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Resumo

A busca por novos adjuvantes vacinais tem levado ao estudo de varias
substancias, como a subunidade B da enterotoxina termolabil de Escherichia coli (LTB).
Apesar de reconhecida como um potente adjuvante de mucosa, escassas Sao as
informacdes a respeito da utilizacdo parenteral da LTB. Este estudo avaliou o efeito de
diferentes concentracdes (2,5, 10, 20, 30 e 40 pug/dose) de uma LTB recombinante (rLTB)
guando utilizada como adjuvante por via intramuscular (IM) ou subcutanea (SC). A
utilizacdo de 10 pg/dose de rLTB por via IM, associada a uma vacina inativada contra o
herpesvirus suino tipo 1 (SuHV-1), inoculada em camundongos, proporcionou 0s maiores
titulos médios de anticorpos anti-SuHV-1 (p<0,05). Concentra¢cdes menores ou maiores
da proteina resultaram em titulos menores de anticorpos anti-SuHV-1, o que pode estar
relacionado a imunogenicidade da rLTB uma vez que, quanto menor a resposta humoral
anti-rLTB, medida por ELISA, maior foi a sua atividade adjuvante. As mesmas vacinas
aplicadas por via SC promoveram titulos mais baixos de anticorpos anti-SuHV-1. O teste
de desafio com SuHV-1 realcou a capacidade adjuvante da rLTB e a influéncia exercida
pela concentracdo de uso e via de inoculacao utilizadas sobre o sistema imunolégico. As
vacinas aplicadas por via IM, na concentracdo de 10 pg/dose resultaram em maior
protecdo e melhor relacdo custo/beneficio. Portanto, a rLTB pode auxiliar
significativamente na inducdo de anticorpos contra o SuHV-1 em camundongos,
especialmente se utilizada na concentracdo de 10 pg/dose, por via intramuscular,
representando uma nova alternativa na produgéo de vacinas.

1. Introducéo

Apesar do grande avanco tecnoldgico da vacinologia nas ultimas décadas, muitas
proteinas solluveis, antigenos purificados e de baixa massa molecular podem ser pouco
imunogénicos, necessitando a associacdo com substancias adjuvantes (LECLERC,
2003). Um grande namero de substancias £m sido avaliado quanto a sua capacidade
adjuvante, dentre as quais se destacam as emulsdes oleosas, surfactantes naturais e
sintéticos, sais inorganicos, citocinas e derivados bacterianos, como a subunidade B da
enterotoxina termolébil (LTB) de Escherichia coli, produzida por determinadas cepas
enterotoxigénicas (BREWER, 2006; CONCEICAO et al., 2006).

A LTB é uma potente molkcula sinalizadora, capaz de modular a resposta do
sistema imunoldgico (SIMMONS et al., 2001), resultando em imunossupressao ou
imunoestimulacdo. A atividade adjuvante da LTB tem sido avaliada em experimentos
envolvendo imunizagdes por via subcutanea (YAMAMOTO et al.,, 1997), intramuscular
(CONCEICAO et al., 2006), intraperitoneal (AGREN et al., 1999) e intravenosa
(HORNQUIST & LYCKE, 1993). No entanto, somente sua acdo como adjuvante da
imunidade de mucosa esta consolidada entre os pesquisadores (SIMMONS et al., 2001;
YAMANAKA et al., 2006). Estudos sobre a atividade adjuvante parenteral da LTB sao
escassos (WELTZIN et al.,, 2000). Além disso, ndo existe nenhum estudo avaliando a
influéncia de diferentes concentragdes de LTB sobre a resposta imune a vacinas.
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O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito adjuvante de diferentes concentracfes
de LTB recombinante (rLTB), quando inoculada por via IM, sobre a resposta imune de
camundongos. Para tanto, em funcdo de nossa experiéncia prévia, foi utilizada como
modelo uma vacina inativada contendo herpesvirus suino tipo 1 (SuHV-1).

2. Materiais e métodos

A rLTB foi fornecida pelo Centro de Biotecnologia da Universidade Federal de
Pelotas (UFPel). As vacinas experimentais foram produzidas a partir de uma amostra do
SuHV-1 isolada de um surto da Doenca de Aujeszky, fornecida pelo Laboratério de
Virologia e Imunologia, da UFPel, seguindo metodologia conhecida (FISCHER et al.,
2007).

Para avaliacdo da capacidade adjuvante da rLTB, 35 camundongos BALB/c
fémeas, com 6-8 semanas de idade, divididos em 7 grupos de 5 animais, foram
inoculados nos dias 0 e 21 com 250 pl das vacinas inativadas, associadas ou ndo a rLTB.
Os grupos 1 e 2, utilizados como controle negativo, foram inoculados com PBS e
PBS+SuHV-1, respectivamente. Os grupos 3 a 7 foram inoculados com a suspenséo
inativada de SuHV-1, acrescida de 2,5, 10, 20, 30 e 40 pg/dose de rLTB, respectivamente.
Todas as vacinas, inoculadas por via IM, foram preparadas a partir de suspensdes com o
mesmo titulo infeccioso inicial.

