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RESUMO

ALVARENGA, L.C.O. AVALIAQAO DA IMUNOGENICIDADE E PROTEQAO DE
VACINAS RECOMBINANTES CONTRA Corynebacterium pseudotuberculosis
EM CAMUNDONGOS. 2017. 102p. Dissertacdo de Mestrado - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
Campo Grande, MS, 2017.

Linfadenite caseosa é uma doenca infectocontagiosa, causada pela bactéria Gram-
positiva Corynebacterium pseudotuberculosis, que acomete principalmente ovinos e
caprinos. Ha necessidade do desenvolvimento de novas vacinas mais eficientes
contra C. pseudotuberculosis, entre estas, as vacinas de DNA e de proteinas
recombinantes. Isto tem sido favorecido pelos estudos sobre o genoma desta bactéria
e seus determinantes moleculares. Devido a magnitude da resposta imune das
vacinas de DNA ser relativamente fraca, nanoparticulas preparadas por biomateriais
tém sido utilizadas com o intuito de aumentar a resposta imune induzidas por estas
vacinas. Sendo assim, testamos a eficacia de uma vacina de proteina recombinante
e de formulacbes de vacinas de DNA, baseadas no gene psec, contra C.
pseudotuberculosis. Este gene codifica uma proteina de membrana que esti
envolvida na fisiologia da bactéria e invasdo de células hospedeiras. Para isto, seis
grupos de camundongos BALB/c foram imunizados com pcDNApsec;
pcDNApsec+Quitosana; pcDNApsec+PSECr; PSECr-Montanide e, PBS e quitosana
como controles. Apds a Ultima imunizacdo, os animais foram desafiados com cepa
virulenta de C. pseudotuberculosis. As vacinas pcDNApsec+PSECr e PSECr-
Montanide induziram, nos camundongos, uma forte resposta imune humoral, indicado
pelos altos niveis de IgG no soro, com predominéncia de IgG1 no prime-boost e pela
producdo mista de IgG1l/IgG2a na vacina de proteina recombinante. Estas duas
vacinas também induziram uma forte resposta imune celular, evidenciada pelos niveis
elevados de INF-y produzidos por células T. Houve a producédo de IL-10 estimulada
por pcDNApsec+PSECr. Os niveis de protecédo obtidos foram de 33,3% e 50% para
as vacinas pcDNApsec+PSECr e PSECr-Montanide, respectivamente. Portanto, as
vacinas pcDNApsec+PSECr e PSECr-Montanide induziram resposta imune mediada
por anticorpos e células em camundondos e conferiram prote¢do contra infecgéo por
C. pseudotuberculosis, sendo assim, consideramos estas vacinas como candidatas
promissoras para o uso contra C. pseudotuberculosis.

Palavras-Chave: Linfadenite caseosa, Corynebacterium pseudotuberculosis, vacina
de proteina recombinante, vacina de DNA, quitosana.
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ABSTRACT

ALVARENGA, L.C.O. Evaluation of immunogenicity and protection of
recombinant vaccines against Corynebacterium pseudotuberculosis in mice.
2017. 102p. Dissertacdo de Mestrado - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS,
2017.

Caseous lymphadenitis (LC) is an infectious disease caused by the Gram-positive
bacteria Corynebacterium pseudotuberculosis and affects mainly sheep and goats.
This disease causes significant economic losses in the sector of goat and sheep
production. There is a need for the development of new, more efficient vaccines
against C. pseudotuberculosis, including DNA and recombinant protein vaccines. This
has been favored by studies on the genome of this bacterium and its molecular
determinants. Due to the magnitude of the immune response of the DNA vaccines is
relatively weak, nanoparticles prepared by biomaterials have been used to increase
the immune response induced by these vaccines. Thus, we tested the efficacy of a
recombinant protein vaccine and DNA vaccine formulations, based on the psec gene,
against C. pseudotuberculosis. This gene encodes a membrane protein that is involved
in bacterial physiology and invasion of host cells. For this, six groups of BALB / ¢ mice
were immunized with pcDNApsec; pcDNApsec+Chitosan; pcDNApsec+PSECT;
PSECr-Montanide, and PBS and chitosan as controls. After the last immunization, the
animals were challenged with virulent strain of C. pseudotuberculosis. In the mice, the
pcDNApsec+PSECr and PSECr-Montanide vaccines induced a strong humoral
immune response, indicated by the high levels of IgG in the serum, with predominance
of IgG1l in the prime boost and by the mixed production of IgGl/lgG2a in the
recombinant protein vaccine. These two vaccines also induced a strong cellular
immune response evidenced by elevated levels of INF-y produced by T cells. There
was production of IL-10 stimulated by pcDNApsec+PSECr. The protection levels
obtained were 33.3% and 50% for the pcDNApsec+PSECr and PSECr-Montanide
vaccines, respectively. Thus, the pcDNApsec+PSECr and PSECr-Montanide vaccines
induced antibody and cell mediated immune responses in mice, and provided
protection against infection by C. pseudotuberculosis, therefore, we considered these
vaccines as promising candidates for use against C. pseudotuberculosis.

Keywords: Caseous Ilymphadenitis, Corynebacterium pseudotuberculosis,
recombinant protein vaccine, DNA vaccine, chitosan.
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1. INTRODUCAO

Corynebacterium pseudotuberculosis € uma bactéria Gram-positiva,
parasito intracelular facultativo, pleomérfico, ndo esporulado, ndo encapsulado e
imovel, sendo o agente etiologico da linfadenite caseosa (LC) em pequenos
ruminantes e reacfes piogranulomatosas, linfangite ulcerativa, mastite e
dermatite ulcerativa em bovinos, as quais sdo doencas de grande relevancia
médica e veterinaria. Esta bactéria € patogénica para uma grande variedade de
mamiferos incluindo ovinos, caprinos, bovinos, bubalinos, suinos, equinos e
seres humanos (BRITZ et al., 2014; ARAUJO et al., 2016, SILVA et al., 2017).

Corynebacterium pseudotuberculosis tem mecanismos de sobrevivéncia
interessantes e € capaz de utilizar estratégias diferentes para se adaptar ao seu
ambiente (ARAUJO et al., 2016). Uma vez que se estabelece com sucesso
dentro de um hospedeiro, é capaz de replicar dentro de células fagociticas,
conseguindo evadir do sistema imunolégico com aparente facilidade (DORELLA
et al., 2013).

A prevaléncia da LC é elevada em muitas regides do mundo, incluindo a
América do Sul, com 78,9% de prevaléncia em caprinos (SEYFFERT et al., 2010)
e 75,8% em ovinos (GUIMARAES et al., 2011), no sudeste do Brasil. Ha
explicagbes para esta alta prevaléncia de LC, incluindo uma resisténcia elevada
de diversas bactérias a baixas temperaturas e superficies imidas e a habilidade
da bactéria em invadir o corpo do hospedeiro rapidamente por meio de lesdes
na pele (YERUHAM et al., 2004). A ampla disseminac¢ao do patdogeno é também
uma consequéncia da baixa eficacia dos antibiéticos que ndo conseguem atuar
nas bactérias devido a presenca do abscesso formado em torno do patégeno
(MOURA-COSTA et al., 2008).

A LC tem causado grande impacto nos criatorios, além de provocar
significativas perdas aos produtores de ovinos e caprinos em todos os paises,
devido a fatores como a capacidade reprodutiva diminuida, reducdo do

rendimento da carne, 14, leite, pele, atraso no crescimento, menor ganho de
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peso, descarte precoce de animais, além da comercializagdo dos animais por
valor inferior ao praticado no mercado (MEYER et al, 2002; SOUZA et al., 2011).

O controle da LC deve estar baseado em medidas que possam inibir a
entrada e disseminacdo de C. pseudotuberculosis no rebanho. Entre as
possibilidades tem-se a identificagdo e eliminacdo de animais acometidos,
drenagem dos abscessos e o0 desenvolvimento de vacinas que sejam eficazes
(RIBEIRO et al., 1991; ALVES et al., 2007; ANDRADE et al., 2012).

