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1 INTRODUGCAO

Produtos microbianos, como as enterotoxinas termolabeis do Vibrio cholera
(CT) e da Escherichia coli (LT) tém sido amplamente estudados quanto a sua agao
adjuvante (SIMMONS et al., 2001). A toxina LT é composta por uma molécula da
subunidade A, a qual possui atividade catalitica ADP-ribosiltransferase e por cinco
moléculas da subunidade B (LTB), que ligam-se a receptores na superficie celular,
tais como o gangliosideo GM1, presente na superficie de células eucaridticas,
permitindo que a subunidade A (porcao téxica) entre na célula (SPANGLER, 1992).
A funcado adjuvante da LTB esta diretamente relacionada a sua capacidade de se
ligar ao gangliosideo GM1 (DE HAAN et al., 1998) e de sua forma de combinacéo ao
antigeno, co-administrada ou fusionada (PITCOVSKI et al., 2006).

As fimbrias sao filamentos protéicos responsaveis pelo processo de
aderéncia as células epiteliais e estdo envolvidas na patogenicidade da bactéria
(WULLT et al., 2001). A subunidade fimbrial principal recombinante da fimbria tipo 1
de Salmonella Enteritidis foi selecionada como antigeno modelo para a ligagado a
subunidade B recombinante da enterotoxina termolabil de Escherichia coli.

O presente trabalho objetivou avaliar a atividade adjuvante da LTB fusionada
ou co-administrada a rFimA através de ensaio de proteg¢ao contra infec¢gao causada
por S. Typhimurium em camundongos.

2. METODOLOGIA

2.1 Determinacdo da DLsp e da dose oral minima de S. Typhimurium capaz de
causar lesdo sem causar a morte dos camundongos

S. Typhimurium 8429 foi utilizada para a determinacdo da dose minima
necessaria para provocar a morte de pelo menos 50% da populagédo em estudo
(DLso). S. Typhimurium armazenada em glicerol a 20% a -80 °C (50 pL) foi cultivada
em caldo Luria Bertani (LB) e incubada a 37 °C, sob agitagdo por 18 h. Apds este
periodo, o cultivo foi transferido para caldo LB e incubado sob as mesmas condigcbes
iniciais, por 24 h. O cultivo foi centrifugado por 10 min a 1500 x g e o pellet
ressuspenso em 1 mL de solugédo salina (NaCl 0,9%) estéril. A solugao foi diluida em
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série decimal e a densidade dtica (D.O.) das diluigdes foi lida em espectrofotdmetro
a 600 nm para quantificagdo do numero de células presentes em cada diluigao
(FRANCA et al., dados nao publicados).

A DLs foi determinada conforme Método de Reed e Munch (JOSEPH, et al.,
1966). Resumidamente, camundongos BALB/c fémeas, de 6 a 8 semanas de idade,
obtidos do Biotério Central da UFPel, foram divididos em grupos de 4 animais e
inoculados, via intraperitoneal e via oral, com 200 puL de cada uma das diluicbes
seriadas contendo aproximadamente 10', 10% 10° 10* 10° 10° células de S.
Typhimurium. Os animais foram monitorados diariamente para determinagdo da
DLso.

2.2 Protocolo de imunizacdo e ensaio de protecdo contra infeccdo por S.
Typhimurium em camundongos

Todas as etapas referentes a imunizacido e desafio dos animais foram
realizadas no Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) e os
animais usados neste trabalho foram tratados de acordo com as normas
internacionais e em consonancia com os principios éticos de experimentagao animal
do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal).

Foram utilizados 36 camundongos BALB/c fémeas, de 6 a 8 semanas de
idade, obtidos do Biotério Central da UFPel. Os mesmos foram separados em 6
grupos contendo 6 animais cada. Os grupos vacinais e as doses inoculadas por
camundongo foram: 1) rFimA , 60ug; 2) rLTB/FimA, 40 ug de rLTB e 60 pg de rFimA,;
3) rFimA+rLTB, 60 ng de rFimA+ 40 ug de rLTB; 4) rFimA+ Adjuvante de Freund
Incompleto (Al), 60 ug de rFimA; 5) rLTB, 40 ug e 6) PBS, 100 uL. O protocolo de
imunizagao consistiu de 3 doses, com intervalo de 10 dias entre cada uma delas
(dias 0, 10 e 20).

Os camundongos foram desafiados no 10° dia apds a ultima imunizagao (dia
30) com aproximadamente 5x10° células de S. Typhimurium (100x DLsg), conforme
preconizado pelo Code of Federal Regulations Title 9 (CFR9) do United States
Department of Agriculture (USDA). Os camundongos foram monitorados diariamente
quanto a sintomatologia e a ocorréncia de morte.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O ensaio de protegcdo animal néo revelou protecédo total dos camundongos
imunizados. Conforme a tabela 2, embora nao tenha protegido totalmente, o grupo
vacinado com a rFimA apresentou um retardo da mortalidade, semelhante ao
encontrado para o grupo imunizado com a rFimA co-administrada com Adjuvante de
Freund Incompleto.
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Tabela 2 - Protecao conferida pela imunizagcdo com a proteina rFimA sem nenhum
adjuvante, co-administrada e fusionada a LTB e associada a adjuvante de Freund
incompleto, avaliada através do tempo de sobrevivéncia (em dias) apos o desafio
com 100 DLsp de S. Typhimurium.

Grupos Vacina Dias até a morte N° de sobreviventes
1 rFimA 5,5,5/5,6,7 0/6
2 rLTB/FimA 4,4,4,5/55 0/6
3 rFimA+rLTB 4,4,5/5,5,5 0/6
4 rFimA+Adj. Inc. 4,4,56,6,7 0/6
5 rLTB 4,4,4,55,6 0/6
6 PBS 4,4,4,4,5,5 0/6

Animais vacinados trés vezes com 10 dias de intervalo e desafiados com 5x10° células de S.
Typhimurium 10 dias apds a ultima imunizagao.

Os resultados obtidos demonstraram também uma eficiéncia semelhante da
rFimA administrada sem nenhum adjuvante em relagdo a co-administrada ou
fusionada a rLTB. Esses resultados apontam para uma possivel capacidade
adjuvante da proteina rFimA devido ao fato de ter prolongado o tempo de vida dos
animais imunizados somente com a rFimA.

4. CONCLUSAO

As imunizagdes nao induziram protecdo de camundongos desafiados com S.
Typhimurium, porém o tempo de sobrevivéncia foi maior entre os animais
imunizados somente com a rFimA e rFimA+Al.
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