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Resumo 
A busca por novos adjuvantes vacinais tem levado ao estudo de várias 

substâncias, como a subunidade B da enterotoxina termolábil de Escherichia coli (LTB). 
Apesar de reconhecida como um potente adjuvante de mucosa, escassas são as 
informações a respeito da utilização parenteral da LTB. Este estudo avaliou o efeito de 
diferentes concentrações (2,5, 10, 20, 30 e 40 µg/dose) de uma LTB recombinante (rLTB) 
quando utilizada como adjuvante por via intramuscular (IM) ou subcutânea (SC). A 
utilização de 10 µg/dose de rLTB por via IM, associada a uma vacina inativada contra o 
herpesvírus suíno tipo 1 (SuHV-1), inoculada em camundongos, proporcionou os maiores 
títulos médios de anticorpos anti-SuHV-1 (p<0,05). Concentrações menores ou maiores 
da proteína resultaram em títulos menores de anticorpos anti-SuHV-1, o que pode estar 
relacionado à 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 títulos mais baixos de anticorpos anti-SuHV-1. O teste 
de desafio com SuHV-1 realçou a capacidade adjuvante da rLTB e a influência exercida 
pela concentração de uso e via de inoculação utilizadas sobre o sistema imunológico. As 
vacinas aplicadas por via IM, na concentração de 10 µg/dose resultaram em maior 
proteção e melhor relação custo/benefício. Portanto, a rLTB pode auxiliar 
significativamente na indução de anticorpos contra o SuHV-1 em camundongos, 
especialmente se utilizada na concentração de 10 µg/dose, por via intramuscular, 
representando uma nova alternativa na produção de vacinas.  
 
1. Introdução 

Apesar do grande avanço tecnológico da vacinologia nas últimas décadas, muitas 
proteínas solúveis, antígenos purificados e de baixa massa molecular podem ser pouco 
imunogênicos, necessitando a associação com substâncias adjuvantes (LECLERC, 
2003). Um grande número de substâncias tem sido avaliado quanto a sua capacidade 
adjuvante, dentre as quais se destacam as emulsões oleosas, surfactantes naturais e 
sintéticos, sais inorgânicos, citocinas e derivados bacterianos, como a subunidade B da 
enterotoxina termolábil (LTB) de Escherichia coli, produzida por determinadas cepas 
enterotoxigênicas (BREWER, 2006; CONCEIÇÃO et al., 2006). 

A LTB é uma potente molécula sinalizadora, capaz de modular a resposta do 
sistema imunológico (S IMMONS et al., 2001), resultando em imunossupressão ou 
imunoestimulação. A atividade adjuvante da LTB tem sido avaliada em experimentos 
envolvendo imunizações por via subcutânea (YAMAMOTO et al., 1997), intramuscular 
(CONCEIÇÃO et al., 2006), intraperitoneal (AGREN et al., 1999) e intravenosa 
(HORNQUIST & LYCKE, 1993). No entanto, somente sua ação como adjuvante da 
imunidade de mucosa está consolidada entre os pesquisadores (SIMMONS et al., 2001; 
YAMANAKA et al., 2006). Estudos sobre a atividade adjuvante parenteral da LTB são 
escassos (WELTZIN et al., 2000). Além disso, não existe nenhum estudo avaliando a 
influência de diferentes concentrações de LTB sobre a resposta imune a vacinas.  
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O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito adjuvante de diferentes concentrações 
de LTB recombinante (rLTB), quando inoculada por via IM, sobre a resposta imune de 
camundongos. Para tanto, em função de nossa experiência prévia, foi utilizada como 
modelo uma vacina inativada contendo herpesvírus suíno 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 Doença de Aujeszky, fornecida pelo Laboratório de 
Virologia e Imunologia, da UFPel, seguindo metodologia conhecida (FISCHER et al., 
2007). 
 Para avaliação da capacidade adjuvante da rLTB, 35 camundongos BALB/c 
fêmeas, com 6-8 semanas de idade, divididos em 7 grupos de 5 animais, foram 
inoculados nos dias 0 e 21 com 250 µl das vacinas inativadas, associadas ou não à 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 suspensão 
inativada de SuHV-1, acrescida de 2,5, 10, 20, 30 e 40 µg/dose de rLTB, respectivamente . 
Todas as vacinas, inoculadas por via IM, foram preparadas a partir de suspensões com o 
mesmo título infeccioso inicial. 
  Para avaliação da resposta imune humoral, amostras de sangue foram coletadas 
através de punção do plexo venoso retro-ocular nos dias 0, 21 e 42. O soro, após 
processado, foi armazenado a -20º C. A titulação dos anticorpos neutralizantes contra o 
SuHV-1 foi feita pela técnica de soroneutralização (FISCHER et al., 2007). Cada soro foi 
diluído de 1:4 até 1:256 e testado em quadruplicata. O título de anticorpos foi calculado 
pelo método de Behrends & Kärber (MAYR et al., 1982). Por esta metodologia, e partindo-
se de uma diluição inicial dos soros de 1:4, conforme descrito, foi possível a detecção de 
títulos iguais ou superiores a 3,35, o que corresponde a 1,74 log2. Todos os títulos abaixo 
deste valor foram considerados soronegativos.   

