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Resumo

MORON, Luiza Domingues. Avaliagdo de uma vacina recombinante de
subunidade formulada com a associacao das proteinas rPLD, rCP01850 e rCP40
de Corynebacterium pseudotuberculosis. 2023. 59f. Dissertacdo (Mestrado) -
Programa de Pdés-Graduacdo em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

A Linfadenite caseosa (LC) € uma doenga infectocontagiosa que afeta principalmente
caprinos e ovinos, sendo o seu agente etiolégico a bactéria Corynebacterium
pseudotuberculosis. Devido a formagao de abscessos nos linfonodos superficiais e
nos orgaos internos desses animais, esta doenga gera impacto econémico na
ovinocaprinocultura. Atualmente, as vacinas comerciais disponiveis nao apresentam
protecao eficaz e ainda podem apresentar efeitos adversos. A partir disto, a utilizacao
da tecnologia de produgdo de proteinas recombinantes, especialmente de
formulagdes de vacinas de subunidade apresenta-se como um possivel nova
abordagem, uma vez que demonstra maiores niveis de seguranca, bem como a
utilizagdo destes antigenos em associacédo a fim de induzir melhores niveis de
protecdo. Ademais, 0 uso de antigenos em associagao pode ser outra estratégia na
busca de melhores niveis de protecdo. Dois importantes alvos vacinais presentes em
C. pseudotuberculosis ja foram caracterizados sendo estes as proteinas PLD e CP40.
Além disso, a proteina rCP01850 ja demonstrou estimular a produgédo de resposta
humoral e foi aplicada com sucesso em imunodiagnéstico da LC. No presente estudo,
para avaliagao da associagao das proteinas purificadas rPLD, rCP01850 e rCP40 em
uma formulagdo vacinal, cinco grupos contendo 10 camundongos Balb/c foram
estabelecidos, sendo eles: G1- solugédo salina 0,9%, G2- rPLD/AI(OH)s, G3-
rCP01850/ Al(OH)3, G4- rCP40/ Al(OH)3z e G5- rPLD, rCP01850 e rCP40/ Al(OH)s e
todos os grupos foram imunizados com duas doses com intervalo de 21 dias e
desafiados no dia 42 com 10* UFC da cepa virulenta MIC-6 de C. pseudotuberculosis.
As taxas de protecéo obtidas foram de G3 (30%), G2 e G4 (80%) e G5 (100%). Todos
os animais do grupo controle (G1) vieram a 6bito. A vacina com a associagao de
proteinas (G5) produziu anticorpos IgG total, IgG1 e IgG2a contra as proteinas rPLD,
rCP01850 e rCP40, entretanto os niveis nao foram significativos quando comparados
aos grupos com formulagbes contendo as mesmas proteinas recombinantes
purificadas, porém de forma individual (G2, G3 e G4). No entanto, deve-se considerar
que em G5 todos os animais sobreviveram ao desafio com a cepa virulenta, o que
sugere que outro tipo de resposta imune, possivelmente a resposta celular esta
envolvida na sobrevivéncia desses animais. Considerando que no grupo G5 a
imunizagao resultou na total sobrevivéncia desses animais, a associagdo das
proteinas rPLD, rCP01850 e rCP40, pode ser considerada uma estratégia promissora
para LC e deve ser avaliada em mais detalhes.

Palavras-chave: Desenvolvimento de vacina, Associacdo antigénica, Hidréxido de
aluminio, Linfadenite caseosa, Vacina multiantigénica.
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Abstract

MORON, Luiza Domingues. Evaluation of a subunit recombinant vaccine formulated
with the association of rPLD, rCP01850 and rCP40 proteins from Corynebacterium
pseudotuberculosis. 2023. 59f. Dissertacao (Mestrado) - Programa de Pos-Graduacgéo
em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Caseous lymphadenitis (CLA) is an infectious disease with worldwide incidence, and
it mainly affects goats and sheep and its etiological agent is the bacterium
Corynebacterium pseudotuberculosis. By causing the formation of abscesses in these
animals' superficial lymph nodes and internal organs, it generates an economic impact
on sheep and goat farming. Currently, commercial vaccines do not provide effective
protection and still show many adverse effects. Taking this into consideration, using
recombinant protein production technology to develop subunit vaccine formulations is
presented as a suitable approach since it leads to greater safety levels. In addition,
using antigens in an association can be another strategy when seeking better
protection levels. Two important vaccine targets produced by the pathogen have
already been characterized: the PLD and CP40 proteins. In addition, the rCP01850
protein has already been shown to stimulate the production of humoral response and
is also useful for immunodiagnostics. In the present study, to evaluate the association
of purified rPLD, rCP01850 and rCP40 proteins in a vaccine formulation, five groups
containing 10 Balb/c mice were established as follows G1 - 0.9% saline solution, G2 -
rPLD/AI(OH)3, G3 - rCP01850/ Al(OH)s, G4 - rCP40/ AI(OH)s, and G5 - rPLD,
rCP01850 and rCP40/ Al(OH)s. All groups were immunized with two vaccine doses
within a 21-day interval and challenged on day 42 with 10* CFU of the virulent MIC-6
strain of C. pseudotuberculosis. The protection rates after the challenge were 30%
(G3), 80% (G2 and G4), and 100% (G5). All animals in the control group reached the
endpoint. The multiple protein-associated vaccine formulation (G5) induced the
production of total IgG, IgG 1, and IgG2a antibodies against rPLD, rCP01850 and
rCP40 proteins, however, this production did not show statistical difference when
compared with the individual groups (G2, G3 and G4). However, it should be
considered that in G5 all animals survived the challenge with the virulent strain, which
suggests that another type of immune response, possibly the cellular response, is
involved in the survival of these animals. Thus, considering that in the G5 group,
immunization resulted in total survival of these animals, the association of rPLD
proteins, rCP01850 and rCP40, should be considered a promising strategy for CLA as
well as being further evaluated more thoroughly.

Keywords: Vaccine development, Antigenic association, Aluminum hydroxide,
Caseous lymphadenitis, Multiantigenic vaccine.
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1 INTRODUCAO GERAL

A linfadenite caseosa (LC) € uma doenca infectocontagiosa que acomete
principalmente pequenos ruminantes, como caprinos e ovinos (Williamson, 2001). A
LC é caracterizada pela formacao de abcessos nos ganglios linfaticos superficiais e
orgaos internos destes animais acarretando grandes perdas econbmicas com
destaque aos paises onde a ovinocaprinocultura é de extremo interesse financeiro
(Dorella et al., 2006). Altas prevaléncias de LC foram reportadas em paises como:
Austrdlia (61 %) e Estados Unidos (43 %), e na provincia de Quebec no Canada, na
qual estas taxas variaram entre 21 % e 36 % (De S& Guimardes et al., 2011). No
Brasil, a estimativa de prevaléncia clinica é de 30 % nestes rebanhos, valor importante
guando se é considerado que no pais, o rebanho caprino é estimado em 11.923.630
de cabecas e o rebanho ovino tem uma estimativa de 20.537.474 cabecgas (IBGE,
2021; Seyffert et al., 2010; Barnabé et al., 2020).

A LC apresenta-se de duas formas: LC externa, caracterizada pela formacao
de abcessos nos linfonodos superficiais e 6rgaos externos, os quais podem se romper
e liberar secrecdes contendo o patdogeno causador da doenca; e LC visceral,
caracterizada por abcessos nos ganglios linfaticos internos e outros 6rgdos como 0s
pulmdes, figado e rins (Windsor, 2011; Varela-Castro et al., 2017; G. J. Baird &
Fontaine, 2007).

O agente etiolégico da LC é Corynebacterium pseudotuberculosis, uma
bactéria gram-positiva, anaerdbia facultativa, ndo-esporulante, pleomoérfica, e néo-
encapsulada (G. J. Baird & Fontaine, 2007). Esta bactéria pertence ao grupo dos
actinomicetos, e € integrante do grupo CMNR juntamente aos géneros
Mycobacterium, Nocardia e Rhodococcus, que apresentam como caracteristicas em
comum além dos acidos micdlicos, a presenca de um alto indice de guanina e citosina
no genoma (Dorella et al., 2006). Em condi¢Bes laboratoriais, C. pseudotuberculosis
€ sensivel a antibiéticos como penicilina. Contudo, in vivo as bactérias se encontram
no interior de granulomas, capsulas fibrosas que acabam reduzindo de forma
consideravel o acesso destes antibioticos (Costa et al., 2011; Droppa-Almeida et al.,
2018). Somado a isso, o diagnadstico clinico da doenca ndo é sempre confiavel, pois a

maioria dos animais podem ser confundidos como saudaveis pois quando ja possuem
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a forma visceral podem parecer assintomaticos. Sendo assim, a melhor alternativa é

a profilaxia (Rezende et al., 2020).