Com a finalidade de obter uma vacina protetora e mais segura contra
diversos patdégenos, inclusive C. pseudotuberculosis, diferentes estratégias vém
sendo testadas, como vacinas de proteinas recombinantes e de DNA. Ambas
apresentam potencial protetor, sem riscos de causar a doenca e, induzem
resposta imune humoral e celular (JAIN et al., 2014; DROPPA-ALMEIDA et al.,
2016).

Entre os sistemas de administracdo de antigenos, as nanoparticulas
preparadas por biomateriais, como a quitosana, podem oferecer varias
vantagens em relacdo a outros sistemas de entrega (ZHAO et al., 2014). Por
exemplo, elas podem proteger o antigeno contra a degradacao in vitro e in vivo;
limitar a distribuicdo sistémica, reduzindo a dose e 0s provaveis efeitos
colaterais; além de melhorar a captacao e apresentacao do antigeno, resultando
em aprimoramento de respostas imunes adaptativas (GERDTS et al., 2013).

A quitosana por ser um polimero biodegradavel possui a vantagem de
prevenir o seu acumulo nas células, se sucessivas administracdes forem
necessarias, além de apresentar reduzida toxicidade. A degradagéo do polimero
€ essencial para a liberacdo do DNA dentro do citosol. Entretanto, outra
caracteristica que torna a quitosana um material promissor para a liberacdo de
DNA é que essa entrega € lenta, de longo prazo (JAYAKUMAR et al., 2010).

Em um projeto desenvolvido por este grupo de pesquisa, foram
identificados alguns genes com potencial antigénico a partir da imunovarredura
de uma biblioteca gendmica de C. pseudotuberculosis, para a produgédo de

vacinas recombinantes, com o objetivo de analisar o papel de proteinas
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possivelmente antigénicas produzidas dentro das células do hospedeiro. O gene
psec codifica uma proteina de membrana, que ainda ndo apresenta funcdo bem
definida em C. pseudotuberculosis, porém em estudos realizados com outras
bactérias indicam que as proteinas da superfamilia PSEC sédo importantes na
fisiologia bacteriana. O dominio desta proteina proporciona uma atividade de
hidrolase, e as proteinas com este dominio incluem endopeptidases, amidases
e aciltransferases que estdo envolvidas no crescimento, desenvolvimento,
divisdo celular, maturacdo da parede celular, e também viruléncia
(ANANTHARAMAN; ARAVIND, 2003, XU et al., 2011).

Assim, objetivou-se com este estudo avaliar o potencial imunoprotetor em
camundongos BALB/c da vacina de proteina recombinante PSEC associada ao

adjuvante Montanide™ ISA 61 VG e das formulacdes de vacinas de DNA.
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OBJETIVOS

Confeccionar o gene sintético psec de C. pseudotuberculosis em vetor para

expressao em organismo procarioto;

Produzir e purificar o produto proteico recombinante PSEC a partir de sistema

heterélogo (Escherichia coli);

Determinar a presenca de RNA mensageiro para o gene psec in vivo;

Associar e analisar o plasmideo vacinal a nanoparticulas de quitosana;

Imunizar camundongos BALB/c com as formulagcdes vacinais propostas e,
avaliar a imunogenicidade destas por meio da andlise das respostas imunes

humoral e celular;

Avaliar a protecdo conferida pelas formulacbes vacinais propostas em
camundongos BALB/c, apls desafio com cepa virulenta de C.

pseudotuberculosis.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1.LINFADENITE CASEOSA

Linfadenite caseosa (LC) € uma doencga infectocontagiosa crbnica
causada por Corynebacterium pseudotuberculosis; esta bactéria é patogénica
para uma grande variedade de mamiferos e foi isolada em varias espécies,
incluindo cavalos, gado, camelos, suinos, bufalos e, em seres humanos
(ARAUJO et al., 2016), mas € em ovinos e caprinos que assume importante
papel sanitario e econémico. Nestes animais, a LC ndo produz alta mortalidade,
mas causa importantes perdas econdmicas por comprometer a pele, peso, leite,
carne e carcaca (DORELLA et al., 2013).

Quando a doenca é caracterizada por abscessos em nédulos linfaticos
superficiais e em tecidos subcutaneos, é denominada linfadenite caseosa
superficial ou externa, quando os 0Orgaos internos, tais como pulmdes, rins,
figado e baco sdo acometidos, ela € denominada como linfadenite caseosa
visceral (DORELLA et al., 2009; JESSE et al., 2011; HOELZLE et al., 2013).

As formas superficial e visceral da LC podem coexistir em infeccbes
assintomaticas, sem sinais clinicos aparentes, dificultando o seu diagnostico
(JESSE et al., 2011).

3.2. MICRORGANISMO

Corynebacterium pseudotuberculosis € um patdogeno intracelular
facultativo, bactéria Gram-positiva, pertencente ao grupo de actinobactérias
conhecido como CMNR (Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia e
Rhodococcus) (BASTOS et al., 2012; SILVA et al., 2017). Esse grupo possui
caracteristicas em comum, como parede celular composta principalmente de

peptideoglicanos, arabinogalactano e acidos micélicos, e o alto conteido G+C
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do genoma (47-74%) (GUIMARAES et al., 2011). Varios genomas do grupo
CMNR tém sido depositados no NCBI, indicando a crescente importancia
meédica, veterinaria e biotecnoldgica desses organismos (BASTOS et al., 2012).
Dentro do género Corynebacterium, a espécie Corynebacterium
pseudotuberculosis é relatada como uma bactéria intracelular facultativa de
importancia veterinaria, sendo o0 agente etioldgico da linfadenite caseosa, que
acomete principalmente ovinos e caprinos (ARAUJO et al., 2016).

Morfologicamente, C. pseudotuberculosis sdo bactérias com dimensdes
que variam entre 1,0-3,0 um de comprimento por 0,5-0,6 um de didmetro, sendo
coradas positivamente pelo método de Gram, sdo desprovidas de motilidade,
capsulas e esporos e exibem variacdo em suas formas, podendo apresentar
aspecto cocoide ou bacilar filamentoso (BAIRD; FONTAINE, 2007).

Corynebacterium pseudotuberculosis € uma bactéria anaerdbia
facultativa e sua condi¢do 6tima de crescimento é a 37°C, em um pH que varia
de 7,0 a 7,2. Este patdgeno cresce bem em ambiente com 5% de COz2, além de
ser exigente do ponto de vista nutricional, crescendo bem em meios enriquecidos
como agar sangue, agar BHI, caldo BHI ou enriquecidos com soro animal. Na
superficie do agar sangue, sdo formadas colénias pequenas, com aparéncia
seca, friavel e de coloracdo branco-acinzentada. Apés varios dias de incubacao,
as colbnias podem chegar a 3 mm de diametro e exibirem uma coloracéo creme
(QUINN et al., 1994; COSTA, 2002; GUEDES et al., 2015).

3.3. PROPRIEDADES BIOQUIMICAS

Quanto as reacdes bioquimicas, cepas de C. pseudotuberculosis se
caracterizam por apresentar elevada capacidade fermentativa, fazendo uso de
uma variada fonte de carboidratos, tais como a glicose, ribose e frutose, maltose,
com producéo de &cido, entretanto, sem produzir gas. Apresentam reatividade

positiva para os testes de catalase e urease, porém a habilidade na reducao do
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nitrato é variavel (PEPIN; BOISRAM; MARLY, 1989; SELIM, 2001; GUIMARAES
et al., 2011).

O peptidoglicano da parede celular € baseado no &cido meso-
diaminopimelico, relacionado a resisténcia da parede celular contra a maioria
das peptidases, mas a arabinose e galactose sdo 0s principais acucares da
parede. Cadeias curtas de acido micolico, uma molécula que apresenta efeitos
citotéxicos sobre os fagécitos, também sdo encontradas (PUECH et al., 2001;
SELIM, 2001).