Para avaliacdo da resposta imune humoral, amostras de sangue foram coletadas
através de puncdo do plexo venoso retro-ocular nos dias 0, 21 e 42. O soro, apos
processado, foi armazenado a -20° C. A titulagdo dos anticorpos neutralizantes contra o
SuHV-1 foi feita pela técnica de soroneutralizacdo (FISCHER et al., 2007). Cada soro foi
diluido de 1:4 até 1:256 e testado em quadruplicata. O titulo de anticorpos foi calculado
pelo método de Behrends & Karber (MAYR et al., 1982). Por esta metodologia, e partindo-
se de uma diluicao inicial dos soros de 1:4, conforme descrito, foi possivel a detec¢éo de
titulos iguais ou superiores a 3,35, 0 que corresponde a 1,74 log,. Todos os titulos abaixo
deste valor foram considerados soronegativos.

Para avaliar a capacidade de protecao das vacinas experimentais, 21 dias apoés a
segunda vacinacao todos os animais foram desafiados por via subcutanea com 0,1 ml
contendo 50 doses letais (DL) de SuHV-1. Diariamente, até o décimo dia ap6s o desafio,
0 numero de animais mortos por tratamento foi registrado.

A deteccao de anticorpos anti-rLTB foi determinada em um imunoensaio do tipo
ELISA. Resumidamente, placas de poliestireno (Cral) foram sensibilizadas durante a noite
a 4° C com 250 ng/cavidade de rLTB, diluida em tampao carbonato-bicarbonato pH 9,6.
ApGs triplice lavagem das placas com PBS-T, duplicatas dos soros nas diluigbes 1:200 e
1:400 foram incubadas por 1 hora a 37° C. Como controle positivo foi utilizada 1gG de
coelho anti-toxina colérica, nas diluicdes 1:250 ou 1:500. Apés trés lavagens com PBS-T,
as placas foram incubadas por 1 h a 37° C com IgG de cabra anti-lgG de camundongo, ou
IgG de cabra anti-IgG de coelho, ambas conjugadas com peroxidase e na diluicdo 1:1000.
Apos trés lavagens com PBS-T, as reacdes foram reveladas com uma solucdo de OPD
(o-phenylenediamine dihydrochloride - Sigma) e peréxido de hidrogénio como
recomendado. A leitura da densidade Gtica foi feita a 450 nm (DOys0) em leitor de ELISA
(Dynatech Labs Inc., Chantilly, VA, USA), 15 minutos apos adicdo do revelador.

Os dados foram expressos pela média = desvio padrdo e avaliados
estatisticamente usando-se andlise de variancia (ANOVA). O teste LSD foi utilizado para
determinar diferencas significativas (p<0.05) entre as médias de cada tratamento atraves
do programa SAS.



3. Resultados

Os resultados das titulacdes de anticorpos neutralizantes e o nUmero de animais
mortos apos teste de desafio sdo representados na Tabela 1. Conforme esperado, os
controles (PBS ou PBS + SuHV-1) ndo apresentaram titulos detectaveis de anticorpos (<
1,74 logy), e portanto foram considerados soronegativos. Além disso, todos os animais
destes grupos morreram apés o desafio com SuHV-1. A utilizacdo de 2,5 pg/dose de rLTB
foi insuficiente para estimular uma resposta humoral contra 0 SuHV-1, uma vez que todos
0s animais destes tratamentos também apresentaram-se soronegativos. O maior titulo de
anticorpos anti-SuHV-1 foi observado no grupo de animais inoculados com a vacina
experimental contendo 10 pg/dose de rLTB. Surpreendentemente, a medida em que
aumentaram as concentracdes desta proteina, houve reducdo na média dos titulos de
anticorpos neutralizantes do SuHV-1, de 3,54 log, (10 pg/dose de rLTB) para 0,5 log, (40
pg/dose de rLTB).

Tabela 1: Titulos de anticorpos neutralizantes (log,) de camundongos imunizados com
SuHV-1 associado a diferentes concentracdes de rLTB, por via intramuscular (IM) e
protecdo mediante desafio com SuHV-1

Tratamentos Titulo de anticorpos + SD Desafio? . Via de~
inoculacéo
PBS 0+0 5/5 IM?
PBS + SuHV-1 0+0 5/5 IM
Ag + 2,5 pg/dose LTB 00 4/5 IM
Ag + 10 pg/dose LTB 3,54 +0,80 1/5 IM
Ag + 20 pg/dose LTB 2,65 +0,13 1/5 IM
Ag + 30 pg/dose LTB 1,00 £0,22 2/5 IM
Ag + 40 pg/dose LTB 0,50 +0,33 3/5 IM

! _relacdo de animais mortos/total de animais desafiados. Cada animal foi desafiado com
50 DL do SuHV-1;
2 _intramuscular;