Atualmente, as vacinas comerciais disponiveis falham em conferir uma
protecédo eficaz, necessitam de doses de refor¢cos anuais e podem apresentar muitos
efeitos adversos como febre e letargia, ou ainda ocasionar o desenvolvimento de
abcessos superficiais e profundos (Williamson, 2001). Neste contexto, estudos
envolvendo a formulagcdo de vacinas de subunidade recombinante tornam-se
interessantes, uma vez que demonstram maiores niveis de seguranca por serem
baseadas em antigenos selecionados e purificados e permitirem ainda a utilizacdo
destes antigenos em associacao visando melhores niveis de protecao (Rezende et
al., 2020; Silva et al., 2020; Silva et al., 2018).

Dentre os antigenos estudados, pode-se citar a proteina fosfolipase D (PLD),
importante fator de viruléncia de C. pseudotuberculosis e responsavel por facilitar a
disseminacao da bactéria pela corrente sanguinea (Silva et al., 2018). Esta exotoxina
esta presente de forma inativada em diversas vacinas comerciais, ou ainda como
antigeno em vacinas de subunidade (Silva et al., 2018; Pinho et al., 2021). Fontaine e
colaboradores em 2006 utilizaram PLD recombinante e juntamente com uma bacterina
inativada feita a partir de uma cepa virulenta de C. pseudotuberculosis para
formulacdo de uma vacina combinada que induziu um alto nivel de protecdo contra
LC. Outro estudo empregou PLD recombinante expressa em M. bovis BCG Pasteur,
e promoveu 88 % de protecdo em camundongos desafiados com a cepa virulenta
MIC-6 de C. pseudotuberculosis (Leal et al., 2018).

Outro alvo ja avaliado é a proteina de 40 kilodaltons identificada por Wilson e
colaboradores em 1995 denominada CP40. Anteriormente descrita como uma serino-
protease, atualmente existem indicios que demonstram essa proteina como uma
endoglicosidase, ademais ja foi encontrada no sobrenadante de cultivos da bactéria
C. pseudotuberculosis e pode estar associada com sua viruléncia (Droppa-Almeida et
al., 2016; (Shadnezhad et al., 2016). A proteina purificada ja apresentou resultados
indicando producéo de reposta humoral, bem como uma taxa de protecdo de 100%
contra o desafio mesmo com a utilizagéo de dois diferentes adjuvantes (Saponina e

Adjuvante Completo de Freund) (Droppa-Almeida et al., 2016).
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Recentemente, Bezerra e colaboradores (2020) avaliaram em combinagéo ao
extrato hidroalcdolico de prépolis vermelha brasileira (BRP) a proteina recombinante
CP01850, uma fosfatase &acida que demonstrou propriedades imunoestimulantes,
induzindo respostas celulares e humorais. A proteina rCP01850 foi ranqueada
anteriormente por Rezende e colaboradores em 2020 segundo a andlise MED
(Densidade de Epitopos Maduros) como um dos alvos mais promissores para uso em
vacinas para LC. Neste mesmo estudo, foi demonstrado que a proteina rCP01850
obteve excelentes niveis de sensibilidade (90 %) e especificidade (92,5 %) em ensaios

imunoenzimaticos.

A associacdo de proteinas visando a protecdo contra doencas vém sendo
explorada em estudos envolvendo diferentes patégenos, como no caso da
combinagcdo de antigenos recombinantes para protecdo contra neosporose bovina,
gue aumentou em quase 20% a taxa de sobrevivéncia de camundongos infectados
com Neospora caninum (Pastor-Fernandez et al., 2015) e para proteinas conjugadas
para vacinas contra malaria que aumentaram significativamente o0s niveis de
anticorpos especificos quando comparadas ao antigeno sozinho (Qian et al., 2007).
Ademais, Duarte e colaboradores (2016) demonstraram que a associacao entre os
dois antigenos de Leishmania braziliensis possibilitou uma reducédo expressiva da
carga parasitaria em camundongos desafiados com Leishmania infantum, bem como

uma resposta imune robusta.

Em vacinas para LC, a associacao das proteinas rCP01850 e rPLD adjuvadas
com saponina demonstrou taxas de sobrevivéncia de 50 %, enquanto a formulacéo
contendo apenas rPLD obteve uma taxa de 30 %, demonstrando a importancia da
utilizacdo de diferentes alvos vacinais na mesma formulagdo vacinal (Silva et al.,
2018). Em um estudo avaliando a utilizacdo da proteina recombinante CP40
combinada a uma cepa mutada do patdgeno denominada CP09 em uma formulacéo
vacinal obteve-se uma taxa de sobrevivéncia de 70 % (Silva et al., 2014) . Ademais,
Barral e colaboradores em 2022 construiram uma proteina fusionada denominada
MBP:PLD:CP40 que conferiu uma taxa de protecdo de 57,14 % nos animais
desafiados. O grupo contendo apenas as proteinas rPLD e rCP40 também apresentou

uma taxa satisfatoria de protecdo de 42,86 % no mesmo estudo (Barral et al; 2022).
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Deste modo, no presente estudo objetivou-se o desenvolvimento de uma
formulacdo vacinal a partir da associagdo das proteinas recombinantes rPLD,
rCP01850 e rCP40 visando a protecdo de camundongos contra o desafio com a cepa
virulenta MIC-6 de C. pseudotuberculosis, assim como a avaliacdo da resposta
humoral induzida.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Corynebacterium pseudotuberculosis

Pertencente ao grupo de actinomicetos com carater heterogéneo denominado
CMNR  (Corynebacterium,  Mycobacterium,  Nocardia e  Rhodococcus),
Corynebacterium pseutuberculosis € uma bactéria gram-positiva, ndo esporulante,
anaerdbia e intracelular facultativa, com tamanho estimado em torno de 0,5 a 0,6 ym
que pode apresentar-se em forma cocdide, bastao filamentoso ou ainda quando em
grupo no formato de letras chinesas (Dorella et al., 2006; de Sa Guimaraes et al.,
2011). Os componentes desse grupo apresentam caracteristicas comuns como a
presencga de acidos micdlicos e galactose arabinose em suas paredes celulares, bem
como alto conteudo G+C (47-74 %) no seu genoma (de Sa Guimaraes et al., 2011).

Descrito pela primeira vez em 1888 apds ser isolado por Edward Nocard a partir
de um caso de linfangite bovina e em 1891 por Hugo von Preisz a partir de um
abscesso renal de uma ovelha, o patégeno foi chamado por décadas de bacilo de
Preisz-Nocard e recebeu sua atual nomeacédo de C. pseudotuberculosis (devido a
semelhanga com lesbes causadas pela tuberculose) apenas em 1948 (G. J. Baird &
Fontaine, 2007). Esta bactéria possui melhor crescimento em condigbes em que a
temperatura € em torno de 37 °C e pH entre 7,0 e 7,2, e sua organizagao pode se dar
em forma de grupos ou paligadas com colOGnias secas, opacas e com anéis
concéntricos e sua coloracao pode variar de creme a laranja (Dorella et al., 2006a).

Com grande importancia veterinaria, C. pseudotuberculosis € o agente
etiolégico da linfadenite caseosa. Nesse sentido, € importante ressaltar a presenca de
dois biovares na espécie, os biovares equi e ovis cuja principal diferenga bioquimica
reside na capacidade de reduzir o nitrato a nitrito, enquanto o biotipo equi é nitrato
redutase positivo e infecta principalmente equinos, o biovar ovis é nitrato redutase

negativo e infecta ovinos e caprinos (Billington et al., 1988; Almeida et al., 2017).
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2.2 Linfadenite caseosa

Acometida por pequenos ruminantes como caprinos € ovinos, a doenca
infectocontagiosa denominada de linfadenite caseosa (LC) afeta diretamente estes
animais através principalmente de consequéncias como a reducéo da producgao de |13,
carne e leite, além do declinio na fecundidade e ainda a condenacao de carcacas
(Williamson, 2001;Dorella et al., 2006).

Identificada pela primeira vez em 1888 e possivelmente disseminada através
de ovelhas importadas no século XVIIl, a LC é caracterizada pela formacao de
abcessos (“mal do carogo”) nos ganglios linfaticos superficiais e 6rgaos internos de
pequenos ruminantes acarretando grandes perdas econémicas principalmente em
paises com elevados numeros de rebanhos de caprinos e ovinos (Dorella et al., 2006;
Windsor, 2011). Diferentemente de outras bactérias piogénicas, os abcessos
causados pela doenga geralmente acometem o rebanho de forma geral e nao
isoladamente (Oreiby, 2015).

