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1. INTRODUCAO

Tendo como agente etiolégico a bactéria  Corynebacterium
pseudotuberculosis, a linfadenite caseosa (LC) € uma doenca infectocontagiosa
gue acomete principalmente pequenos ruminantes (DORELLA et al., 2006). A LC
€ caracterizada pela formacdo de abcessos nos ganglios linfaticos superficiais e
orgaos internos destes animais resultando em grandes perdas econdémicas, com
destaque em paises onde a criacdo de ovinos e caprinos é fundamental
(DORELLA et al., 2006; SEYFFERT et al. 2010).

Apesar da problematica envolvendo esta enfermidade, ainda ndo existem
tratamentos eficazes para a doenca (COSTA et al. 2011). Neste contexto, a
profilaxia torna-se uma abordagem interessante para o controle da LC, podendo
ainda limitar a transmissdo da bactéria pelo rebanho (REZENDE et al. 2016).
Entretanto, as vacinas comerciais disponiveis atualmente falham em conferir uma
protecdo eficaz, além de apresentarem muitos efeitos adversos (WILLIAMSON et
al. 2001).

Sendo assim, estudos envolvendo a formulacdo de vacinas de DNA e de
subunidade surgem na tentativa de minimizar essa problematica, uma vez que
demonstram maiores niveis de seguranca por serem baseadas em antigenos
selecionados, em adicdo a uma otimizacdo das formas de apresentacdo dos
antigenos (MAZUMDER, et al. 2011). Somado a isso, SANTOS et al. (2013)
demonstraram através da Analise de Densidade de Epitopos Maduros (MED)
realizada no pan-secretoma de C. pseudotuberculosis, que o0 gene
cpl002_RS01850 que codifica para a fosfatase acida, foco deste estudo, foi
ranqueada como o terceiro alvo mais imunogénico para uso em vacinas LC.
Neste contexto, este estudo objetiva avaliar a resposta imune humoral e celular
induzida em camundongos imunizados com diferentes formulacbes vacinais
contendo o alvo cp1002_RS01850 de C. pseudotuberculosis.

2. METODOLOGIA

A expressao da proteina rCP01850 foi realizada em E. coli BL21 (DES3)
conforme descrito por Rezende et al. (2016). Para a construcdo da vacina de
DNA, o gene cpl002_RS01850 foi amplificado por PCR e clonado no vetor
PpTARGET. Para o ensaio de imunizagcdo foram utilizados 40 camundongos
BALB/c fémeas entre 6-8 semanas de idade, alocados em 5 grupos contendo 8
animais cada. Os animais foram imunizados nos dias 0, 21 e 42 por via
intramuscular com: G1: inoculado com vacina de DNA (100 uL) contendo 50 ug
PpTARGET/cp01850 em cada dose; G2: inoculado com 100 pL de vacina
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recombinante rCP01850 (50 pg) associada ao adjuvante hidréxido de aluminio (Al
(OH)3) (15%, v/v) em cada dose; G3: inoculado nos dias 0 e 21 com a vacina de
DNA (pTARGET/cp01850), e no dia 42 com um reforco de vacina de subunidade
recombinante rCP01850/Al(OH)3; G4: controle negativo, inoculado com 100 pL da
vacina de DNA contendo apenas 50 pg de pTARGET; G5: controle negativo,
inoculado com 100 pL de AI(OH)s (15%). Em cada grupo, 5 animais foram
destinados ao ensaio de resposta imune humoral, enquanto 3 animais foram
utilizados para experimentos de resposta imune celular. Amostras sanguineas
foram coletadas dos 5 animais nos dias 0, 21 e 42 e os niveis de IgG Total, IgG1
e 1gG2a foram determinados por ELISA indireto. Trés camundongos de cada
grupo experimental foram eutanaziados 21 dias apés a Ultima imunizagdo e
tiveram os bacos removidos e homogeneizados para isolamento de esplendcitos
e posterior andlise da expressdo das citocinas IL-4, IL-10, IL-12, and IFN-y por
PCR em tempo real. A taxa de expressdo génica foi calculada em relacdo a
expressdo do gene GAPDH (PFAFFL et al. 2001).

