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1. INTRODUCAO

As vacinas de mucosa sao capazes de provocar uma resposta imune local
e, portanto, podem reduzir a colonizacdo nas fases iniciais da infeccdo e a
disseminacdo sistémica posterior (Eriksson & Holmgren, 2002). Vacinas
recombinantes de DNA ou de subunidade sdo uma boa alternativa para a
imunizacao via mucosa, porém, apesar de serem mais seguras do que as vacinas
tradicionais, sdo menos imunogénicas. Assim, adjuvantes sdo componentes
essenciais para que estas vacinas sejam mais eficientes (Dzierzbicka &
Kolodziejczyk, 2006).

Uma nova classe de imunoadjuvantes vem ganhando destaque na
producdo de vacinas recombinantes de subunidade. Esta classe é representada
pela enterotoxina termolabil de Vibrio cholerae e Escherichia coli (CT e LT,
respectivamente), as quais exibem mais de 80% de identidade (Simmons, et al.
2001). A toxina LT é formada por uma unica molécula de subunidade A (LTA,
27kDa), com atividade ADP ribosiltransferase, ligada a um pentamero de
subunidade B (LTB, 11,6 kDa cada), altamente estavel, com funcéo de ligacédo ao
receptor gangliosideo GM1 de células de mamiferos. A ligacdo da LTB ao
gangliosideo GM1 permite que a subunidade A (t6xica) entre na célula (Spangler,
1992). O uso da LT como adjuvante ndo é recomendado, em funcéo da toxicidade
da subunidade A. J4 a subunidade B, por ndo apresentar esta toxicidade, pode
ser utilizada como adjuvante (De Haan et al., 1998).

A LTB é reconhecida por sua grande eficiéncia como adjuvante de mucosa,
conferindo resposta imune protetora em camundongos contra o virus herpes
simples ocular tipo-1 (Richards et al., 2001), Streptococcus do grupo A (Dale &
Chiang, 1995) e Helicobacter pylori (Weltzin et al., 2000). Além disso, estudos tem
apontado a LTB como um adjuvante completo, capaz de induzir resposta imune
celular, incluindo células T citotéxicas (Simmons et al.,, 2001), e humoral,
estimulando resposta sistémica e secretéria de anticorpos contra antigenos co-
administrados ou fusionados a ela (Pitcovski et al., 2006).

Como a atividade biolégica da LTB depende de sua ligagdo ao
gangliosideo GM1, presente na superficie de células eucariodticas (De Haan et al.,
1998) e essa ligacado depende da adequada conformacéao tridimensional da LTB,
o0 presente estudo tem como objetivo avaliar a conformacédo da subunidade B
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recombinante da enterotoxina termolabil de Escherichia coli (rLTB) fusionada a
subunidade fimbrial principal da fimbria tipo 1 recombinante (rFimA) de
Salmonella Enteritidis para utilizacdo como adjuvante em vacina de subunidade
para salmonela.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Avaliacdo da conformacéo da LTB através de ELISA