Dependendo do local de formacdo do piogranuloma, a LC apresenta-se nas
formas externa e interna. A LC externa geralmente presente em animais mais jovens
€ caracterizada pela formacdo de abcessos nos linfonodos superficiais como
retrofaringeos, parotideos, e submandibulares, os quais podem se romper e liberar
secrecbes contendo a bactéria no ambiente, facilitando assim a infeccdo de outros

animais do mesmo rebanho (Ruiz et al., 2020; Windsor, 2011).

Ja a forma visceral é caracterizada por abcessos nos ganglios linfaticos
internos (linfonodos mediastinais ou mesentéricos) e outros 6érgdos como os pulmdes,
figado e rins (Varela-Castro et al., 2017; Baird & Fontaine, 2007). Ademais, estas
lesbes podem ser reconhecidas em outros 6rgdos como coracao, testiculos, Gtero e

encéfalo, porém trata-se de casos esporadicos (Souza et al., 2012).

2.3 Epidemiologia

Apesar da subnotificacéo a LC ja foi identificada no mundo todo, principalmente
em areas com altos nimeros de rebanhos de caprinos e ovinos (de S4 Guimaraes et

al., 2011). De acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude Animal nos anos entre
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1996-2004, 64 paises reportaram casos de linfadenite caseosa nos animais. Por
conseguinte, ja existem publicacbes relatando indices relativamente altos de
prevaléncia para LC em paises como: Austrélia (61 %), Estados Unidos (43 %) e no
Canad4, onde na provincia de Quebec as taxas variaram entre 21 % e 36 % (de S&
Guimaraes et al., 2011). Essas taxas também variaram em outros paises como Franga
(2,3 % e 5,6 %), Pol6nia (1,5 %), Itélia (1,3 % e 4,4 %) e ainda no Reino Unido a
soroprevaléncia da doenca é estimada em 9,93% (Ruiz et al., 2020). Ademais, no
Egito as taxas de soroprevaléncia estimadas da doenca em ovelhas variam de 3,71
% a 6,78 % dependendo da regido (Magdy Selim et al., 2022). Em outros locais como
nas llhas Malvinas e na Malasia, estas estimativas podem chegar a 24 % e 30 %

respectivamente (Ruiz et al., 2020).

No Brasil, a doenca é apontada como endémica e a estimativa de prevaléncia
clinica € de 30 % nos rebanhos caprinos e ovinos, valor expressivo principalmente
considerando que os rebanhos de caprinos e ovinos representam mais de 30 milhdes
de animais no pais (IBGE, 2021; Seyffert et al., 2010; Barnabé et al., 2020). Em um
estudo realizado no estado do Rio de Janeiro, a prevaléncia sorolégica apresentou
uma variagao de 3,6-100 % e em Minas Gerais as taxas foram de 75,8 % para ovinos
e 78,9 % para caprinos apos analise soroepidemioldgica (de Sa Guimaraes et al.,
2011). Naregiao nordeste brasileira, a qual a ovinocaprinocultura € uma das principais
fontes de renda e alimento dos produtores, um estudo relatou uma soroprevaléncia
de 93,88 % dentre os rebanhos avaliados, e ainda, obteve uma taxa de 37,46 %
quando os animais foram testados individualmente (Alves et al., 2020).

E de suma importancia que o controle da doenca, esteja associado a boas
praticas de manejo, visto que a bactéria pode infectar um rebanho de forma rapida ou
ainda sigilosa (Alves et al., 2020). No entanto, no Brasil ndo existe um programa de
controle oficial da infec¢ao, sendo assim muitos produtores podem falhar no manejo
e nas praticas preventivas (quarentena de animais novos no rebanho, por exemplo)

facilitando a disseminagao da bactéria nos animais (Alves et al., 2020).

2.4 Transmissao

A transmisséo de C. pseudotuberculosis se da principalmente pela ruptura ou

lesdo na pele permitindo a invasdo da bactéria no hospedeiro, ou ainda através do
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contato com abscesso rompidos, bem como a transmisséo pelo trato oral/respiratério
(Barnabé et al., 2020). Quando um abscesso se desenvolve no parénquima pulmonar
e acaba sofrendo uma ruptura, a infeccdo pode se espalhar pelo trato respiratério,
assim contaminando outros animais por meio de aerossois gerados por estes (O’Reilly
et al., 2008).

Outra importante fonte de contaminagdo sao fomites utilizados no manejo e
rotina dos animais como a castracao, identificacdo com brincos ou tatuagens, bem
como na drenagem de abscessos ou ainda através de vetores mecanicos como a
mosca doméstica (De Sa Guimaraes et al., 2011). O sexo dos animais também pode
ser um fator a ser considerando, pois, carneiros tendem a apresentar maiores
numeros de soropositivos quando comparados as ovelhas do mesmo rebanho por
motivos comportamentais (disputas por dominancia podem levar ao rompimento de

abscessos de animais contaminados) (G. Baird, 2000).

Animais adquiridos de outros lugares que ndo passaram por um controle rigido
e uma quarentena também séo responsaveis pelos altos nimeros de transmissao nos
rebanhos, juntamente com a possivel falta de higiene das instalacfes e negligéncia
de cuidadores (Porto et al., 2013). Para mais, o patégeno apresenta a capacidade de
sobreviver de forma perduravel no ambiente, seja no solo (oito meses), na palha (trés
semanas) ou no feno (quatro meses) e este microrganismo ja foi identificado em locais
previamente contaminados com pus cerca de cinco meses ap0s a exposicao (de Sa
Guimaréaes et al., 2011). A LC é considerada uma potencial zoonose e pessoas
infectadas geralmente sdo pecuaristas que trabalham diretamente com animais
infectados ou acougueiros, no entanto sdo casos isolados e ndo apresentam nimeros

expressivos até o momento (Gascoigne et al., 2020).

2.5 Patogénese e viruléncia

Tratando-se de uma bactéria intracelular facultativa, apés a entrada de C.
pseudotuberculosis no organismo do hospedeiro através de mucosas ou possiveis
lesBes, o0 estabelecimento dessa bactéria se da principalmente pela sua multiplicagéo
no interior de macréfagos (de Sa Guimaraes et al., 2011). A partir do momento em

que o patdgeno entra na corrente sanguinea e é transportado especialmente pelo
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sistema linfatico juntamente com a penetracdo nas células- alvo, a sua sobrevivéncia
pode-se dar ao fato do patdgeno interferir na eficiéncia da atividade das enzimas do
hospedeiro na fusdo fagolisossdmica impedindo a eliminacdo da bactéria (de Sa
Guimaraes et al., 2011; Bastos, 2012).

7

Um importante fator de viruléncia de C. pseudotuberculosis é a exotoxina
fosfolipase D (PLD) (G. J. Baird & Fontaine, 2007). A PLD atua como um fator de
permeabilidade potencializando a disseminacdo da bactéria no organismo do
hospedeiro, através da hidrélise das ligacdes éster da esfingomielina em membranas
celulares de mamiferos (Dorella et al., 2006). Além disso, essa exotoxina também
pode atuar na formacdo de lesdes dermonecréticas, facilitando a passagem do
patdogeno da derme para 0s vasos sanguineos e em seguida para os vasos linfaticos
(Bastos, 2012). E importante salientar que a PLD ja foi identificada em todas as cepas
de C. pseudotuberculosis estudas, sendo encontrada no sobrenadante dos cultivos
celulares dessas bactérias, ademais em cepas com o0 gene codificante para PLD

silenciado, o potencial causador de abscessos foi reduzido (Baird & Fontaine, 2007).

O periodo de infeccdo da LC normalmente apresenta trés fases, nestas a
bactéria faz o (i) recrutamento de células fagociticas, (ii) amplificacdo e
desenvolvimento de granuloma piogénico seguido entdo da fase de (iii) estabilizacéo
e persisténcia desta lesdo granulomatosa (Bastos, 2012). A formacdo destes
granulomas é uma tentativa do sistema imune de reduzir o espalhamento da infecgéo,
contudo quando estes abscessos sdo drenados pelo sistema linfatico, as lesdes
acabam se estendendo para outros 6rgaos (Baird & Fontaine, 2007). A dificuldade da
acao de enzimas no fagolisossoma para eliminacdo do microrganismo pode estar
associada a presenca da camada lipidica da bactéria que acaba detendo a fagocitose,
possibilitando a sobrevivéncia desta de forma intracelular (de S& Guimarées et al.,
2011).