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. As diferencas
entre 0s grupos experimentais foram calculadas por ANOVA de uma via seguida
do teste de Tukey. Os dados foram considerados significativamente diferentes
guando p<0,05. Testes foram realizados no software GraphPad Prism, versao 5.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos pelo ELISA indireto demostraram uma producéo
significativa de IgG total, IgG1 e IgG2a no dia 21 pés-imunizacao pelo grupo G2
(Figura 1). Os grupos G1 e G3 também demonstraram niveis significativamente
mais elevados de IgG1l no dia 21 pés-imunizacdo, porém, no dia 42 pos-
imunizacdo, houve uma significativa aumento nos niveis de IgG total em G1.
Ainda, no dia 42 pés-imunizacdo, G2 e G3 mostraram niveis mais elevados de
IgG total, IgG1 e lgG2a (p<0,05), em comparacdo aos outros grupos (Figura 1A,
1B e 1C).
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Figura 1: ELISA indireto contendo rCP01850 foi realizado para determinar os
niveis de IgG total, IgG1 e IgG2a. Média (colunas) e desvio padrédo (barras) de
absorbancias (nm) para niveis de IgG total (A), IgGl (B) e IgG2a (C) em
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camundongos BALB/c imunizados com vacina de DNA e/ou de subunidade
recombinante projetadas com cpl002_RS01850 alvo de C. pseudotuberculosis.
*Resultados significativamente maiores (p<0,05) em comparagcdo com O0s
controles. **Resultados significativamente maiores (p<0,05) em compara¢do com
0S outros grupos experimentais. **Resultados significativamente maiores
(p<0,05) em comparacgao aos controles e aos demais grupos experimentais.

Quanto a imunidade celular, os resultados (Figura 2) mostraram que G2,
inoculado com rCP01850/Al(OH)3, induziu maiores niveis de IL-4, IL-12 e IFN-y
em comparacao aos demais grupos (p<0,05), enquanto G3, o grupo na qual a
estratégia prime-boost foi usada, mostrou niveis significativos de IL-10 (p<0,05).
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Figura 2: Os niveis de transcricdo das citocinas IL-4, IL-10, IL-12 e IFN-y foram
estimados através de PCR em tempo real. Média (colunas) e desvio padrao
(barras) da expresséao relativa do mRNA de IL-4, IL-10, IL-12 e IFN-y por gRT-
PCR induzida em amostras de cultura de células de esplendcitos de
camundongos imunizados com vacina de DNA e/ou subunidade recombinante
projetadas com cpl1002_RS01850 alvo de C. pseudotuberculosis. Os resultados
revelam a média de dois experimentos independentes. **Resultados
significativamente maiores (p<0,05) em comparacdo aos controles e outros
grupos experimentais.

Foi possivel demonstrar que os animais do grupo G2 produziram niveis
mais altos de IgG2a em relacdo aos niveis de IgG1l, fato que pode estar
associado a uma resposta Thl, pois esta imunoglobulina é um marcador de
imunidade celular. Além disso, este grupo apresentou maiores niveis de IL-4, IL-
12 e IFN-y, sendo estes dois ultimos, importantes marcadores relacionados a

resposta Th2 do tipo humoral.
4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo inferirem que a formulacdo vacinal
contendo o alvo rCP01850 associada ao adjuvante hidréxido de aluminio (Al
(OH)3) foi capaz de induzir uma resposta mista Th1/Th2 nos animais imunizados
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com a mesma, uma vez que demonstrou a estimulacdo das imunidades celular e
humoral, extrematente importantes para o controle de C. pseudotuberculosis.
Sendo assim, estudos utilizando cpl002_RS01850 como alvo em estratégias
vacinais devem ser desenvolvidos afim de comprovar a sua eficacia no combate a
LC.
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