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1. INTRODUCAO

A esquistossomose, causada principalmente por Schistosoma mansoni, é a
principal infec¢cdo helmintica humana (King et al., 2005). Estima-se que mais de 200
milhdes de pessoas estejam infectadas no mundo e que mais de 600 milhdes vivem
em areas de risco em regides tropicais (Chitsulo et al., 2000). Apesar da existéncia
de uma quimioterapia eficaz contra a esquistossomose, ela tem limitacbes, como
altas taxas de reinfeccdo e o aparecimento de cepas resistentes. Dessa forma, o
desenvolvimento de uma vacina eficiente e comercialmente viavel seria uma
alternativa para o controle dessa parasitose (Bergquiste et al.,2005).

Neste contexto, moléculas candidatas a compor uma vacina vém sendo
avaliadas. Entre elas a proteina ligadora de acidos graxos de 14 kDa de S. mansoni,
Sm14, a qual tem sido considerada um dos antigenos mais promissores (Tendler et
al., 1996). Essa proteina é vital a sobrevivéncia do parasito, estando envolvida
diretamente na captura, transporte e compartimentalizacdo de &cidos graxos
derivados do hospedeiro (Moser & Murphy, 1991). Apesar da Sml14 ser uma
candidata promissora contra a esquistossomose, mais estudos precisam ser
realizados com objetivo de potencializar a eficacia desta vacina.

Investigacdes vém sendo realizadas a fim de associar prote¢cdo e reposta
imune da a Sm14 como antigeno vacinal, sendo que a protecdo parece estar
associada com resposta imune celular e humoral (Al-Sherbiny et al., 2003). A
escolha adequada do adjuvante e da rota de administracdo pode potencializar a
eficdcia dos antigenos, desde possa modular a resposta imune na dire¢do desejada.
Antigenos microbianos tém sido utilizados como moduladores para ativar a
imunidade adaptativa, entre eles a enterotoxina termolabil de Escherichia coli (LTB).
Estudos tém apontado a LTB como um adjuvante capaz de induzir resposta imune
celular e humoral contra antigenos co-administrados ou fusionados (Conceicao et
al., 2006). A LTB tem sua atividade adjuvante fortemente influenciada pela rota da
imunizacao e pela natureza do antigeno (Fingerut et al., 2006).

O objetivo desse trabalho foi avaliar em modelo murino a resposta imune
conferida pela Sm14 fusionada a LTB, administrada por diferentes rotas a fim de
selecionar a formulacao ideal para ser avaliada em teste de protecéo.

2. MATERIAL E METODOS



Os genes Itb e sm14 foram amplificados através da técnica de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), fornecidos pelo Laboratorio de Biologia Molecular da
UFPel e pelo Laborataorio de Schistosomose Experimental da Fiocruz-RJ,
respectivamente. Os fragmentos gerados na PCR foram submetidos a clonagem no
vetor de expressao pAE e transformados por eletroporacdo em E. coli TOP10F.
ApoOs a inducdo da expressao, estas proteinas foram purificadas por cromatografia
liguida de afinidade em coluna de sepharose (HisTrap™) carregada com niquel,
usando o sistema AKTAPrime (GE Healthcare). Posteriormente, estas proteinas
foram dialisadas contra um tampéo fisioldgico e quantificadas pelo método de
microtitulacdo de Bradford (Bradford, 1976). Posteriormente foram utilizadas em
ensaios de imunizagdo em animais.

Grupos de 5 camundongos BALB/c foram inoculados por via intramuscular
(IM) e subcutanea (SC) com trés doses de 20 pg das quimeras recombinantes
(rLTB/Sm14) e 10 pg de cada proteina (rLTB e rSm14). Grupos vacinados com
rSml4 associada com hidroxido de aluminio e outro vacinado apenas com rLTB
foram utilizados como controle positivo e negativo, respectivamente. O sangue dos
animais imunizados foi coletado via plexo retro-orbital, nos dias zero (pré-imune), 15,
30, 60 e 120 apos a primeira imunizacao.