Dentre outros possiveis fatores que podem contribuir com a viruléncia de C.
pseudotuberculosis esta a presenca de genes relacionados a absorcéo de ferro pelo
patégeno denominados (fag) A, B, C e D, de grande relevancia para sobrevivéncia
deste em ambientes com pouca disponibilidade de ferro (Billington et al., 2002).
Somado a isso, endoglicosidase de 40 kilodaltons designada CP40 que € reconhecida

por soros de animais em estagio inicial da infeccdo, além de ser uma proteina
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encontrada no sobrenadante de cultivos de C. pseudotuberculosis (Walker et al.,
1994; Dorella et al., 2009; Shadnezhad et al., 2016).

No que diz respeito a ativagdo do sistema imune do hospedeiro, outro
parametro de grande importancia que deve ser avaliado sdo os perfis de expressdes
de citocinas, tendo em vista que se trata de uma bactéria intracelular facultativa. A
producdo de TNF- a e IL-6 e citocinas associadas a células T ja foram elucidadas no
sitio de inoculacéo e nos linfonodos respectivamente (Pépin et al., 1997). Ademais, as
citocinas IFN-y e TNF-a também ja foram identificadas como possiveis mecanismos
de resisténcia a infec¢do primaria, supostamente através da ativacdo de macréfagos
(Dorella et al., 2009; de Sa Guimaraes et al., 2011).

2.6 Diagnostico

Presentemente o diagnostico de linfadenite caseosa tém como base os
sintomas clinicos da doenca, como a presenca de abscessos 0s quais tém o seu
material coletado para analise e verificacdo da presenca de C. pseudotuberculosis
através de cultivo celular seguido de analises bioquimicas (Dorella et al., 2009;
Bastos, 2012). Um teste que pode ser empregado para analise do material caseoso &
chamado API Coryne (API-bioMérieux, Inc., La Balme les Grottes, France) o qual
realiza 21 analises bioquimicas para identificacdo de bactérias corineformes em
amostras (Soto et al., 1994). Contudo, a manipulacdo desse material purulento pode

infectar a pele do animal, o ambiente ou ainda o rebanho (Bastos, 2012).

O emprego de técnicas moleculares como o PCR também pode ser utilizado
no diagndéstico da doenca, um exemplo é a técnica de PCR multiplex que demonstrou
boa especificidade e sensibilidade com a amplificacdo de trés genes de C.
pseudotuberculosis (Pacheco et al., 2007). Um método alternativo é a andlise de
restricdo do gene da subunidade B da RNA polimerase, que é amplificado por PCR
para identificar C. pseudotuberculosis, contudo testes baseados nessa técnica néo
possibilitam o diagnéstico da doenca no estagio subclinico (Pavan etal., 2012). Foram
desenvolvidos também métodos adicionais, como (Cameron et al., 1972),
imunodifusdo dupla, hemaglutinacdo indireta (Burrel, 1980) e inibicdo da hemdlise

(Brown et al., 1987), para detectar a LC subclinica. No entanto, esses métodos tém
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limitacdes em termos de sensibilidade ou especificidade, o que restringe a capacidade

de identificar a doenca de forma precisa (Dorella et al., 2006a).

Dentre os testes sorologicos pode-se citar também a técnica de ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) utilizada em diferentes estudos para
diagnostico de linfadenite caseosa. Um estudo conduzido por Binns e colaboradores
em 2007 utilizou antigenos de C. pseudotuberculosis os quais foram obtidos através
da sonicacdo do cultivo e o teste apresentou uma especificidade de 71 % e uma
sensibilidade de 83 % para o diagndstico em ovinos. Reboucas e colaboradores
(2013), também utilizaram antigenos secretados, especificamente pela cepa T1 de C.
pseudotuberculosis em meio de cultivo buscando detectar anticorpos especificos em
soros de ovinos e obtiveram elevados niveis de especificidade (99 %) e sensibilidade
(89 %).

Além disso, foram realizados outros testes utilizando a exotoxina PLD
purificada do sobrenadante da cultura de C. pseudotuberculosis, juntamente com soro
policlonal produzidos em coelhos anti-PLD como anticorpo de captura. Esses testes
resultaram em uma especificidade de 99 % e uma sensibilidade de 79 % em ovinos
Baird & Fontaine, 2007). Por fim, um teste imunoenzimatico para detectar interferon
gama (IFN-y) como marcador de imunidade mediada por células do hospedeiro contra
0 patogeno foi avaliado em soros de ovinos e caprinos, porém a sensibilidade do
ensaio foi de 55,8 % e 56 %, enquanto a especificidade foi de 100 % e 93 %,

respectivamente.

Ainda considerando os testes soroldgicos, ja existem estudos avaliando
também a utilizacdo de proteinas recombinantes como insumo para diagndstico.
Rezende e colaboradores em 2016 realizaram um estudo buscando ranquear in silico
alvos antigénicos para sua utilizacdo em estratégias de vacinologia e
imunodiagnéstico para linfadenite caseosa em ovinos. Neste, 0s trés principais alvos
classificados foram a CP0126a, CP0369 e CP1957, e alcancaram uma especificidade
de 77,5 %, 92,5 % e 92,5 %, e sensibilidade de 95 %, 90 % e 85 %, respectivamente.
Ademais, as proteinas recombinantes rPLD, rCP01850 e rCP09720 quando utilizadas
em ELISAs para deteccéo de soros positivos de ovinos apresentaram bons resultados

que variaram de 90 % a 97,5 % de sensibilidade e 72 % a 92 % de especificidade,
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demonstrando o potencial da utilizacdo de proteinas recombinantes para o diagnéstico
da doenca (Silva et al., 2018).

2.7 Tratamento, Controle e Profilaxia

Apesar de ser sensivel a diversos antimicrobianos in vitro, C.
pseudotuberculosis permanece geralmente protegido no interior de piogranulomas no
hospedeiro. Estes abscessos sao revestidos por material caseoso o que dificulta ou
até mesmo impede a agao desses medicamentos no patdégeno intracelular (Dorella et
al., 2006; Baird & Fontaine, 2007; de Sa Guimaraes et al., 2011).

Com isso, uma alternativa € a drenagem dos abscessos ou de linfonodos
superficiais acometidos, além da limpeza destes com iodo 10 % e cauterizagao
quimica (Nozaki et al., 2000). Ademais, com a finalidade de evitar a contaminacdo do
ambiente todos os instrumentos utilizados devem ser devidamente desinfectados,
bem como plasticos e papéis usados para cobrir a area, devem ser devidamente
incinerados e enterrados (de Sa Guimaraes et al., 2011).

Levando em consideracdo a limitacdo desse tratamento na presenca de
abscessos internos, 0s quais apresentam maior dificuldade de identificacdo e
impossibilidade de extirpacdo, as despesas incorridas no tratamento de infeccdes
resistentes a antibioticos e os custos associados ao emprego destes antimicrobianos
ineficazes, a falta de testes de diagnosticos que possibilitem a identificagcdo do
patdégeno no rebanho de forma eficaz e medidas profilaticas, como a vacinacao
apresentam-se como alternativas mais viaveis e benéficas para o controle da doenca.
(de Sa Guimaraes et al., 2011; Dorella et al., 2006; Droppa-Almeida et al., 2018).

2.8 Vacinas comerciais e experimentais

Tendo em vista as probleméaticas de tratamento e diagnéstico da doenca,
formulacfes vacinais como meio profilatico ja circulam no mercado (De S& Guimaraes
et al., 2011; Pinho et al., 2021; Scholl et al., 2023). Dentre as vacinas comerciais ja
disponiveis, destacam-se a (i) Caseous D-T® (Colorado SerumCo.,USA) que utiliza

de toxoides polivalentes formulados com a proteina PLD inativada de C.
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pseudotuberculosis em associacdo com diferentes antigenos de outros
microrganismos como Clostridium tetani, Clostridium perfringens, Clostridium novyi,
Clostridium chauvoei e Clostridium septicum (Dorella et al., 2006), (i) a Glanvac®
(Vetrepharm Inc, Inglaterra) que foi a primeira vacina disponibilizada em 1984 e é
formulada com a PLD inativada com formalina juntamente com adjuvante incompleto
de Freund, ou ainda a (iii) Biodectin® (Fort Dodge LTD, Australia) baseada na
combinacao fixa de 4 toxoides e duas culturas bacterianas tratadas com formalina e
um endectocida (moxidectina) (Dorella et al., 2009; Pinho et al., 2021). Contudo, a
eficacia dessas vacinas é variada e os animais ainda podem desenvolver abscessos

superficiais e profundos ainda que imunizados (Costa et al., 2011; Williamson, 2001).