A bactéria C. pseudotuberculosis foi classificada em dois biovares, ovis e
equi. As cepas isoladas de ovinos e caprinos classificadas como biovar ovis, por
serem geralmente negativas na atividade da redutase do nitrato, e as estirpes
isoladas de cavalo e gado, que sao geralmente positivas no teste de reducao de
nitrato, foram classificadas como biovar equi (OLIVEIRA et al., 2016).

Um teste bioquimico bem estabelecido para identificacdo de bactérias do
género Corynebacterium é o sistema APl Coryne (API-bioMérieux, Inc., La
Balme les Grottes, France), este € composto por 21 testes bioquimicos, que
podem ser realizados no periodo de 24 a 48 horas. O kit apresenta 20 tubos
contendo os substratos para 11 testes enzimaticos (pirazinamidase, reducéo de
nitrato, fosfatase alcalina, [p-galactosidase, pirrolidonil arilamidase, a-
glucosidase, N-acetyl-B-glucosaminidase, hidrolise de gelatina, esculina, urease
e glucuronidase) e oito testes para fermentacdo de carboidratos composto
(manitol, maltose, sacarose, glucose, D-Xylose, glicogénio, lactose e ribose)
(DORELLA et al., 2006).

3.4. EPIDEMIOLOGIA

A linfadenite caseosa é uma doenca de ampla distribuicdo mundial, sendo
diagnosticada na Europa, Oceania, Américas do Sul e do Norte, Asia, Africa e o

Meio Leste. A infec¢céo por C. pseudotuberculosis tem se estabelecido em varios
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paises como Brasil, Austrélia, Nova Zelandia, Reino Unido, Canada e EUA,
causando forte impacto econdmico na caprinocultura, e principalmente na
ovinocultura, devido a reducdo na producdo de 14, carne e leite, além da
condenacéo, no frigorifico, de carcacas e couro afetados pela doenca (BAIRD e
FONTAINE, 2007; DORELLA et al., 2009).

Apesar de varios paises apresentarem problemas relacionados com a
linfadenite caseosa, um grande nimero provavelmente é subnotificado, uma vez
qgue a declaracédo a OIE é feita somente pelas autoridades sanitarias oficiais de
cada pais. Ha paises que tiveram esta doenca relatada em artigos cientificos e
ainda n&o fizeram uma declaracéo oficial, incluindo o Brasil (GUIMARAES et al.,
2011).

A prevaléncia e a incidéncia desta enfermidade em rebanhos caprinos e
ovinos estdo relacionadas as condi¢cdes inadequadas do ambiente, por
diminuicdo das defesas organicas dos animais e pela falta de um adequado
programa sanitario de prevencao e controle da linfadenite caseosa (BLOOD e
HENDERSON, 1999). Esta doenc¢a ocorre em todas as racas, sexos e estacfes
do ano, sendo o0s animais adultos, os mais comumente acometidos
(KIMBERLING, 1988; MEYER et al., 2002). Nos rebanhos infectados com C.
pseudotuberculosis, a morbidade pode estar acima de 15%, sendo que a maioria
dos animais afetados, geralmente, sdo aqueles entre quatro e cinco anos de
idade, podendo ocorrer também em animais com seis meses de vida
(KIMBERLING, 1988).

A linfadenite caseosa geralmente esta associada a uma debilidade geral
no animal, com diminuicdo do ganho de peso, queda na eficiéncia reprodutiva,
desvalorizacdo da pele devido as cicatrizes resultantes dos abscessos, elevacéo
dos custos com medicamentos para o tratamento das lesdes externas, reducéo
da producéo de leite e carnes, condenacao de carcacas e visceras e, n0S casos
mais graves, resultar na morte dos animais (MEYER et al., 2002; SOUZA et al.,
2011).
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Nos ultimos anos, a producédo de caprinos e ovinos tem representado uma
parte importante no contexto do agronegocio brasileiro, sendo caracterizada
como uma atividade cultural, social e econdbmica muito importante,
principalmente, para o Nordeste do Brasil, desempenhando um papel crucial no
desenvolvimento desta regido (SANTIAGO et al., 2013). A ocorréncia da
linfadenite caseosa ja foi identificada em diversos estados, com destaque para a
regido nordeste, causando grandes prejuizos, principalmente para pequenos
criadores (COSTA, 2002; SOUZA et al., 2011).

No estado do Ceara, Pinheiro et al. (2000) relataram 66,9% de rebanhos
caprinos com presenca de sinais clinicos sugestivos de linfadenite caseosa. Na
Paraiba, 15,9% dos ovinos avaliados apresentavam lesGes similares a
linfadenite caseosa, sendo que em 74,5% dos abscessos, foi isolado C.
pseudotuberculosis (SOUZA et al., 2011). Em um estudo sobre a linfadenite
caseosa em ovinos e caprinos no sertdo Paraibano, Sostenes e colaboradores
(2012) identificaram que 7,7% (49/640) dos animais apresentavam evidéncias
clinicas de linfadenite caseosa, sendo que sete ovinos apresentavam abscessos
integros, e em oito abscessos foram isolados e identificados C.
pseudotuberculosis. Em outro estudo, também realizado na Paraiba, foi
observado que 15,9% (236/1466) dos ovinos abatidos em frigorifico
apresentaram lesdes macroscopicas semelhantes a LC (SOUZA et al., 2011).

A LC também estd se tornando um grande problema para as regides
norte, centro-oeste e sudeste, onde esta atividade esta crescendo rapidamente,
afetando de maneira negativa a industria de processamento da carne ovina
(GUIMARAES et al., 2009). A prevaléncia desta doenca entre ovelhas no estado
de Séo Paulo chega a 71%, e a prevaléncia em Minas Gerais, estado onde a
ovinocultura tem apresentado grande crescimento, € de aproximadamente
75,8% entre ovinos (GUIMARAES et al., 2011) e 78,9% entre caprinos
(SEYFFERT et al., 2010).
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3.5. TRANSMISSAO

A transmissdo de C. pseudotuberculosis pode ocorrer por ingestao de
agua e alimentos contaminados, por contato direto com as secrecdes dos
abscessos, bem como através da pele, normalmente como resultado de
ferimentos superficiais ou pequenas abrasdes geradas tanto por procedimentos
de manejo como tosquia, castracéo, tratamento do corddo umbilical e agulhas
contaminadas, quanto por fatores naturais como arbustos pontiagudos
(SOBRINHO, 2001; ALVES et al., 2007; RIET-CORREA, 2007).

As portas de entrada para o agente infeccioso da linfadenite caseosa
variam entre ovinos e caprinos, podendo refletir na diferenga anatbmica na
localizagdo dos abscessos (COSTA, 2002; CETINKAYA et al., 2002). Nos
ovinos, a disseminacdo de C. pseudotuberculosis através da pele, apos as
tosquias e banhos de imersdo parecem representar os principais fatores de risco
na transmissdo do patdgeno, resultando em abscessos de pele em varias
regides do corpo, além de infartamento de linfonodos regionais (COSTA, 2002).
J& nos caprinos, a alimentacdo com forragens grosseiras e as abrasdes em
animais alimentados em canzis, determinariam o predominio da
linfadenomegalia por C. pseudotuberculosis em regidao de cabeca e pescoco
(CETINKAYA et al., 2002).

A inalacdo de material purulento, oriundo dos abscessos, pode causar o
desenvolvimento de abscessos pulmonares, ou ainda, pneumonia Nnos ovinos.
Lesdes nas tonsilas e nos linfonodos retrofaringeos de um animal podem ser
responsaveis pela infeccdo aerdgena de outros animais que estiverem em
contato (COLLETT et al., 1994; WILLIAMSON, 2001).

A contaminacdo ambiental é considerada um fator de grande relevancia
na disseminacdo da enfermidade, pois C. pseudotuberculosis é capaz de
sobreviver no ambiente por longos periodos, principalmente se estiver sob
baixas temperaturas e condi¢cées de umidade. O microrganismo pode sobreviver

em frestas de piso em temperatura ambiente por até 10 dias, na madeira por
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uma semana, feno por oito semanas, no solo durante oito meses ou mais de um
ano em fomites (ALVES; PINHEIRO, 1997; COLLETT et al., 1994).