A deteccdo de anticorpos especificos presentes no soro dos animais
vacinados foi monitorado por “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay” (ELISA),
utilizando como antigeno a rSm14. Os anticorpos secundarios utilizados foram anti-
IgG, anti-lgG2a e anti-lgG1, produzidos em camundongo e conjugados com
peroxidase. A técnica foi realizada de acordo com as recomendac¢des do fabricante
dos anticorpos secundarios (Invitrogen). A reacdo colorimétrica do ELISA foi
desenvolvida com o-phenylenediamine dihydrochloride (OPD) (Sigma) e peréxido de
hidrogénio, ap6s 15 min de incubacdo no escuro. A leitura foi realizada utilizando
filtro de comprimento de onda de 492nm com leitor de microplacas (Multiskan
MCC/340, Titertek Instruments, Huntsville, AL). A média das absorbéancias (OD492nm)
e 0 desvio padréo (S.D) foram calculados com os soros analisados em triplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca de anticorpos anti-Sm14 foi investigada através de ELISA indireto
utilizando-se soro de cinco animais de cada grupo, coletado 30 dias apds a primeira
imunizacdo. Anticorpos IgG especificos anti-Sm14 foram detectados em todos os
grupos experimentais. Observou-se o maior nivel de anticorpos IgG anti-Sm14 no
soro dos animais vacinados com rLTB/Sm14+Al(OH);s inoculados via IM, quando
comparado com 0s grupos controles. Para determinar o tipo de resposta imune
induzida, as subclasses de anticorpos IgG1 e IgG2a foram tituladas. Os dados sao
apresentados como o titulo de cada grupo (Figura 2), determinado como a diluicdo
de soro maior ou igual a média de OD4g, do soro pré-imune acrescida de dois S.D.
Camundongos imunizados com a quimera rLTB/Sm14 via SC apresentaram a maior
razdo (1,25) entre os titulos de IgG1l:lgG2a, ao passo que os demais apresentaram
titulos de IgG1 superiores a IgG2a. Os animais vacinados com rLTB/Sm14+Al(OH);3
administrada via SC demonstraram a maior diferenca na razéao IgG1:1gG2a.

Quando analisada a influéncia da rota de administragdo na modulagédo da
resposta imune, apenas o grupo rLTB/Sm14 imunizado via SC apresentou diferenca
no tipo de resposta, quando comparado com o grupo vacinado via IM. Este grupo
demonstrou um perfil misto IgG1l/lgG2a, sugerindo um balanco entre o tipo de



resposta imune mediada por linfocitos TCD4" tipo 1 (Thl) e linfécitos TCD4" tipo 2
(Th2). Esta diferenca pode ser atribuida a presenca do adjuvante LTB, uma vez que
ele é capaz de induzir resposta imune celular e humoral (Conceicao et al., 2006).
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Figura 1. Avaliacdo da producéo de anticorpos IgG anti-Sm14 através de ELISA indireto. O soro de
cinco animais coletado no dia 30 apos a primeira imunizagdo foi diluido na proporcdo de 1:100 e
testado em ftriplicata. A resposta imune demonstra a média da OD,g, € 0 desvio padrao analisados em
triplicata.
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Figura 2. Avaliacdo do efeito das vias de administracdo da rLTB/Sm14 na resposta imune em
camundongos. As subclasses de anticorpos 1gG1 e IgG2a foram mensuradas por ELISA indireto
utilizando-se soro de cinco animais de cada grupo, coletado 30 dias ap6s a primeira imunizacdo. A
resposta imune demonstra a média da OD,g, dos titulos de cada grupo e do desvio padréo analisados
em triplicata.

4. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, apenas o0 grupo experimental rLTB/Sm14
imunizado via SC apresentou um equilibrio entre o tipo de resposta imune Thl e
Th2. Como a protecao conferida pela Sm14 parece estar associada com este tipo
de resposta, 0 uso da LTB como adjuvante pode contribuir para aumentar a eficacia
da Sm14 como antigeno vacinal.
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