A atividade biologica da LTB fusionada a FIimA (rLTB/FImA) expressa em
E. coli por Sehn et al. (2010) foi avaliada examinando sua ligagéo a este receptor
utilizando um ELISA (Enzime-Linked Immunossorbent Assay) indireto. Placas de
poliestireno foram sensibilizadas com 100 ng por cavidade de gangliosideo GM1
bovino (Sigma Aldrich Co.) diluido em tampéao carbonato-bicarbonato (0,05 M, pH
9,6) (100 pL/cavidade) e incubadas overnight a 4 °C. Em seguida, as placas foram
lavadas trés vezes com 200 pL de solucao salina tamponada fosfatada (PBS), pH
7,4 acrescida de 0,5% de Tween 20 (PBS-T) por cavidade e blogueadas com 1%
de leite em po diluido em PBS-T. Todas as reacbes subsequentes e as
incubagdes ocorreram por 1 h a 37 °C, os reagentes foram utilizados a um volume
de 100 ulL/cavidade e apos todas as etapas de incubacdo, as placas foram
lavadas 3 vezes com 200 uL/cavidade de PBS-T. ApOs a etapa de bloqueio das
placas, foram adicionadas, em triplicata, 100 ng por cavidade de rLTB (Fischer et
al., 2010), rLTB fusionada a rFimA (rLTB/FimA), rFimA ou CT (Sigma Aldrich Co.)
e as placas incubadas. Apos, foi adicionado anticorpo de coelho anti-CT na
diluicdo 1:6000 ou anticorpo anti-FimA 1:100 e as placas novamente incubadas.
Apoés as lavagens, as placas foram incubadas com anticorpo de cabra anti-
anticorpo de coelho conjugado a peroxidase (1:6000) ou anticorpo de cabra anti-
anticorpo de camundongo conjugado a peroxidase (1:6000), conforme o anticorpo
primario utilizado. O excesso de conjugados foi removido através de 5 lavagens
com PBS-T, as reacdoes foram reveladas utlizando solucdo contendo
ortofenilenodiamina (OPD) diluida em tampéao citrato-fosfato pH 4,0 (0,2 M com
0,01% de H,0,) e a leitura realizada em espectrofotdmetro para microplacas
(Thermo Plate) com filtro de 492 nm. Como controle sobre a ligacdo especifica
entre as proteinas e o gangliosideo utilizou-se pocos sem GM1, como controles
negativos, rFimA e PBS, e como controle positivo utilizou-se a proteina CT.

2.2 Anédlise estatistica

Andlise de variancia e teste de Tukey foram utilizados para determinar
diferencas significativas (p < 0,01) entre as médias aritméticas. Todas as andlises
estatisticas foram realizadas no programa Statistix 9.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacdo da conformacdo da LTB expressa através da sua ligacdo ao
gangliosideo GM1

As proteinas rLTB e rLTB/FimA foram avaliadas in vitro quanto a sua
conformacdo através da avaliagdo da capacidade de ligacdo ao gangliosideo
GM1 por ELISA indireto. Conforme se pode observar na Fig. 1, as proteinas rLTB
e rLTB/FImA ligaram-se especificamente ao gangliosideo GM1. A intensidade da
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reacdo entre o anticorpo anti-CT e rLTB foi estatisticamene semelhante a
observada entre o mesmo anticorpo e a toxina colérica comercial, 0 que
demonstra que a conformacédo da rLTB expressa esta adequada. A ligacdo da
quimera rLTB/FIimA ao gangliosideo GM1 foi de menor intensidade do que a da
rLTB ou CT, porém foi significativamente superior a observada pelo controle
rFimA (p<0,01). Nas reag0Oes utilizando anticorpo policlonal anti-rFimA, apenas a
quimera rLTB/FImA apresentou resposta positiva, jA que o0 anticorpo néo
reconhece a CT e a rLTB, e a rFimA n&o possui afinidade pelo GM1. Estes
resultados sugerem que a fusdo entre LTB e FimA ndo alterou a atividade
biolégica da LTB, assim como a rLTB produzida manteve a conformacgédo da
molécula nativa.
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Figura 1. Avaliacdo da ligacdo das proteinas produzidas ao gangliosideo GM1, determinada
através de ELISA indireto. Os dados foram obtidos pela média das absorbancias em triplicatas,
utilizando o Teste t de Student. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa
(p<0,01).

A adjuvanticidade da LTB estd diretamente relacionada a capacidade de
ligacdo ao gangliosideo GM1 (De Haan et al., 1998). A fusdo da rFimA a rLTB,
bem como a expressdo da quimera na forma insollvel, aparentemente nao
alteraram a capacidade da rLTB em ligar-se ao GM1, indicando que a
adjuvancidade da LTB foi preservada.

5.CONCLUSAO
A fusé@o da FimA & LTB néo alterou a conformacéo da rLTB, pois a mesma
manteve a capacidade de ligacdo ao gangliosideo GM1. Além disso, a rLTB

produzida manteve a conformacdo da molécula nativa. Estudos in vivo visando
avaliar o efeito adjuvante da rLTB fusionada a rFimA estdo sendo realizados.
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