Em cavalos, foram identificadas trés espécies de moscas como potenciais
vetores, Haematobia irritans, Stomoxys calcitrans e Musca domestica
(YERUHAM, 1996; BRAVERMAN et al, 1999; SPIER et al.,, 2002). Barba e
colaboradores (2015) também demonstraram que M. domestica pode servir
como vetor mecanico de C. pseudotuberculosis biovar equi em cavalos, em
transmissao experimental.

A infeccdo cronica por C. pseudotuberculosis pode resultar em
transmissao vertical e ocasionar desordens reprodutivas como aborto e
mortalidade neonatal, além de reducéo nas taxas de crescimento de cordeiros

infectados e persisténcia da infeccdo no rebanho (ALONSO et al.,1992).

3.6. PATOGENIA

O mecanismo de desenvolvimento das lesfes de linfadenite caseosa se
inicia logo apos a penetracdo de C. pseudotuberculosis no hospedeiro, que em
geral ocorre através da mucosa oral, nasal e ocular, ou ainda por meio de lesdes
na pele. O microrganismo se propaga rapidamente pelo sistema linfatico até o
linfonodo, onde produz uma exotoxina, responsavel pela formacéo do abscesso
e infiltracdo continua de células inflamatdrias, aumentando a permeabilidade
vascular. A exotoxina fosfolipase D (PLD) permite a instalacdo deste patdégeno
em oOrgaos viscerais e nodulos linfaticos, e consequentemente a formacao de
lesGes em varios lugares, principalmente nos linfonodos mediastinais, mas
também podendo ocorrer no figado, rins, coracao, medula espinhal, testiculos,
glandula mamaria e via respiratoria. Observa-se que lesdes pulmonares séo
bastante comuns e podem se apresentar como a principal fonte de contaminacao
no rebanho através da producéo de aerossois infectados (MCKEAN et al., 2007;
FONTAINE; BAIRD, 2008; AL-GAABARY et al., 2009).
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Corynebacterium pseudotuberculosis é capaz de sobreviver a fagocitose
pelos macréfagos e se multiplicar dentro dos fagolisossomos, evitando sua
eliminacao pelas células do sistema imune e induzindo a producéo de resposta
inflamatoria com formacédo de tecido fibroso em torno a infeccdo (MOTTA,
CREMASCO, RIBEIRO, 2010). Alguns macrofagos ndo produzem oxido nitrico
em resposta a C. pseudotuberculosis, in vivo, resultando na compensacéo
ineficaz do organismo (BOGDAN et al., 1997). Estes efeitos podem ser
associados com a camada lipidica da parede celular de C. pseudotuberculosis e
outros componentes antigénicos que atenuam a producédo de Oxido nitrico por
macréfagos (BASTOS et al., 2012).

Na tentativa do hospedeiro em conter e eliminar C. pseudotuberculosis,
ocorre formacdo de granulomas. Estes sdo formados pelo surgimento de
necrose caseosa em células epitelidides que posteriormente sdo flanqueados
por células epiteliais, linfocitos e tecido conjuntivo fibroso. Isto ocorre varias
vezes sobre o tecido conjuntivo fibroso, resultando no nédulo final formado por
uma massa esférica laminada com aspecto de cebola, caracteristico da
linfadenite caseosa (FONTAINE; BAIRD, 2008). Estes granulomas séo formados
em decorréncia da resposta imune adaptativa, que pode ser tanto humoral como
celular (PAULE, 2003).

3.7. DETERMINANTES MOLECULARES DE VIRULENCIA

Os determinantes moleculares de viruléncia de C. pseudotuberculosis sédo
pouco conhecidos, assim como suas agOes sobre o controle da expressao
génica (MCKEAN et al.,, 2007, RUIZ et al., 2011), mas é sabido que estédo
envolvidos nos processos de adesdo, invasdo, adaptacdo e dispersdo do
patégeno no hospedeiro. Os genes que exercem estas fungdes, sdo induzidos

durante a infeccdo e 0 mecanismo que 0s ativam ou reprimem estdo muitas
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vezes relacionados ao ambiente exposto ao microrganismo (SCHUMANN,
2007).

Os genes de C. pseudotuberculosis mais estudados sdo aqueles
relacionados a viruléncia, como é o caso do gene pld, que codifica a exotoxina
PLD (SOARES et al., 2013). A PLD tem sido considerada como o determinante
molecular de viruléncia mais importante contra C. pseudotuberculosis, sendo
encontrada no citoplasma, e, em menor quantidade, na parede celular
bacteriana. Sua massa molecular varia de 14.500 a 31.000 Daltons. Essa
exotoxina funciona como um fator de permeabilidade que promove a
disseminacdo da bactéria a partir do local inicial de infec¢do a todos os tecidos
do corpo do hospedeiro, provocando sérios danos (BASTOS et al., 2012; SA et
al.,, 2013), além disso, causa lesBes dermonecréticas, e em doses mais
elevadas, se mostra letal para diversas espécies de animais, tanto domésticos,
quanto de laboratorio (ALVES et al., 2007; FONTAINE; BAIRD, 2008; SOUZA et
al., 2011).

Em estudos realizados por Brown e colaboradores (1986), utilizando
anticorpos especificos anti-PLD, demonstrou-se que esta exotoxina € muito
importante para a disseminagdo de C. pseudotuberculosis. Além disso, a
vacinacao de cabras com PLD inativada foi capaz de prevenir a propagacao das
bactérias ap6s desafio experimental.

Os mecanismos pelos quais a expressao do promotor PLD é controlada
continuam a ser elucidados. A observacdo de que o PLD é regulado
diferencialmente por varias condicdes ambientais, propde que 0S processos
envolvidos sejam provavelmente multifatoriais, podendo envolver mecanismos
como a ligacao de repressores ou ativadores, ou mudancas na estrutura do DNA,
provocadas por mudancas na temperatura (MCKEAN et al., 2007). Pacheco e
colaboradores (2011) compararam os proteomas de duas cepas de C.
pseudotuberculosis e demonstraram que a PLD foi codificada apenas no material

isolado virulento.



27

Genes relacionados a captacao de ferro também foram apontados como
importantes determinantes moleculares de viruléncia de C. pseudotuberculosis.
Foi identificado um cluster génico constituido por quatro genes organizados em
um operon (fag), fagABCD (SA et al., 2013). Estes genes sdo de grande
relevancia por possibilitarem a aquisi¢do de ferro em ambientes hostis, como o
ambiente intracelular, onde este nutriente € escasso (BILLINGTON et al., 2002).
O ferro é um nutriente essencial para a vida bacteriana, assim diversos
patdgenos, necessitam da aquisicdo de ferro para favorecer seu crescimento e
estabelecer o processo infeccioso (CASSAT; SKAAR, 2013).

Os genes fagA e fagB se assemelham com permeases da membrana
citoplasmatica, o gene fagC se assemelha a proteina citoplasmatica ligante de
ATP e o gene fagD se assemelha a uma proteina sidero6fora ligante ao ferro (SA
et al., 2013). Em um estudo realizado por Billington e seus colaboradores, em
2002, foram investigados os efeitos da disponibilidade de ferro na regulacéo
desses genes, a partir de uma fusdo com lacZ no inicio da primeira janela de
leitura do operon. O operon fagABC apresentou baixa atividade em um meio rico
em ferro e atividade trés vezes maior quando em meio pobre em ferro, mostrando
que esse operon é ativado em condic¢des limitantes de ferro em um meio.

Os lipideos da parede celular de C. pseudotuberculosis foram descritos
ha muito tempo como importantes fatores que contribuem para a patogénese da
linfadenite caseosa (CARNE et al. 1956; HARD,1972; HARD,1975). Segundo
Jolly (1966), linhagens mais virulentas possuem mais lipideos que as linhagens
atenuadas.