Para avaliar a capacidade de proteção das vacinas experimentais, 21 dias após a 
segunda vacinação todos os animais foram desafiados por via subcutânea com 0,1 ml 
contendo 50 doses letais (DL) de SuHV-1. Diariamente, até o décimo dia após o desafio, 
o número de animais mortos por tratamento foi registrado.    
 A detecção de anticorpos anti-rLTB foi determinada em um imunoensaio do tipo 
ELISA. Resumidamente, placas de poliestireno (Cral) foram sensibilizadas durante a noite 
a 4º C com 250 ng/cavidade de rLTB, diluída em tampão carbonato-bicarbonato pH 9,6. 
Após tríplice lavagem das placas com PBS-T, duplicatas dos soros nas diluições 1:200 e 
1:400 foram incubadas por 1 hora a 37º C. Como controle positivo foi utilizada IgG de 
coelho anti-toxina colérica, nas diluições 1:250 ou 1:500. Após três lavagens com PBS-T, 
as placas foram incubadas por 1 h a 37º C com IgG de cabra anti-IgG de camundongo, ou 
IgG de cabra anti-IgG de coelho, ambas conjugadas com peroxidase e na diluição 1:1000. 
Após três lavagens com PBS-T, as reações foram reveladas com uma solução de OPD 
(o-phenylenediamine dihydrochloride - Sigma) e peróxido de hidrogênio como 
recomendado. A leitura da densidade ótica foi feita a 450 nm (DO450) em leitor de ELISA 
(Dynatech Labs Inc., Chantilly, VA, USA), 15 minutos após adição do revelador. 
 Os dados foram expressos pela média ± desvio padrão e avaliados 
estatisticamente usando-se análise de variância (ANOVA). O teste LSD foi utilizado para 
determinar diferenças significativas (p<0.05) entre as médias de cada tratamento através 
do programa SAS. 
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3. Resultados 
Os resultados das titulações de anticorpos neutralizantes e o número de animais 

mortos após teste de desafio são representados na Tabela 1. Conforme esperado, os 
controles (PBS ou PBS + SuHV-1) não apresentaram títulos detectáveis de anticorpos (< 
1,74 log2), e portanto foram considerados soronegativos. Além disso, todos os animais 
destes grupos morreram após o desafio com SuHV-1. A utilização de 2,5 µg/dose de rLTB 
foi insuficiente para estimular uma resposta humoral contra o SuHV-1, uma vez que todos 
os animais destes tratamentos também apresentaram-se soronegativos. O maior título de 
anticorpos anti-SuHV-1 foi observado no grupo de animais inoculados com a vacina 
experimenta l contendo 10 µg/dose de rLTB. Surpreendentemente, à medida em que 
aumentaram as concentrações desta proteína, houve redução na média dos títulos de 
anticorpos neutralizantes do SuHV-1, de 3,54 log2 (10 µg/dose de rLTB) para 0,5 log2 (40 
µg/dose de rLTB).  

 
 

Tabela 1: Títulos de anticorpos neutralizantes (log2) de camundongos imunizados com 
SuHV-1 associado a diferentes concentrações de rLTB, por via intramuscular (IM) e 
proteção mediante desafio com SuHV-1 

Tratamentos Título de anticorpos ± SD Desafio1 Via de 
inoculação 

PBS 0 ± 0  5/5 IM2 
PBS + SuHV-1 0 ± 0 5/5 IM 
Ag + 2,5 µg/dose LTB  0 ± 0 4/5 IM 
Ag + 10 µg/dose LTB  3,54  ± 0,80 1/5 IM 
Ag + 20 µg/dose LTB  2,65  ± 0,13 1/5 IM 
Ag + 30 µg/dose LTB  1,00  ± 0,22 2/5 IM 
Ag + 40 µg/dose LTB  0,50  ± 0,33 3/5 IM 
1 – relação de animais mortos/total de animais desafiados. Cada animal foi desafiado com 
50 DL do SuHV-1; 
2 – intramuscular; 