Outras vacinas disponiveis contam com diferentes abordagens e formulacdes
como a utilizacdo do patégeno atenuado. A cepa atenuada 1002 de C.
pseudotuberculosis, isolada em 1971 de uma cabra, € utilizada em duas formulagdes:
a vacina desenvolvida no Brasil pela Companhia Baiana de Desenvolvimento
Agropecuario e liberada pelo Ministério da Agricultura e Abastecimento do Brasil para
producédo no ano de 2000 e a LinfoVac® (Laboratérios Vencofarma do Brasil Ltda,
Brasil) também liberada no Brasil para uso em ovinos e caprinos (Dorella et al., 2009;
Bastos, 2012; Pinho et al., 2021). Contudo, essas vacinais comerciais ainda nao
conferem a protecdo desejada, pois apresentam niveis de protecdo variados ou
insuficientes, além disso, algumas vacinas produzidas para ovinos ndo podem ser
aplicadas em caprinos e varias formulacdes ocasionam reacdes adversas como febre,

letargia e abscessos no local de inoculacdo (Ribeiro et al., 2014; Pinho et al., 2021).

A partir disto, devido a essa necessidade de novas abordagens para o controle
da disseminacédo da doenca estudos envolvendo a tecnologia de DNA recombinante
na vacinologia ganham espaco utilizando epitopos especificos para gerar uma
determinada resposta imune, buscando reprodutibilidade e seguranca (Moyle & Toth,
2013; (de Pinho et al., 2021). Diferentes alvos antigénicos ja foram avaliados, como
uma formulacdo contendo a proteina PLD (Fontaine et al., 2006) recombinante
associada a uma bacterina feita a partir de uma cepa de C. pseudotuberculosis que
gerou de protecdo contra o desafio. Outro estudo utilizando uma proteina de
importancia relevante para o patégeno, previamente identificada como CP40 na sua
forma recombinante, induziu a producéo de imunoglobulinas e apresentou taxas de
protecéo entre 90-100 % (Silva et al., 2014; Droppa-Almeida et al., 2016).
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Ademais, com o uso da tecnologia de vacinologia reversa, novos alvos
antigénicos podem ser preditos e estudados, como no estudo realizado por Rezende
e colaboradores em 2016 buscando avaliar através da andlise MED (Densidade de
Epitopos Maduros) possiveis alvos vacinais ou para diagnostico de LC. Neste estudo,
dentre os 2.097 alvos gerados, os que foram ranqueados como mais promissores
foram utilizados em ambas as abordagens (vacinal e diagndstico), sendo um destes o
gene Cpl002_0369 (posteriormente denominado Cpl002_RS01850). A proteina
recombinante CP01850, quando presente em uma formulagdo com o adjuvante
saponina apresentou uma taxa de protecdo de 60 % apoOs o desafio com a cepa

virulenta (Bezerra et al., 2021; Rezende et al., 2016).

Outros exemplos de formulac¢des vacinais contendo proteinas recombinantes
podem ser citados, como: a utilizagdo da proteina rHsp60 adjuvada com adjuvante
completo de Freund induziu producéo de IgG anti- rHsp60 em camundongos, bem
com a producdao de interferon gama, contudo nao protegeu os animais contra o desafio
(Pinho et al., 2009). A proteina recombinante CP09720 associada a hidroxido de
aluminio produziu resposta humoral, porém sua taxa de protecéo foi de 58.3 % em
camundongos (Brum et al., 2017). Ja em uma abordagem utilizando M. bovis BCG
expressando a proteina PLD a protecao foi de 88 % dos camundongos desafiados e

ainda demonstrou niveis mais altos de producéo de IFN-y (Leal et al., 2018).

As vacinas de subunidade também podem ser formuladas com estes antigenos
selecionados em associacao, na tentativa de melhorar as taxas de protecdo obtidas
para as proteinas individualmente (Duarte et al., 2016). Quando utilizadas em
associacgao, as proteinas rPLD e rCP01850 adjuvadas com saponina protegeram 50
% dos camundongos, enquanto a formulacdo contendo apenas rPLD com o0 mesmo
adjuvante obteve uma taxa de 30 % de protecdo (Silva et al., 2018). Seguindo a
mesma abordagem, rCP40 associada com rPLD demonstrou uma protecéo de 42,86
% dos animais, e essas proteinas fusionadas com MDB (proteina ligante de maltose)
atingiram uma taxa de 57,14 % (Barral et al., 2022). Com isso, € possivel inferir a
importancia destes alvos selecionados no desenvolvimento de potenciais vacinas para

linfadenite caseosa.
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2.9 PLD, CP01850 e CP40

Considerada a principal exotoxina e possivelmente o principal fator de
viruléncia de C. pseudotuberculosis, a fosfolipase D (PLD) esta envolvida na
disseminacdo do patdgeno pelo hospedeiro pois hidrolisa as ligacdes éster da
esfingomielina em membranas celulares de mamiferos (Soucek et al., 1971; Dorella
et al., 2006) Ademais, impede a entrada de Ca?* nas células T e diminui a producéo
de interleucina 2 (IL-2) (Pinho et al., 2021). Mesmo com a utilizagéo de antitoxinas, o
patégeno ainda pode promover o desenvolvimento de abscessos, e danos causados
pela proteina em macréfagos de ovinos e caprinos também ja foram relatados (Dorella
et al., 2006). Por se tratar de um importante fator de viruléncia, a PLD ja foi
mencionada em diversos estudos, principalmente para avaliacdo de vacinas. Uma
formulacdo vacinal para ovinos com uma cepa de C. pseudotuberculosis a qual teve
gene que codifica para PLD deletado através de mutagénese sitio-especifica foi capaz
de proteger 44 % dos animais contra o patégeno (Hodgson et al., 1992). Além disso,
grande parte das vacinas comerciais para linfadenite caseosa atualmente utilizam esta
proteina como base em diferentes abordagens (Pinho et al., 2021). Como mencionado
anteriormente, PLD na sua forma recombinante e purificada jA& demonstrou bons
resultados em ensaios de imunizacao, seja na forma de bacterina (Pinho et al., 2021),
individualmente adjuvada com saponina ou ainda em associagcdo com a proteina
rCP01850 (Silva et al., 2018).

Através da analise MED (Densidade de Epitopos Maduros) foi possivel
identificar a proteina CP01850 como um bom alvo antigénico (Rezende et al., 2016).
Essa fosfatase acida ja foi analisada em imunodiagnostico obtendo altos niveis de
sensibilidade (90 %) e especificidade (92,5 %) e ainda em formulacdes vacinais,
contudo sua utilizacdo individualmente nao foi eficiente para proteger os animais
contra o desafio quando adjuvada com hidréxido de aluminio, ja quando a formulagéo
foi adjuvada com o extrato hidroalcoolico de propolis vermelha brasileira a taxa de
protecédo foi de 70 % e com o adjuvante saponina foi de 60 % (Rezende et al., 2020;
Bezerra et al., 2020; Bezerra et al., 2021).

Descrito por Walker e colaboradores em 1994, a endoglicosidase CP40 foi
identificada no sobrenadante de cultivos de C. pseudotuberculosis ademais, ovinos

vacinados com a proteina semi-purificada adjuvada com hidroxido de aluminio
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apresentaram uma reducdo de 82 % no numero de infectados quando comparados
ao grupo controle, fato semelhante aos resultados da proteina PLD (Bastos, 2012).
Sua avaliagcdo como possivel vacina também ja foi realizada com algumas abordagens
diferentes. A CP40 recombinante foi testada com os adjuvantes saponina e adjuvante
completo de Freund e ambos apresentaram 100 % de protecdo contra o desafio
(Droppa-Almeida et al., 2016). Como mencionado anteriormente, essa proteina
também foi fusionada a MDB (proteina ligante de maltose) e PLD e obteve uma
protecdo de 57,14 % e quando associada a cepa mutada CP09 de C.
pseudotuberculosis essa protecdo chegou a 70 % (Barral et al., 2022; Silva et al.,
2014). Tendo em vista a importancia dessas proteinas e as diversas estratégias
vacinais que podem ser avaliadas, a associagcdo de antigenos possivelmente poderia

induzir uma resposta imune efetiva.
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3 HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1 Hipotese
A associac¢ao das proteinas rPLD, rCP01850 e rCP40 de C. pseudotuberculosis
induz resposta imune humoral e protege camundongos Balb/c contra linfadenite

caseosa.

3.2 Objetivo Geral
Avaliar as proteinas recombinantes fosfolipase D (rPLD), rCP01850 e rCP40
de C. pseudotuberculosis em associagcdo como vacina de subunidade recombinante

para o controle da linfadenite caseosa.

