Montanide ISA 

50 V2, utilizada no presente estudo, é composta por óleo de sequência 

metabolizável e demonstrou induzir um alto título de anticorpos e respostas CTL 

(Linfócitos T citotóxicos) em uma variedade de espécies animais (Mohan et al. 

2013). 

Um dos maiores problemas encontrados para vacinas com adjuvantes oleosos 

é que o uso frequente pode ocasionar reações adversas tais como formação de 

granulomas e cistos, em geral ocasionados pelas impurezas dos óleos (Barteling & 

Vreeswijk, 1991; Gupta et al. 1993). No entanto, neste experimento não foram 

observadas reações adversas (febre, granulomas, cistos) nos animais testados, uma 

vez que o óleo usado era do tipo metabolizável (SEPPIC). 

Ao vacinarmos camundongos com a emulsão adjuvante mais a proteína   

rEMA-2 foi observado o desenvolvimento de uma resposta voltada a Th1 aos 60 dias 

pós-primo vacinação. Esta observação sugere que a associação xantana, óleo e 

antígeno modularam a resposta em camundongos para uma via mais direcionada a 

resposta Th1. Foi relatado que o óleo presente na emulsão induz ao 

desenvolvimento de uma reação balanceada (Th1/Th2) e mais prolongada (Cox & 

Coulter, 1997; Dummer et al. 2014). Ott et al. (1995) relataram também, que a 
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resposta induzida por emulsões parece ter um perfil mais equilibrado IgG1:IgG2a 

quando comparamos com os sais de alumínio (Pellegrino et al. 2015). 

Os equinos vacinados com a emulsão adjuvante também apresentaram níveis 

de IgG significativamente (p < 0,01 e p < 0,05) mais altos quando comparados aos 

outros grupos (rEMA-2, PSB e hidróxido de alumínio) fato confirmado também na 

titulação dos soros do dia 35 pós-primo vacinação. Estes dados são bastante 

importantes, uma vez que não existe vacina disponível para theileriose equina 

(Bahrami et al. 2014; OIE, 2017) e a vacina desenvolvida neste estudo com a 

emulsão adjuvante torna-se uma possível alternativa. 

 Os bovinos vacinados com a proteína rETX associado à emulsão adjuvante 

apresentaram títulos mais altos, com significância estatística (p < 0,05) quando 

comparados aos bovinos que receberam o hidróxido de alumínio como adjuvante. 

Assim como ocorreu no experimento com a proteína rEMA-2, a resposta de 

anticorpos contra a rETX pode ter sido devido às características adjuvantes dos 

componentes da emulsão, xantana,  óleo e o próprio antígeno. 

 Neste estudo, demonstramos que a vacina que usou como adjuvante a 

emulsão apresentou níveis significativos (p < 0,05) mais elevados de anticorpos 

contra rETX, e maiores níveis de transcrição de IL-2, IL-15 e IL-17 quando 

estimulados com a proteína rETX. A IL-2 estimula a produção de IFN-γ que atua na 

diferenciação dos linfócitos “naive” em linfócitos Th1 (Boyman & Sprent, 2012; Liao 

et al. 2013). Schuch et al. 2017 quando imunizaram camundongos com OVA-

xantana obtiveram um aumento do nível de IFN-γ o que levou a uma resposta mais 

Th1, sugerindo que a emulsão adjuvante pode levar a respostas celulares. A IL-2 

também pode desempenhar um papel importante na diferenciação de células Th2 

(Cote-Sierra et al. 2004), o que também ocorre com a IL-15 que aumenta a 

maturação das células dendríticas contribuindo com a resposta imune, aumentando 

as respostas humorais protetoras (Saikh et al. 2008). Fato que observamos com o 

maior aumento do nível de anticorpos no grupo que recebeu a emulsão adjuvante. 

 A IL-17 é uma citocina pró-inflamatória produzida por linfócitos Th17 e que são 

conhecidas por estimular GM-CSF (Fator estimulador de colônias de macrófagos e 

granulócitos) promovendo a expansão das linhagens mieloides (Norton et al. 2001). 

Tem importante papel no recrutamento de APCs, retenção de linfócitos B nos 

centros germinativos e na modulação para uma resposta Th2 (Zrioual et al. 2009). O 
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que mais uma vez corrobora nossos resultados do aumento do nível significatico    

(p < 0,01 e p < 0,05) de anticorpos nos grupos vacinados com a emulsão adjuvante.   

 A administração de antígenos ainda é um desafio, pois eles podem apresentar 

meia-vida curta no organismo, devido à degradação enzimática e pequena 

permeabilidade através das membranas biológicas. Independente da via de 

administração usada, muitas macromoléculas não atingem o local de ação 

necessário. Um sistema de entrega de antígenos como emulsões pode superar 

algumas dessas limitações, quer protegendo o antígeno da degradação quer 

aumentando sua permeabilidade através das membranas e/ou agindo na forma de 

liberação lenta e no local específico que se espera (Melo et al. 2012).  Com o uso da 

emulsão adjuvante obtivemos níveis detectáveis de anticorpos durante todos os 

pontos do experimento: camundongos até 60 dias, equinos até 85 dias e bovinos até 

32 dias (tempos de experimentação), sugerindo que a emulsão adjuvante foi capaz 

de liberar o antígeno em etapas. Primeiro foram liberados os 60% do antígeno da 

fase externa da emulsão, fazendo a primeira sensibilização do sistema imune. Após, 

o óleo da fase mediana agiria como um protetor da fase mais interna da emulsão e 

levaria a uma indução da resposta imune mais prolongada (Roos et al. 2009) e por 

último seriam liberados os 40% do antígeno da fase interna para manutenção da 

resposta imune. 

 A emulsão adjuvante composta da goma xantana e do óleo Montanide ISA 50 

V2 apresentou-se de simples elaboração, manteve-se estável por até 6 meses sob 

refrigeração (4 °C), sem alterações de cor e odor, sendo inócua e possuindo 

seringabilidade e com a possibilidade da incorporação de uma gama variável de 

antígenos.  

 Não existe um adjuvante universal que sirva para todos os antígenos (Leclerc, 

2003). A seleção racional de adjuvantes deve atender qual resposta imune se 

pretende (Th1, Th2, anticorpos e linfócitos T citotóxicos) (Leclerc, 2003). No entanto, 

mais estudos são necessários para determinar mais amplamente qual o mecanismo 

adjuvante da emulsão tripla composta do PSB, goma xantana, emulsificada com 

antígenos recombinantes.  
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6 CONCLUSÃO GERAL 

 

 Baseado nos resultados obtidos com as proteínas recombinantes testadas, 

conclui-se que a emulsão tripla, A/O/A com polissacarídeo bacteriano, goma xantana 

e o óleo Montanide ISA 50 V2, possui ação adjuvante. 
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