Esta bactéria tem uma quantidade significativa de lipidios na sua parede
celular, denominados acidos corinomicolicos, e que sdo semelhantes aos acidos
micolicos em paredes celulares de Mycobacterium tuberculosis, tendo como
funcdo proteger a bactéria contra a acdo das enzimas proteoliticas presentes
nos fagolisossomos do hospedeiro, promovendo assim a citotoxicidade local
(BASTOS et al., 2012).
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A introducao de tecnologias avancadas, como a espectrometria de massa
(EM), gerou novas perspectivas para o estudo de proteinas bacterianas
secretadas/excretadas. Uma andlise comparativa do exoproteoma de C.
pseudotuberculosis foi realizada recentemente utilizando uma estratégia de
prote6bmica de alto rendimento com base em cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas. Este estudo investigou as proteinas que sao
exportadas a partir de bactérias, o que pode representar componentes chave da
interacdo patdgeno-hospedeiro e gerou um catalogo de exoproteinas, no qual
podem ser identificados novos alvos para futuros trabalhos de determinantes

moleculares de viruléncia de C. pseudotuberculosis (PACHECO et al., 2011).

3.8. POTENCIAL ZOONOTICO

A linfadenite caseosa € considerada uma zoonose emergente,
relacionada principalmente a pessoas que tém contato com animais infectados
e a produtos lacteos contaminados. Além disso, C. pseudotuberculosis ja foi
relatado como o agente causador de mais de 33 casos de infecgcdo em seres
humanos (DORELLA et al., 2013).

O patodgeno pode ser transmitido para o ser humano pelo contato com
material purulento oriundo de lesdes de pele, ou ainda abscessos de linfonodos
(JOIN-LAMBERT et al., 2006). Peel e colaboradores relataram em 1997 um caso
de linfadenite caseosa humana decorrente de ingestéo de carne caprina crua e
leite de vaca contaminados com a bactéria C. pseudotuberculosis.

A LC é considerada uma doencga ocupacional, uma vez que acomete
meédicos veterinarios, trabalhadores de frigorificos e outros profissionais que
mantém algum tipo de contato com os animais de producédo, particularmente
pequenos ruminantes e equinos (PEEL et al.,, 1997; ALVES et al., 2007). No

entanto, entre 2005 e 2008, quatro casos de difteria por C. pseudotuberculosis
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foram identificados na Europa e apenas um dos pacientes relatou apresentar
contato com animais de fazenda (WAGNER et al, 2012).

As infec¢cdes humanas causadas por C. pseudotuberculosis sdo, na
maioria das vezes, bem semelhantes as observadas em ovinos e caprinos. Estas
infeccbes geralmente requerem a excisdo dos linfonodos infectados,
acompanhados por tratamento antimicrobiano suplementar, porém né&o
envolvem manifestagdes toxemicas (TORRES et al., 2013).

Ovinos e caprinos sao 0s animais mais comumente infectados dentro do
amplo espectro de hospedeiros em que C. pseudotuberculosis causa a
manifestacdo clinica. Entretanto, este microrganismo é considerado um
problema de saude publica emergente (BASTOS et al., 2012).

O primeiro relato de linfadenite caseosa em humanos foi feito por Lopez
et al. (1966). O paciente apresentava quadro clinico caracterizado pela presenca
de fadiga, dor muscular, figado aumentado e macio e linfadenopatia localizada.
O diagnostico foi confirmado por meio de isolamento e identificacdo
microbiolégica do material aspirado do linfonodo acometido e exame
anatomopatoldgico. Liu e colaboradores (2005) reportaram uma infeccdo por
este patdégeno durante um implante ocular em um paciente. Na Franca, foi
notificada uma outra jovem de 12 anos de idade com linfadenite necrosante por
C. pseudotuberculosis (JOIN-LAMBERT et al., 2006). Um caso de endocardite
por C. pseudotuberculosis produtor da toxina diftérica foi relatado em um usuario
de drogas injetaveis ilicitas que néo tinha historia de contato animal, e nenhuma
possivel fonte de infecgéo foi identificada (WAGNER et al., 2010).

Além da producdo de toxina diftérica por C. pseudotuberculosis
lisogénica, estirpes comuns podem infectar os seres humanos e causar
linfadenopatia supurativa. Patologicamente, ocorre substituicdo do tecido do
linfonodo infectado por granulomas necrotizantes, enquanto a aparéncia
histologica geral se assemelha a linfadenite tuberculosa, doenca de Cat scratch
e linfogranuloma, que devem ser considerados no diagnostico diferencial
(BASTOS et al., 2012).
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3.9. RESPOSTA IMUNE CONTRA Corynebacterium pseudotuberculosis

3.9.1. RESPOSTA IMUNE INATA

No processo inicial da infeccdo predominam células fagocitarias, como os
neutrofilos, que sdo a primeira linha de combate e eliminam os organismos
invasores, seguidos pelos macréfagos, que sdo recrutados na tentativa de
controlar o foco infeccioso (PEPIN et al., 1994). A principal funcdo das células
fagociticas € a eliminacdo dos microrganismos ingeridos, pelo mecanismo de
fagocitose, liberando moléculas microbicidas nos fagolisossomos, como as
enzimas proteoliticas e os intermediarios reativos do oxigénio e nitrogénio
(ABBAS, LICHTMAN e PILLAI, 2008).

Os macroéfagos atuam na eliminagcdo dos microrganismos fagocitados,
principalmente pela atuacdo do oOxido nitrico (NO), que € um gas solavel
altamente lipofilico, produzido pela enzima 6xido nitrico sintetase (iNOS). Esta
producado pode ocorrer, prioritariamente, pela acéo de citocinas denominadas de
pré-inflamatérias, como INF-y e TNF-a. O NO tém acéo citotoxica e citostatica,
promovendo a destruicdo dos patdgenos através da sua ligacdo direta com
metais, principalmente o ferro, presente nas enzimas do seu alvo. Entretanto,
apesar desta poderosa ferramenta, a dificuldade que os macréfagos tém de
eliminar C. pseudotuberculosis, aparentemente se deve a baixa producédo de
oxido nitrico, quando estimulados com as fracbes de antigenos deste
microrganismo. A baixa producdo de NO ap0s estimulacdo com componentes
desta bactéria, pode ser um fator determinante capaz de explicar o
desenvolvimento de infec¢gbes crbnicas em pequenos ruminantes. (JAMES,
1995; BOGDAN et al.,, 1997; NATHAN e SHILOH, 2000; DUSSE, VIEIRA,
CARVALHO, 2003; MACHADO, 2004).

A atracao de células fagocitarias para o sitio infeccioso, assim como a sua
ativacdo podem ser influenciadas principalmente por um grupo de citocinas pro-

inflamatorias (IL-1a, IL-6 e TNF-a). Dentre estas citocinas, tem destaque a
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citocina IL-6, que atua na estimulacdo da producdo de proteinas de fase aguda
pelos hepatdcitos e ainda a producao de neutréfilos (APPELBERG et al.,1994;
LEAL et al.,1999; DIAS et al., 2011).

As citocinas IL-1a e TNF-a, atuam aumentando a permeabilidade
vascular, e assim, permitindo a passagem de células recrutadas da resposta
imune inata, além de promover a ativagdo destas células. O TNF-a também pode
atuar como indutor de coagulacdo, sendo muito importante no processo de
formacdo do granuloma. O excesso de TNF-a pode causar além de febre,
algumas patologias, tais como hiperinflamacdo com necrose e caquexia e
também choque séptico. Assim, esta citocina possui uma enorme importancia na
imunidade inicial contra C. pseudotuberculosis, sobretudo no foco inicial da
infeccdo. Uma das funcfes da citocina INF-y é a estimulagdo da expressao de
moléculas do MHC de classe | e II, na superficie das células apresentadoras de
antigenos, que atuam no processo de ativacdo de células da resposta imune
adaptativa (PEPIN et al.,1997; JACOBS, 2007; DIAS et al., 2011).

As células Natural Killer (NK), estimuladas pela IL-12 secretadas pelos
macrofagos desempenham um importante papel na resposta imune do
hospedeiro, fornecendo inicialmente o IFN-y que promove o controle do
crescimento bacteriano e a estimulacdo da resposta imune protetora. As células
NK, contribuem também na destruicdo de células infectadas, antes que a
imunidade adquirida se desenvolva. (PEPIN et al., 1994; CASSIDY et al., 2001;
MCNAIR, WELSH, POLLOCK, 2007; HOPE, 2008).