3.3 Objetivos Especificos

e Expressar e purificar as proteinas rPLD (pAE/pld), rCP01850 (pAE/01850) e
rCP40 (pAE/cp40) em Escherichia coli;

e Produzir uma vacina de subunidade utilizando as proteinas rPLD, rCP01850 e
rCP40 em associacdo ou individualmente adjuvadas com hidroxido de
aluminio;

e Imunizar camundongos Balb/c com as diferentes formulac¢des vacinais;

e Avaliar a protecéo conferidas pelas formula¢des vacinais frente ao desafio com
a cepa virulenta MIC-6 de C. pseudotuberculosis em camundongos;

e Avaliar a resposta imune humoral induzida pelas vacinas de subunidade.
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4 CAPITULOS

4.1 Relat6ério de Atividades

4.1.1 Material e Métodos

4.1.1.1 Locais dos experimentos

Todos os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biotecnologia
Infecto-Parasitaria (LBIP), pertencente ao Centro de Desenvolvimento Tecnologico da

Universidade Federal de Pelotas (UFPel) e no Biotério Central da UFPel.

4.1.1.2 Cepas e condicdes de cultivo

Para este estudo foi utilizada a cepa patogénica de C. pseudotuberculosis MIC-
6, a qual foi cultivada em Brain and Heart Infusion Broth (Caldo BHI) ou BHI-Agar por
48 h a 37 °C sob agitacdo em shaker. Em adicédo, também foram utilizadas as cepas
de E. coli TOP10 e BL21 Star (DE3) para propagacao de plasmideos e expressao das
proteinas, respectivamente. Para isso, as cepas foram cultivadas em caldo Luria
Bertani (LB) ou LB contendo 1,5% de agar bacteriolégico por 16 h a 37 °C, quando

necessario foi adicionado antibiético ampicilina (100 mg/mL) ao meio de cultivo.

4.1.1.3 Expresséo e purificacado das proteinas rPLD, rCP01850 e rCP40

Os vetores pAE/pld, pAE/CP01850 e pAE/cp40, previamente construidos
(Rezende et al., 2016; Silva et al., 2018; Droppa-Almeida et al., 2016). foram utilizados
para transformar a cepa de E. coli BL21 Star (DE3) por eletroporacdo. Estas células
foram encubadas em 500 pL de caldo LB e sob agitacdo por 1 h e 30 min a 37 °C.
ApOs esse processo, as células foram plaqueadas em meio LB-Agar com ampicilina e

as placas foram incubadas por 16 h a 37 °C.
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Para os pré-in6culos uma colbnia isolada de cada proteina foi selecionada e
adicionada em 50 mL de caldo LB com ampicilina sob agitacéo por 16 h a 37 °C. Estes
pré-indculos foram vertidos em 500 mL de caldo LB acrescido de ampicilina e mantido
em agitacao (37 °C) até atingirem uma densidade Optica (D.O.s00) entre 0.6 e 0.8. A
inducdo dos cultivos foi realizada através da adicdo de 1 mM de Isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranosido (IPTG) e estes foram deixados sob agitacdo por 3 h a 37 °C.
Entdo, os cultivos foram centrifugados a 7.000 rpm por 15 min a 4 °C e o pellets
ressuspendidos em PBS 1x estéril. Foi entdo adicionado aos pellets 100 mg/mL de
lisozima, sonicados e mantidos sob agitacdo em camara fria por 30 min a 4 °C. Foi
realizada mais uma centrifugacdo 7.000 rpm por 15 min a 4 °C e os pellets foram
ressuspendidos com Akta Wash com Ureia 8 M e mantidos sob agitagdo por 16 h a 4
°C. Foi realizada outra centrifugacdo desta vez a 10.000 rpm por 40 min e 0s
sobrenadantes foram filtrados para posterior purificacéo.

As purificacdes foram realizadas por cromatografia de afinidade em coluna de
sepharose HisTrap Sepharose (GE) carregada com niquel e prosseguiu-se com a
eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12 %. As proteinas foram dialisadas
utilizando tampéo Tris NaCl com Ureia 7 M, e entdo concentradas em PEG 7000 e por

fim foram quantificadas por meio do kit BCA Protein Assay (Pierce).

4.1.1.4 Western blot

Para confirmacéo da identidade das proteinas rPLD, rCP01850 e rCP40, foram
fervidos 40 yL de cada proteina purificada juntamente com 10 pL de tampao SDS-
PAGE 5x por 10 min a 100 °C. Com as amostras foi realizado SDS-PAGE 12% e estas
foram transferidas para uma Nitrocellulose Blotting Membrane (GE). A membrana
entédo foi bloqueada com PBS-T (PBS 1x pH=7,4; 0,05% Tween 20) acrescida de 5 %
de leite em p6 por 16 h a 4 °C e lavada trés vezes com PBS-T com intervalos de
agitacdo de 1 min entre as lavagens. Foi adicionado a membrana o anticorpo
monoclonal anti-6x-His conjugado com peroxidase (Sigma) na diluicdo 1:5000 e
deixado sob agitacéo por 1 h. Para a etapa de revelagdo a membrana foi lavada cinco

vezes com PBS-T com intervalos de agitagcdo de 1 min e entdo foi adicionada a
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solucdo reveladora a base de diaminobendizina (DAB), sulfato de niquel 0,3 %,
tampéo Tris-HCI 50 mM (pH 7,6) e H20..

4.1.1.5 Ensaio de imunizacao

A estratégia vacinal que foi empregada neste estudo, consiste na utilizacdo das
proteinas recombinantes PLD, CP01850 e CP40 de forma individual e em associacao.
Para isso, foram utilizados 5 grupos compostos por 10 camundongos Balb/c fémeas,
entre 6-8 semanas de idade, mantidas sob condi¢cdes de temperatura e umidade
adequadas, ciclos de 12 h de claro e escuro e agua e comida ad libitum. Estes animais
foram imunizados por via subcutadnea com 2 doses em um intervalo de 21 dias. As
imunizagdes foram realizadas com formulagdes contendo 50 ug de proteina
(CP01850, CP40 e PLD) por dose de vacina, ou 16,6 pg de cada proteina quando
usadas em associacdo. Todas as formulacdes utilizaram hidréxido de aluminio

(Al(OH)3) a 15 % como adjuvante e totalizaram um volume final de 200 L.

Os grupos foram: G1, inoculado apenas com solucéo salina 0,9% (controle
negativo); G2, inoculado com rPLD associada ao Al(OH)3; G3, rCP01850 inoculado
com associado ao Al(OH)3; G4, inoculado com rCP40 associado ao Al(OH)s e G5,
inoculado com a combinacgéo de rPLD, rCP01850 e rCP40 associado ao Al(OH)s.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Pelotas (protocolo nimero 12522-2019) de acordo com as
normas propostas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA).

4.1.1.6 Determinacao da dose letal 50 (DL50) e ensaio de desafio

Para imunizacdo e desafio, foi utilizada a cepa patogénica MIC-6 de C.
pseudotuberculosis, sendo necessario estabelecer a dose minima necessaria para
inducéo da infecgdo letal, bem como manifestacdes clinicas em 50% dos animais

(DL50). O célculo da dose letal foi realizado seguindo o protocolo de diluigdo seriada
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descrito por Simmons e colaboradores em 1997. Grupos contendo quatro fémeas de
camundongos Balb/c foram infectadas intraperitonealmente com doses seriadas
variando de 10° a 10? unidades formadoras de coldnia (UFC). Sendo assim. A dilui¢do
gue levou 50 % dos camundongos a 6bito foi definida como a DL50 (REED; MUENCH,
1938).

Os animais foram desafiados 21 dias apés a 22 dose da vacina. O desafio foi
realizado utilizando duas vezes a DL50 da cepa virulenta MIC-6 de C.
pseudotuberculosis por via intraperitoneal. Os animais foram observados e avaliados
por 40 dias seguindo os critérios de endpoint descritos por Silva e colaboradores em
2019, sendo estes referentes a perda de peso, pelo, formacédo de abscessos e letargia
(Silva et al., 2019).

4.1.1.7 Avaliagéo da resposta imune humoral

Visando a avaliacdo da resposta humoral induzida pelas vacinas, coletas de
sangue foram realizadas nos dias 0, 21 e 42 do experimento de imunizacéo e desafio.
As amostras foram centrifugadas para obtencéo dos soros que foram armazenados (-
20 °C) até sua utilizacdo para dosagem dos anticorpos IgG Total, IgG1 e IgG2a por

ELISA indireto. O ensaio foi realizado utilizando os mesmos grupos do teste desafio.