Na avaliacdo da capacidade de protecédo das vacinas que utilizaram concentracdes
entre 10 e 40 ug/dose de rLTB como adjuvante, pode-se perceber, conforme esperado,
um aumento do numero de animais mortos & medida em que reduziram os titulos de
anticorpos. A deteccdo de anticorpos anti-rLTB foi avaliada mediante ELISA. Os animais
apresentaram niveis crescentes de anticorpos contra a rLTB a medida que aumentaram
as concentragfes desta proteina na vacina (Figura 1). Além disso, estes niveis também
foram crescentes entre a primeira e a Ultima coleta de sangue (p<0,05).
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Fig. 1. Niveis de anticorpos anti-rLTB, determinados por ELISA, de camundongos
imunizados com SuHV-1, por via intramuscular, utilizando 2,5, 10, 20, 30 ou 40 pg/dose
de rLTB como adjuvante. As amostras de sangue foram coletadas no dia 0 (coleta
branca), 21 e 42 ap6s a primeira inoculacdo. Dados representados pela média da
absorbancia a 450 nm, de soros diluidos 1:200 + desvio padréo (n=5).

4. Discusséo

Neste estudo foi avaliada a capacidade adjuvante da LTB recombinante quando
integrante de uma vacina inativada anti-SuHV-1, inoculada por via intramuscular em
camundongos. O uso de 10 pg/dose de rLTB proporcionou os maiores titulos médios de
anticorpos anti-SuHV-1 dentre as concentra¢des avaliadas (p<0,05), sugerindo atividade
adjuvante da rLTB, enquanto que a concentracdao de 2,5 pg/dose, por sua vez, nao
estimulou a resposta humoral (Tabela 1). Estes dados sugerem a necessidade de uma
concentracdo minima de rLTB para estimulacdo da resposta humoral, quando inoculada
por via IM, provavelmente entre 2,5 e 10 pg/dose. De forma controversa, a co-
administragdo de rLTB por via intramuscular ndo incrementou a resposta imune de
galinhas vacinadas com antigenos recombinantes (FINGERUT et al., 2006). A hipotese
postulada por estes pesquisadores é que a habilidade da rLTB incrementar a resposta
imune contra antigenos co-administrados depende do antigeno e da via de administracao.

Surpreendentemente, nas demais vacinas o titulo médio de anticorpos anti-SuHV-1
diminuiu & medida que as concentracdes de rLTB aumentaram (Tabela 1). Uma vez que a
LTB € imunogénica (RANALLO et al., 2005), foi realizado um ELISA para a mensuracdo
de anticorpos séricos anti-rLTB. De forma merente, o nivel de anticorpos séricos anti-
rLTB foi inversamente proporcional ao nivel de anticorpos anti-SuHV-1, sugerindo que a
atividade adjuvante da segunda dose de rLTB pode ter sido neutralizada pelos anticorpos
anti-rLTB gerados ap6s a primeira dose vacinal. A resultante sub-dose do adjuvante
provocou o rapido processamento do antigeno pelas células do sistema imune, induzindo
uma resposta humoral fraca (COX & COULTER, 1997), justificando, assim, a reducao dos
titulos médios de anticorpos anti-SuHV-1 das vacinas, a medida em que aumentaram as
concentracdes de rLTB.

Na avaliacdo da capacidade de protecao das vacinas, todos os animais utilizados
neste estudo foram desafiados com 50 doses letais OL) do SuHV-1, 21 dias apos a
Ultima vacinacdo. Os resultados obtidos realcam a capacidade adjuvante da rLTB e a

4



influéncia exercida pela concentracdo de uso sobre o sistema imunolégico. Como pode
ser observado na Tabela 1, a utilizacdo de 10 pg/dose de rLTB, além de ter proporcionado
0s maiores titulos médios de anticorpos, também conferiu os maiores percentuais de
protecdo apos desafio com SuHV-1.

Muitos estudos sugerem que a LTB atua sobre o sistema imunolégico modulando-o
para uma resposta humoral (Th2) (SIMMONS et al., 2001; PETROVSKA et al., 2003). No
entanto, a protecdo dos camundongos frente ao desafio com SuHV-1, sugere que a rLTB
também incrementou a resposta imune celular, visto que WITTMANN (1982) comprovou
que este tipo de imunidade € responsavel pela protecdo contra a Doenca de Aujeszky,
causada pelo SuHV-1.

Os dados apresentados neste estudo permitem concluir que a rLTB pode auxiliar
significativamente na inducdo de imunidade contra o SuHV-1 em camundongos,
especialmente se utilizada por via intramuscular na concentracdo de 10 pg/dose. A
concentracdo desta proteina exerce influéncia direta sobre o seu desempenho como
substancia adjuvante, o que esta relacionado a producdo de anticorpos anti-rLTB. A
tendéncia observada neste trabalho foi de que quanto menor a resposta anti-rLTB, maior
€ a atividade adjuvante desta proteina.
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