Em 1999, Lan e colaboradores, investigaram o papel do receptor de
complemento do tipo 3 (CR3), na defesa priméaria e secundaria do hospedeiro
contra C. pseudotuberculosis e concluiram que este receptor € expresso por
macrofagos, neutrofilos, linfocitos T e B e desempenham papel chave na adeséao,
extravasamento, migracdo e fagocitose. O experimento com camundongos,
utilizando anticorpo monoclonal anti-CR3, resultou em multiplicacéo irrestrita da
bactéria nos 6rgédos e levou ao aumento da mortalidade em camundongos

infectados.
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3.9.2. RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA

A resposta imune do hospedeiro promovida contra C. pseudotuberculosis
€ considerada complexa, envolvendo tanto a resposta imune humoral, quanto
celular (ELLIS et al., 1990), porém, o principal mecanismo imunol6gico contra
este patégeno € a imunidade mediada por células, que ocorre por meio de dois
processos distintos e complementares, a morte dos patégenos fagocitados e a
lise das células infectadas (VALE, 2003).

A resposta imune humoral é uma resposta intensa que acontece em
animais naturalmente infectados ou que foram imunizados. Esta resposta
mediada por imunoglobulinas é regulada por citocinas produzidas devido a
interacdo do antigeno com as células imunocompetentes. Entretanto, a resposta
imune humoral, isolada, ndo tem a capacidade de eliminar a infec¢ao, sendo de
extrema importancia quando associada a resposta imune mediada por célula.
Esses anticorpos néo interferem na multiplicagdo do patégeno, porém tem a
capacidade de impedir a disseminacdo do mesmo, do local inicial da infeccéo
para 6rgaos internos (MCINTYRE et al., 1993; VALE, 2003; MACHADO, 2004).

A defesa contra C. pseudotuberculosis é dependente de linfocitos T (LT),
atuante na resposta imune celular, sendo esta, a mais importante no combate ao
patdgeno. Os LT séo divididos em populacées com diferentes funcionalidades,
sendo elas, os linfécitos T auxiliares e os linfécitos T citotdxicos. A maioria dos
linfécitos T auxiliares codifica uma proteina especifica chamada CD4+, enquanto
os linfocitos T citotoxicos codificam uma proteina especifica denominada CD8+
(ALVES, 2007; MESQUITA JR et al., 2010).

Os linfécitos T CD4+ desempenham um papel central na funcdo do
sistema imunitario, pois ajudam as células B a produzir anticorpos e também
orquestram células T CD8 e fungcbes de macrofagos contra uma grande
variedade de microrganismos patogénicos (ZHU et al., 2010).

Estas células sao importantes para definir o tipo de resposta imune que

sera montada contra o patdgeno, principalmente devido a possibilidade de
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apresentar perfis distintos. Os linfécitos T CD4+ podem ser divididos em
subpopulacdes de células, entre elas, as células T auxiliares tipo 1 (Thl) e
células T auxiliares do tipo 2 (Th2) (SILVA et al., 2014).

Ao serem estimuladas, as células Thl produzem principalmente as
citocinas proé-inflamatérias IFN-y e IL-2. Estas citocinas promovem mecanismos
efetores celulares, incluindo hipersensibilidade tardia e reacdes inflamatérias,
além de estimularem a producado de subclasses de anticorpos, como IgG2a em
camundongos. Outras funcfes importantes sdo a ativacdo do sistema de
complemento, opsonizacao e toxicidade mediada por células. Estes mecanismos
efetores tém funcdo de combate a patdgenos intracelulares (ZHU et al., 2010;
TODA; YOSHINO, 2016).

As células Th2, ap6s estimulo, produzem as citocinas IL-4, IL-5 e IL-13,
as quais promovem a regulacdo da producdo de IgGl e IgE. As citocinas
produzidas por células Th2 sdo consideradas mediadoras de processos
alérgicos. Estas subpopulacdes de linfocitos T exercem um controle reciproco,
uma vez que a resposta Thl pode inibir o desenvolvimento de uma resposta Th2
e vice-versa (TODA; YOSHINO, 2016).

O desenvolvimento de uma resposta do tipo Thl, com a produgé&o de IFN-
Y, tem capacidade de diminuir e/ou impedir a formacdo de granuloma,
demonstrando o potencial antifibrotico desta citocina. E sabido que o IFN-y
estimula varias quimiocinas, possivelmente capazes de diminuir a
vascularizacdo do tecido, com posterior hipdxia do granuloma e necrose caseosa
(KAUFMANN, 1993; EHLERS, 2001; WYNN, 2004).

O IFN-y exerce um papel fundamental nas respostas imunes inata e
adaptativa, participando na resposta do hospedeiro as infeccbes bacterianas,
principalmente por patdgenos intracelulares, atraindo um grande numero de
células polimorfonucleares no sitio de replicacdo bacteriana. Esta citocina
guando secretada por células NK, em resposta ao reconhecimento de antigenos
do patdgeno ou em resposta a IL-12, atua como mediadora da resposta imune

inata. Quando o IFN-y é produzido por células T em resposta ao reconhecimento
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antigénico, tem acao na resposta imune adaptativa (GALVANI et al., 1999;
JANEWAY, 2002).

A IL-4 apresenta um papel importante na regulacdo da diferenciacédo de
células T virgens ap0Os estimulo antigénico. Esta citocina induz as células T
virgens a se desenvolverem em células produtoras de IL-4 e uma série de outras
citocinas com potencial anti-inflamatério e/ou regulatério, entre elas a IL-5, IL-10
e IL-13. Esta citocina também suprime o aparecimento de células T CD4
produtoras de IFN-y, promovendo em alguns casos a sobrevivéncia de
microrganismos devido limitar a ativacdo de macréfagos. A IL-4 induz a
proliferacdo de células B ativadas, células T, timdcitos e clones de células NK.
Esta citocina é produzida por basoéfilos, eosindfilos, mastoécitos e pelas células
Th2 (HESS, 2001; NELMS et al., 1999; CARTER et al., 2011; MOTOMURA et
al., 2011).

Na regulacéo do processo infeccioso, a IL-10 aparece como importante
componente, capaz de inibir a resposta celular através da subregulacdo da
producao da citocina IL-12. Ela pode limitar a ativacdo excessiva de macréfagos
e células dendriticas e, assim, regular a resposta imune danosa que ocorre nos
tecidos durante as infec¢cdes (GARCIA et al., 2017).

O papel dos linfécitos T CD8+ efetores na resisténcia a este tipo de
infeccdo esta relacionado a capacidade de produzir IFN-y e causar lise nas
células infectadas (ARAUJO-SOUZA et al., 2015).

3.10. SINAIS CLINICOS

A linfadenite caseosa € caracterizada por um processo inflamatério nos
linfonodos, formando abscessos com conteudo purulento, de aspecto caseoso e
amarelado. A doencga tem inicio com o aumento do volume dos linfonodos, que
se tornam flutuantes com a progressdo da enfermidade. Os linfonodos

acometidos com maior frequéncia séo os pré-parotideos e pré-escapulares, mas,
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pode ocorrer abscessos em linfonodos internos, tais como, os bronquiais,
mediastinicos, pulmonares e nos mesentéricos, nestes, determinando o
emagrecimento progressivo do animal (RIBEIRO, 1997; SMITH, 2002). Quando
a localizacdo do abscesso interfere nas funcbes de degluticdo e respiracdo, o
animal pode apresentar intolerancia ao exercicio, taquipnéia, dispnéia e tosse
cronica (RADOSTITS et al., 2002).

A forma visceral da linfadenite caseosa apresenta maior gravidade, pois
o diagnéstico clinico é muito dificil e esta enfermidade pode levar a debilidade
do animal, disseminac¢éo de abscessos no organismo, condenacao de visceras
e carcaca e morte de animais (RIET-CORREA, 2007; SANTA ROSA, 1996).