Para isso, placas com 96 cavidades de fundo chato (Maxisorp-Nunc) foram
sensibilizadas com 100 ng/cavidade de uma proteina purificada ou do pool contendo
as trés proteinas (de acordo com o grupo) em 100 uL de tampao carbonato
bicarbonato pH 9,8 e incubadas a 4 °C por 16 h. As placas foram lavadas trés vezes
com PBS-T (PBS 1X pH 7.4; 0,05% de Tween 20) e bloqueadas com 200 pL/cavidade
de leite em p6 desnatado 5 % diluido em PBS-T por 2 h a 37 °C. Em seguida, as
placas foram lavadas novamente trés vezes e foi adicionado 100 ulL/cavidade das
amostras de soro de camundongos na diluicdo de 1:50, em duplicata. Ap6s 1 h de
incubacdo a 37 °C e mais trés lavagens com PBS-T, 100 pL/cavidade do anti-IgG de
camundongo conjugado com peroxidase (Sigma) na diluicdo de 1:5000 foi adicionado
para avaliacdo de IgG total. Realizada mais uma incubacdo de 1 h a 37 °C e trés
lavagens com PBS-T, foi entdo adicionado 100 ulL/cavidade de solugao reveladora

(200 moles ortofenilenodiamina [OPD, Sigma] diluida em 10 mL de tampao citrato-
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fosfato pH 7,6 e 50 pL de H>0,). A absorbancia foi aferida a 492 nm a partir de um
leitor de placas de ELISA (Mindray) (Silva et al., 2020).

Nas placas referentes a analise de IgG1 e IgG2a ap0s a etapa de bloqueio
foram adicionados 100 pl/cavidade dos anticorpos de camundongo produzido em
cabra, sendo anti-lgG1 na diluicdo 1:5000 e anti-lgG2a na diluigdo 1:2000. Foram
realizadas trés lavagens com PBS-T, e entdo adicionados 100 pl/cavidade de anti-
anticorpo de cabra conjugado com peroxidase na diluicdo de 1:5000, e incubado por
1 ha37°C. Ao final, foram realizadas cinco lavagens com PBS-T, seguidas das etapas

de revelagéo e posteriormente a leitura dos resultados.

4.1.1.8 Anélises estatisticas

Para determinar diferencas significativas entre as taxas de mortalidade e
sobrevivéncia dos grupos controle e imunizados foram utilizados o teste exato de

Fisher e teste log-rank (p < 0,05), respectivamente.

Os dados foram analisados usando GraphPad Prism versdo 8.0 para Windows
e expressos como meédia + desvio padréo. As diferencas nos niveis de producéo de
imunoglobulinas foram calculadas usando uma analise de variancia unilateral
(ANOVA), seguida pelo pos-teste de Tukey. Diferencas estatisticas significativas

foram consideradas quando p < 0,05.

4.1.2 Resultados

4.1.2.1 Expresséao, purificacdo e confirmacédo de identidade das

proteinas

Para expressao foi utilizada a cepa E. coli BL21 Star (DE3) para as trés
proteinas, as quais também foram solubilizadas em Ureia 8M (Figura 1A). Os
rendimentos obtidos foram 12 mg/mL, 22.5 mg/mL e 13 mg/mL para rPLD, rCP01850

e rCP40, respectivamente. A confirmacgéo de identidade das proteinas se deu atravées
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de Western blot utilizando anticorpo monoclonal anti-6x His tag (Sigma Aldrich). As
bandas reativas correspondentes as proteinas apresentaram os tamanhos esperados
de 31 kDa para rPLD, 33.5 kDa para rCP01850 e 40 kDa para rCP40 (Figura 1B).

(1 @ @ kDa
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Figura 1. (A) Avaliagdo da expressdo e purificagdo das proteinas recombinantes. (1) rCP40; (2)
rCP01850 e (3) rPLD, todas purificadas. (B) Caracterizacéo da identidade das proteinas recombinantes
através de Western blot utilizando anticorpo monoclonal anti-6x His tag. (1) Marcador de peso molecular
pré-corado; (2) rCP01850; (3) rPLD; (4) rCP40, purificadas.

4.1.2.2 Avaliacao da protecao vacinal apos o desafio

As taxas de sobrevivéncia frente ao desafio com a cepa virulenta MIC-6 de C.
pseudotuberculosis sdo apresentadas na Figura 2. O grupo G5 (rPLD + rCP01850 +
rCP40 + AI(OH)s) foi o Unico grupo que apresentou 100% de sobrevivéncia apos 40
dias do desafio. Os grupos G2 (rPLD + Al(OH)3) e G4 (rCP40 + Al(OH)3) apresentaram
uma taxa de 80 % de sobrevivéncia considerada significativa em relacdo ao G1,
enquanto o grupo G3 (rCP01850 + Al(OH)s) apresentou 30% de sobrevivéncia dos
animais, nao diferindo estatisticamente do G1, no qual todos os animais entraram em

endpoint.
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Figura 2. Sobrevivéncia de camundongos Balb/c imunizados com as proteinas rPLD, rCP01850 e
rCP40 apés desafio virulento com C. pseudotuberculosis. Foram utilizados dez camundongos em cada
grupo e os animais foram observados por 40 dias. As curvas de sobrevivéncia foram comparadas
usando andlise de Log-rank e teste exato de Fisher (p < 0,05). Letras diferentes indicam diferenca
estatistica significativa entre os grupos.

4.1.2.3 Avaliacao da resposta imune humoral

A determinacdo dos niveis de IgG total, IgG1 e IgG2a produzidos contra as
proteinas recombinantes individualmente ou em associacdo se deu através de teste
ELISA indireto e os resultados estdo demonstrados nas figuras 3, 4 e 5. Quando
avaliada a producéo de IgG total, pode-se observar que os grupos G3 (rCP01850 +
Al(OH)3) e G4 (G4 - rCP40 + Al(OH)3), ambos contendo proteinas individualmente
elicitaram a producédo de imunoglobulinas nos dias 21 e ainda tiveram um aumento no
dia 42 em comparacédo ao controle G1 (Solucédo Salina 0,9 %) (Figura 3). A proteina
rCP01850 elicitou maiores niveis de IgG total tanto no grupo individual G3 (rCP01850
+ AI(OH)3) quanto no grupo associado G5 (rPLD + rCP01850 + rCP40 + AI(OH)3) e

esse padrdo se manteve nos dias 21 e 42 (Figura 3), além disto o grupo da associacao



37

induziu niveis mais elevados do que a proteina sozinha. A proteina rPLD néo
influenciou significativamente (p < 0,05) na produgcdo de IgG total pelo grupo
associado, apenas pelo grupo individual G2 (rPLD + Al(OH)3) no dia 42. Destaca-se o
grupo G5 (rPLD + rCP01850 + rCP40 + Al(OH)s) que proporcionou um aumento na
producao de IgG total contra a proteina rCP01850 nos dias 21 e 42 quando comparado
ao grupo G3 (rCP01850 + AL(OH)3).
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Figura 3. Determinacdo dos niveis de IgG total, através de ELISA indireto contra as proteinas rPLD
(A), rCP01850 (B) e rCP40 (C) em camundongos imunizados com diferentes formula¢gdes contendo as
proteinas recombinantes. As amostras de sangue foram coletadas nos dias 0, 21 e 42 do experimento.
Os testes foram realizados em cada grupo com 10 animais e os resultados estdo apresentados como

média (colunas) e desvio padréo (barras) de absorbéncias (nm).

A avaliacdo de isotipos IgG1 e IgG2a também se deu através de ELISA (anti-
rPLD, anti-rCP01850 e anti-rCP40) e a apresentou uma producdo dessas
imunoglobulinas mais baixa em relacéo ao IgG total como o esperado sabendo-se que
sdo isotipos. As proteinas rCP01850 e rCP40 induziram os maiores niveis de
producao de IgG1 e lgG2a pelos grupos G3 (rCP01850 + Al (OH)s3), G4 (G4 - rCP40
+ AI(OH)3) e G5 (rPLD + rCP01850 + rCP40 + AI(OH)s) (Figuras 4 e 5). Nao foi
constatada diferenca estatistica (p<0,05) entre a producdo de IgGl e IgG2a pelos
grupos G3 (rCP01850 + AI(OH)3) e G5 (rPLD + rCP01850 + rCP40 + Al(OH)3). A
proteina rPLD novamente influenciou apenas os niveis dos isotipos do grupo individual
G2 (rPLD + Al(OH)3).
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Figura 4. Determinacado dos niveis de IgG 1, através de ELISA indireto contra as proteinas rPLD (A),

rCP01850 (B) e rCP40 (C) em camundongos imunizados com diferentes formulacdes contendo as

proteinas recombinantes. As amostras de sangue foram coletadas nos dias 0, 21 e 42 do experimento.
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Os testes foram realizados em cada grupo com 10 animais e os resultados estédo apresentados como
média (colunas) e desvio padréo (barras) de absorbancias (nm).
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Figura 5. Determinacédo dos niveis de IgG 2a, através de ELISA indireto contra as proteinas rPLD (A),
rCP01850 (B) e rCP40 (C) em camundongos imunizados com diferentes formula¢des contendo as
proteinas recombinantes. As amostras de sangue foram coletadas nos dias 0, 21 e 42 do experimento.