 
Na avaliação da capacidade de proteção das vacinas que utilizaram concentrações 

entre 10 e 40 µg/dose de rLTB como adjuvante, pode-se perceber, conforme esperado, 
um aumento do número de animais mortos à medida em que reduziram os títulos de 
anticorpos. A detecção de anticorpos anti-rLTB foi avaliada mediante ELISA. Os animais 
apresentaram níveis crescentes de anticorpos contra a rLTB à medida que aumentaram 
as concentrações desta proteína na vacina (Figura 1). Além disso, estes níveis também 
foram crescentes entre a primeira e a última coleta de sangue (p<0,05).  
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Fig. 1: Níveis de anticorpos anti-rLTB, determinados por ELISA, de camundongos 
imunizados com SuHV-1, por via intramuscular, utilizando 2,5, 10, 20, 30 ou 40 µg/dose 
de rLTB como adjuvante. As amostras de sangue foram coletadas no dia 0 (coleta 
branca), 21 e 42 após a primeira inoculação. Dados representados pela média da 
absorbância a 450 nm, de soros diluídos 1:200 ± desvio padrão (n=5). 
 
4. Discussão 
 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 µg/dose de rLTB proporcionou os maiores títulos médios de 
anticorpos anti-SuHV-1 dentre as concentrações avaliadas (p<0,05), sugerindo atividade 
adjuvante da rLTB, enquanto que a concentração de 2,5 µg/dose, por sua vez, não 
estimulou a resposta humoral (Tabela 1). Estes dados sugerem a necessidade de uma 
concentração mínima de rLTB para estimulação da resposta humoral, quando inoculada 
por via IM, provavelmente entre 2,5 e 10 µg/dose. De forma controversa, a co-
administração de rLTB por via intramuscular não incrementou a resposta imune de 
galinhas vacinadas com antígenos recombinantes (FINGERUT et al., 2006). A hipótese 
postulada por estes pesquisadores é que a habilidade da rLTB incrementar a resposta 
imune contra antígenos co-administrados depende do antígeno e da via de administração.  
  Surpreendentemente, nas demais vacinas o título médio de anticorpos anti-SuHV-1 
diminuiu à medida que as concentrações de rLTB aumentaram (Tabela 1). Uma vez que a 
LTB é imunogênica (RANALLO et al., 2005), foi realizado um ELISA para a mensuração 
de anticorpos séricos anti-rLTB. De forma coerente , o nível de anticorpos séricos anti-
rLTB foi inversamente proporciona l ao nível de anticorpos anti-SuHV-1, sugerindo que a 
atividade adjuvante da segunda dose de rLTB pode ter sido neutralizada pelos anticorpos 
anti-rLTB gerados após a primeira dose vacinal. A resultante sub-dose do adjuvante 
provocou o rápido processamento do antígeno pelas células do sistema imune, induzindo 
uma resposta humoral fraca (COX & COULTER, 1997), justificando, assim, a redução dos 
títulos médios de anticorpos anti-SuHV-1 das vacinas, à medida em que aumentaram as 
concentrações de rLTB.  

Na avaliação da capacidade de proteção das vacinas, todos os animais utilizados 
neste estudo foram desafiados com 50 doses letais (DL) do SuHV-1, 21 dias após a 
última vacinação. Os resultados obtidos realçam a capacidade adjuvante da rLTB e a 
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influência exercida pela concentração de uso sobre o sistema imunológico. Como pode 
ser observado na Tabela 1, a utilização de 10 µg/dose de rLTB, além de ter proporcionado 
os maiores títulos médios de anticorpos, também conferiu os maiores percentuais de 
proteção após desafio com SuHV-1.   

Muitos estudos sugerem que a LTB atua sobre o sistema imunológico modulando-o 
para uma resposta humoral (Th2) (SIMMONS et al., 2001; PETROVSKA et al., 2003). No 
entanto, a proteção 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 é responsável pela proteção contra a Doença de Aujeszky, 
causada pelo SuHV-1. 

Os dados apresentados neste estudo permitem concluir que a rLTB pode auxiliar 
significativamente na indução de imunidade contra o SuHV-1 em camundongos, 
especialmente se utilizada por via intramuscular na concentração de 10 µg/dose. A 
concentração desta proteína exerce influência direta sobre o seu desempenho como 
substância adjuvante, o que está relacionado à produção de anticorpos anti-rLTB. A 
tendência observada neste trabalho foi de que quanto menor a resposta anti-rLTB, maior 
é a atividade adjuvante desta proteína.       
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