Em ovinos e caprinos, a palpacdo dos linfonodos superficiais
aumentados, somados ao aspecto macroscopico dos exsudatos e a presenca de
febre, inapeténcia e emaciacdo séo indicios da linfadenite caseosa nestes
animais. A doenca pode desencadear desordens reprodutivas, tais como
abortos, mortalidade neonatal, diminuicdo de peso, atraso na maturidade sexual,
reducado na taxa de crescimento, diminui¢cdo na producao de |a e persisténcia da
enfermidade no rebanho (ALONSO et al., 1992; COSTA et al., 2002; BELCHIOR
et al., 2006; MCKEAN; DAVIES; MOORE, 2007).

Nos exames laboratoriais, pode-se observar anemia, leucocitose com
neutrofilia e altos niveis de fibrinogénio, hipoproteinemia e hiperproteinemia por
aumento de imunoglobulinas, principalmente IgG, além de aumento da citocina
interferon-gama (PAULE et al., 2003).

3.11. DIAGNOSTICO

O diagnostico clinico da linfadenite caseosa é baseado na observagéo
macroscopica dos abscessos superficiais externos. O teste definitivo
considerado como padrdo-ouro, é realizado a partir do isolamento da bactéria

diretamente do conteldo caseoso dos linfonodos acometidos e cultivo
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bacteriolégico, seguido por testes bioquimicos do material isolado (RIBEIRO et
al., 2001; OLIVEIRA, 2011; GUIMARAES et al., 2011). O teste bioquimico
utilizado para a identificacdo de bactérias do género Corynebacterium € o
sistema API Coryne (API-bioMérieux, Inc., La Balme Iés Grottes, France). Esse
método consiste de uma bateria de 21 testes bioquimicos que podem ser
realizados entre 24 e 48 h. O kit contém 20 tubos contendo substratos que
permitem testes para 11 enzimas (pirazinamidase, pirrolidonil arilamidase, 13-
galactosidase, fosfatase alcalina, a-glucosidase, N-acetilglucosaminidase, [3-
glucoronidase, reducao de nitrato e hidrolise de esculina e uréia) e oito testes de
fermentacdo de carboidratos (glucose, ribose, D-xilose, manitol, maltose,
lactose, sucrose e glicogénio) (BAIRD; FONTAINE, 2007).

Apesar do isolamento e indentificacdo de C. pseudotuberculois ainda
serem considerados “padrao-ouro” para a detecgdo da linfadenite caseosa,
alguns autores destacam que suas restricbes estdo relacionadas as
peculiaridades bioquimicas heterogéneas dos isolados (MUCKLE e GYLES,
1982; SONGER et al., 1988). Estes testes apresentam como desvantagem, fato
de exigirem prazo longo para sua conclusdo, sendo até, em varios momentos,
impraticaveis, como nos casos em que muitos animais possuem somente lesdes
internas ou granulomas ja fistulados e/ou fibrosados, ndo existindo C.
pseudotuberculosis viaveis em namero e qualidade suficientes para a realizacdo
dos exames (BAIRD; FONTAINE, 2007). Outra dificuldade esta no momento da
coleta, ao puncionar o material caseoso, pode ocorrer contaminacao da pele do
animal e ainda contaminacdo do ambiente com o pus, representando um risco
na transmisséo do patégeno para outros animais (BASTOS et al, 2012).

A puncdo aspirativa com agulha fina (PAAF) € muito Gtil e a citologia
aspirativa pode ser usada como método diagnostico da linfadenite caseosa no
rebanho. O exame histopatolégico dos linfonodos permite o diagnéstico da
doenca. Esta metodologia € muito importante para o diagnéstico da forma

visceral. As lesdes histolégicas da LC se apresentam como uma area de necrose
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central composta de restos celulares (RIBEIRO et al., 2001; AL-GAABARY et al.,
2010; SOUZA et al., 2011).

As vantagens de se realizar a citologia das lesdes por C.
pseudotuberculosis sdo o baixo custo, simplicidade de execucao, reduzida
agressao no local da puncéo e a possibilidade de diagndstico citolégico acurado,
em curto espago de tempo (RIBEIRO et al., 1999). Portanto, a PAAF pode ser
considerada como método pratico no diagnéstico da linfadenite caseosa em
ovinos e caprinos (RIBEIRO et al., 2001).

Alternativamente ao cultivo de C. pseudotuberculosis, o0s testes
sorolégicos tém sido utilizados para o diagnéstico da LC. Dentre os testes
sorologicos, o teste ELISA tem sido utilizado com muita frequéncia para
diagnosticar a doenca em rebanhos em todo mundo, pois tem a capacidade de
detectar animais infectados subclinicamente, além de apresentar altos niveis de
sensibilidade e especificidade (DERCKSEN et al., 2000; GUIMARAES et al.,
2009; HOELZLE et al., 2013).

A utilizacdo de técnicas sorolégicas no diagndéstico da LC permite o
controle epidemioldgico da doenca, podendo ser utilizado no teste de triagem ou
ainda na comercializacdo de animais, visto que muitas vezes a doencga possui
carater inaparente, tornando invidvel o diagndstico clinico e microbiolégico
(NASSAR et al., 2014).

Nassar et al. (2015) relataram que o ELISA indireto apresenta vantagens
no diagndstico rapido de linfadenite caseosa em ovinos quando comparada a
cultura microbiolégica e PCR, em termos de sensibilidade, especificidade e
tempo, tenha dado a simplicidade do teste e preparagéo de antigeno, e também
a pequena quantidade de amostra utilizada. Estes autores consideram que esta
metodologia pode ser utilizada no diagnostico da LC, no comércio de animais e,
além disso, estudos de epidemiologia no Brasil.

Além da resposta imune humoral, o diagnéstico da LC também pode ser
contemplado pela resposta imune mediada por células, utilizando-se um teste

ELISA para quantificacdo da concentracdo do interferon-gama (IFN-y). Esta
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técnica pareceu ser mais sensivel do que o ELISA convencional utilizado na
deteccdo de anticorpos, além de ndo parecer ser afetada pela vacinacdo dos
animais (PAULE et al., 2003; MENZIES; HWANG; PRESCOTT, 2004), o que
poderia ser uma possibilidade para o diagnostico desta enfermidade de forma
mais precisa, se ndo fosse o seu elevado custo.

Meyer e colaboradores (2005) realizaram um estudo de producao de IFN-
y em cultura de sangue total que comparou cabras infectadas ap6s estimulagéo
com ambos os antigenos secretados e somaticos da C. pseudotuberculosis. Os
resultados indicaram producdo significativamente mais alta de IFN-y em
resposta aos antigenos secretados que aos antigenos somaticos. O IFN-y € um
marcador potencial na determinagao do status infeccioso da LC em rebanhos de
ovinos e caprinos. Porém, mais pesquisas devem ser realizadas para melhoria
da sensibilidade do ensaio (OREIBY; HEGAZY, 2016).

A grande maioria dos programas utilizam sistemas de testes sorolégicos
no auxilio do diagnéstico da LC. Entretanto, a especificidade e a sensibilidade
desses ensaios de diagnoéstico de C. pseudotuberculosis muitas vezes nao se
revelou satisfatoria. A grande desvantagem destes testes sorologicos para a
aplicabilidade em diagndéstico de rotina esta no fato de que os testes apresentam
um desempenho adequado em caprinos, mas com sensibilidade reduzida em
ovinos, especialmente nos animais subclinicamente infectados (DERCKSEN et
al., 2000; BAIRD; FONTAINE, 2007; BINNS et al., 2007), além de apresentarem
resultados falso-positivos, em decorréncia da similaridade antigénica entre
espécies do género Corynebacterium, e também néo diferenciar animais
vacinados dos néo vacinados (CETINKAYA et al., 2002).

Apesar do debate cientifico sobre a sensibilidade e especificidade, os
testes soroldgicos sdo utilizados principalmente para o rastreio contra a
linfadenite caseosa (OREIBY, 2015).