Os testes foram realizados em cada grupo com 10 animais e os resultados estdo apresentados como
média (colunas) e desvio padrdo (barras) de absorbancias (nm).
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5 DISCUSSAO GERAL

As vacinas comerciais disponiveis na atualidade ndo conferem protecdo
significativa para a LC, fazendo-se necessario a busca por novas estratégias e alvos
vacinais (Windsor, 2011). Nesse sentido, vacinas recombinantes, por serem baseadas
em alvos selecionados podem influenciar melhor a resposta imune a deixando mais
direcionada e ainda, por ndo apresentarem toxoides ou 0 agente etiolégico da doenca
em suas formulacdes, se tornam mais seguras (Droppa-Almeida et al., 2016). Neste
estudo foi avaliada a associacdo de trés proteinas recombinantes rPLD, rCP01850 e
rCP40 de C. pseudotuberculosis como formulagdo vacinal e a resposta humoral
induzida por estas proteinas em modelo murino. De acordo com a literatura, as trés
proteinas ja apresentaram resultados promissores de protecao e inducdo da reposta
imune quando utilizadas separadamente em vacinas (Pinho et al., 2021; Rezende et
al., 2020; Droppa-Almeida et al., 2016).

O estudo demonstrou que o grupo G5 (rPLD + rCP01850 + rCP40 + AI(OH)3)
obteve uma taxa de protecédo de 100 % contra o desafio com a cepa virulenta MIC-6
de C. pseudotuberculosis, enquanto os grupos individuais G2 (rPLD + AI(OH)3), G3
(rCP01850 + AI(OH)3) e G4 (rCP40 + Al(OH)3) geraram taxas de protecao de 80 %,
30 % e 80 %, respectivamente. A proteina rPLD ja foi avaliada em formulacéo vacinal
por Silva e colaboradores (2017) e Pinho e colaboradores (2021) e obteve em ambos
0s estudos um nivel de protecéo de 30 %, contudo suas formulacfes eram adjuvadas
com saponina enquanto no presente estudo o adjuvante utilizado foi hidroxido de
aluminio. A utilizacdo do hidroxido de aluminio ou adjuvantes contendo aluminio em
sua composicdo é amplamente empregada em diferentes estratégias vacinais,
principalmente com antigenos purificados, uma vez que estes Sd0 pouco
imunogénicos e necessitam de adjuvantes para impulsionar a inducdo da resposta
imune (HogenEsch et al., 2018). Ademais, derivados de aluminio ja se demonstraram
eficazes em conjunto com diversos antigenos vacinais em formulacdes licenciadas,
além de apresentarem baixo custo, seguranca, reatogenicidade minima e ainda
estimularem a producéo de ambas as respostas imunes: Thl e Th2 (HogenEsch et
al., 2018; He et al., 2015).
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A proteina rCP01850 foi avaliada adjuvada com saponina e com o adjuvante
contendo extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha brasileira e as taxas foram de 60
% e 70 % de protecao foram obtidas, respectivamente (Bezerra et al., 2021; Bezerra
et al., 2020). Droppa-Almeida e colaboradores (2016) realizaram um estudo avaliando
a acdo da proteina rCP40 frente ao desafio com cepa virulenta a qual gerou protecao
de 100 % em camundongos em grupos com diferentes adjuvantes (Adjuvante
Completo de Freund e saponina) porém, nem todos os animais do grupo controle

vieram a ohito.

A maioria dos estudos mencionados anteriormente utilizaram como adjuvante
a saponina, contudo, uma decisao do Sindicato Nacional da Industria de Produtos
para Saude Animal (Sindan) juntamente com o Ministério da Agricultura e Pecuaria do
Brasil de retirar este adjuvante da vacina da febre aftosa bovina devido aos altos
numeros de animais com abcessos apos a vacinacao influenciou o presente estudo a
avaliar outro adjuvante, o hidroxido de aluminio (Ministério da Agricultura e Pecuaria,
2022). Este adjuvante esta relacionado principalmente a inducdo na producédo de
anticorpos especificos o que é de grande importancia na vacinagdo por ajudar a
aumentar a reposta imune (Principi & Esposito, 2018). Levando em consideracdo que
a LC é causada por um patégeno intracelular, a resposta imune mais recomendada
seria a celular, entretanto a presenca de anticorpos neutralizantes também é
importante para o controle do antigeno (Bastos, 2012). Apesar disto, Rezende e
colaboradores (2020) demonstraram que a utilizacdo de hidréxido de aluminio
juntamente com a proteina recombinante rCP01850 induziu uma reposta mista
Th1/Th2 indicando tanto a producdo de anticorpos quanto uma resposta celular,
porém o grupo contendo a proteina purificada ndo conferiu protecéo contra o desafio,

corroborando com os resultados encontrados neste trabalho.

Avaliando a resposta humoral obtida neste estudo, apesar de nao ter conferido
protecéo significativa, o grupo G3 (rCP01850 + Al(OH)z) apresentou elevada producao
de IgG total, IgG1 e IgG2 quando comparado ao grupo controle e 0 grupo com as
proteinas em associacgao (G5) nos dias 21 e 42. O grupo G2 (rPLD + Al(OH)3) acabou
induzindo uma baixa producao de anticorpos IgG total e seus isotipos, contrapondo
sua boa taxa de protecdo. Os animais do grupo G4 (rCP40 + AI(OH)3), apresentou
producéo reduzida de IgG1 e IgG2a no dia 42. O grupo G5 apresentou bons niveis de

producéo de IgG total contra a proteina rCP01850 nos dias 21 e 42. Ademais, este
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grupo ainda induziu a producgao de anticorpos IgG1 e IlgG2a contra rCP40 em menor

nivel.

A producéo de uma reposta imune humoral robusta € importante para o controle
da disseminacdo do patdgeno assim como para evitar a formagdo de granulomas
(Bezerra et al., 2021). Porém um perfil imunol6gico baseado apenas na producéo de
anticorpos contra LC nédo € eficiente para protecdo dos animais, € necessaria uma
inducdo da resposta celular do tipo Thl que esta diretamente relacionada a eliminacéo
de patdgenos intracelulares. Os linfocitos T-helper 1 regulam a imunidade celular e
produzem interferon-y (IFNy), os linfocitos T-helper 2 estdo envolvidos na imunidade
humoral, producdo de interleucinas, atuando na defesa contra patdgenos
extracelulares (Dong, 2006). Com isso, o sucesso de uma formulacéo vacinal para LC
depende da inducdo de ambas respostas e estudos avaliando os efeitos benéficos
desta reposta dupla ja foram realizados com proteinas recombinantes e corroboram
com a hipotese apresentada neste trabalho (Silva et al., 2020; Pinho et al., 2021;
Rezende, et al., 2020; Bezerra et al., 2021).

Neste estudo, pode-se demonstrar que quando associadas as proteinas
aumentaram a producao de anticorpos contra a proteina rCP01850, mas nao tiveram
diferenca estatistica significativa na producdo de imunoglobulinas contra as outras
duas proteinas. Sendo assim, ndo pode se relatar um efeito sinérgico dessas
proteinas associadas, mas sim que pelo menos duas delas (rPLD e rCP40) agiram de
maneira antagonica ou as disponibilidades destes antigenos ao sistema imune foram
afetadas quando adjuvadas com hidréxido de aluminio, tendo em vista que as
mesmas proteinas em formulacdes com outros adjuvantes apresentaram uma melhor
inducdo da resposta humoral. Afinal, se é sabido que diferentes adjuvantes podem
promover respostas diferentes mesmo que com o mesmo antigeno (Pinho et al., 2021;
Droppa-Almeida et al., 2016). Finalmente, é importante ressaltar que o grupo de
associacao (G5) protegeu 100 % dos animais contra o desafio e a analise de resposta
celular sera realizada futuramente a fim de enriquecer os resultados obtidos no

trabalho.
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6 CONCLUSAO

A formulacao vacinal contendo a associagao das proteinas rPLD, rCP01850 e
rCP40 conferiu protecédo de 100 % frente ao desafio com a cepa virulenta MIC-6 de

C. pseudotuberculosis.

O grupo G5 (rPLD + rCP01850 + rCP40 + AI(OH)3) induziu producéo de
anticorpos IgG total, IgG 1 e IgG2a contra essas proteinas, dando destaque para
proteina rCP01850. Os promissores resultados de sobrevivéncia associados aos
niveis de resposta imune humoral apontam para a inducdo de uma resposta imune
celular e assim indicam os préximos passos a serem seguidos na avaliacdo da

formulacdo proposta por esse trabalho.
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