Técnicas moleculares podem ser utilizadas para o diagnostico da
linfadenite caseosa. A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma

alternativa aos meétodos convencionais de diagnostico, sendo mais eficiente,
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reprodutivel, rapida e especifica (NASSAR et al., 2015). Alguns autores tém
desenvolvido primers especificos para C. pseudotuberculosis que podem ser
utilizados na confirmacdo da espécie por PCR (CETINKAYA et al., 2002;
PACHECO et al., 2007; KUMAR et al., 2013; TORRES et al., 2013).

A deteccgéo direta de C. pseudotuberculosis através da técnica de PCR
multiplex, em amostras clinicas de animais portadores de linfadenite caseosa,
representa uma possibilidade extremamente atraente para o diagndstico desta
doenca, uma vez que o método padrdo de diagnostico laboratorial (isolamento
bacteriano e identificacdo bioquimica de isolados) € extremamente trabalhoso e
de custo elevado (PACHECO et al., 2007).

No estudo de Torres e colaboradores (2013) foi realizada a padronizagao
de PCR multiplex para identificacdo e determinacdo da toxigenicidade de C.
pseudotuberculosis e outras espécies do género Corynebacterium. Pacheco et
al. (2007) padronizaram a PCR multiplex para identificacdo rapida de C.
pseudotuberculosis em amostras clinicas com no minimo 103 unidades

formadoras de colbénias por mililitro.

3.12. TRATAMENTO

O tratamento da linfadenite caseosa € baseado na drenagem e extirpacao
dos linfonodos visiveis acometidos. Apesar de C. pseudotuberculosis ser
sensivel a ampicilina, cloranfenicol, lincomicina, tetraciclina, gentamicina,
penicilina, trimetropim, ciprofloxacina e sulfametoxazol, estes antibiéticos néo
sdo eficazes em ultrapassar a cépsula fibrosa dos granulomas, fazendo da
antibioticoterapia uma estratégia ineficaz e de alto custo. Além disso, os
antibioticos ndo sdo capazes de eliminar totalmente o patdgeno além de nédo
serem aplicaveis quando linfonodos e oOrgaos internos ja estdo acometidos
(WILLIAMSON, 2001; OLSON et al., 2002; ABREU et al., 2008; GUIMARAES et
al., 2009).
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Depois de drenar o abscesso, a ferida deve ser limpa periodicamente com
solucéo iodada a 10% ou solugcéo aquosa de clorexidina (WINDSOR, 2011). No
entanto, Santiago e colaboradores (2013) na busca de antissépticos alternativos
para o tratamento da linfadenite caseosa, realizaram testes para avaliar o efeito
in vivo de tintura de iodo a 10% e hipoclorito a 2,5%, no interior do linfonodo e
concluiram que a aplicacdo de tais produtos, na fase que as lesbes sédo
perceptiveis através da inspecéo, ndo foi eficaz para seu controle.

Deve ser realizada uma rigorosa desinfeccao do local onde a drenagem e
antissepsia foi realizada, pois estes procedimentos podem levar a disseminacéo
de C. pseudotuberculosis no ambiente (ALVES et al., 2007; ANDRADE et al.,
2012). Estas bactérias podem permanecer viaveis durante meses no solo, cerca,
fezes, exudato purulento, carnes congeladas, locais imidos e escuros, tesouras,
pele, entre outros, o que pode tornar sua presenca constante no ambiente de
criacdo (RADOSTITS et al., 2002; ANDERSON; RINGS; PUGH, 2005).

Nozaki et al. (2000) recomendam a extirpagdo cirargica dos
piogranulomas ou linfonodos externos, caso o numero de animais afetados seja
pequeno, ou se relacionem a alto valor zootécnico, este procedimento cirdrgico

é de baixo custo, recuperacdo rapida e simples realizacao.

3.13. CONTROLE E PROFILAXIA

7

A primeira medida de controle da linfadenite caseosa € impedir
disseminacao do patégeno no rebanho, para isso, todo material de uso comum
do rebanho, como por exemplo, tosquiadeiras, tatuadores e tesouras, deve ser
desinfetado antes de serem novamente utilizados. E importante que nio se
reutilize agulhas, seringas e outros materiais, pois estes podem servir como
fémites. Outras medidas importantes a serem tomadas séo, realizar o controle
eficaz de insetos, desinfetar os cortes feitos durante a tosquia e o umbigo dos

animais recém-nascidos com solugcédo de iodo a 10 %, além de praticas de
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manejo, tais como a limpeza e desinfec¢édo de baias, estdbulos, comedouros e
bebedouros. As instalagbes, como estadbulos, canzis e cercas devem ser
construidas de forma a nao provocar lesdes na pele dos animais (ALVES;
PINHEIRO, 1997; WILLIAMSON, 2001; COSTA, 2002; GUIMARAES et al.,
2011).

Um programa eficaz, para o controle da linfadenite caseosa, deve ser
baseado também na observacdo clinica e sorologia periédica de todos os
animais do plantel, que inclui os animais recém adquiridos e aqueles que
retornaram ao rebanho. Animais introduzidos nas fazendas devem ser
rigorosamente examinados antes da compra, testados sorologicamente e
mantidos em quarentena, Vvisto que muitos animais soropositivos nao
apresentam sinais clinicos, sendo uma importante fonte de infeccdo para o
rebanho, o que resulta em uma alta frequéncia de animais apresentando
abscessos apds dois ou trés anos. Deve ser feito o abate daqueles que
apresentam sinais clinicos sugestivos de linfadenite caseosa, assim como 0s
gue sdo sorologicamente positivos, contudo, estes testes podem resultar na
geracdo de falso-positivos, levando ao descarte de animais ndo infectados
(MENZIES; HWANG; PRESCOTT, 2004; GUIMARAES et al., 2011).

Carmo et al. (2012) demonstraram o desconhecimento dos proprietérios
em relacéo a importancia econémica da presenca de C. pseudotuberculosis nos
rebanhos ovinos nacionais, assim como a necessidade de implantacdo de
medidas eficazes de controle da linfadenite caseosa, em nivel de propriedade e
de fronteiras interestaduais, com o objetivo de controlar a disseminacdo do
patdgeno entre rebanhos e entre estados, além de viabilizar o fornecimento de
cordeiros em quantidade e qualidade exigidas pelos mercados interno e externo.

Os programas de controle da LC devem ser baseados na educacao
sanitaria, tanto dos proprietarios de rebanho, quanto do pessoal técnico, caso
isto ndo ocorra, o sucesso do programa pode ser comprometido. Informacgdes
sobre as perdas durante todo o ciclo de producdo, assim como aquelas

relacionadas ao potencial zoondtico do patdogeno, devem ser fornecidas as
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pessoas que trabalham com os rebanhos, seja de maneira direta ou indireta,
reforcando sua importancia para 0 sucesso do programa de controle
(GUIMARAES et al., 2011).

A forma mais importante e consistente de controlar a linfadenite caseosa
€ através da vacinacgdo, aliada ao teste soroldgico, como também abate ou
segregacao dos animais doentes, embora dispendiosas no primeiro momento,
sdo medidas eficazes quando se deseja erradicar a enfermidade do rebanho
(O'REILLY etal, 2010; WINDSOR, 2011). Varios estudos estédo sendo realizados
no intuito de se alcancar o desenvolvimento de uma vacina com maior eficacia

protetora.

3.14.VACINAS DE PROTEINA RECOMBINANTE E VACINAS DE DNA

As tentativas de controle da LC usualmente implicam em imunoprofilaxia
por vacinacdo. Desta maneira, varias estratégias vém sendo utilizadas para
desenvolver vacinas mais seguras, eficazes e polivalentes, com o objetivo de
gerar protecao forte e duradoura contra a LC. Entre estas estratégias, estdo as
vacinas de proteinas recombinantes e vacinas de DNA (COSTA et al., 2011;
DROPPA-ALMEIDA et al., 2016; BRUM et al., 2017).

As vacinas de proteinas recombinantes, consideradas de segunda
geracao, sado constituidas de antigenos purificados ou recombinantes, isolados
de cultura do préprio microrganismo. As etapas de producdo desta de vacina
consistem no isolamento do gene, clonagem, expressdo e capacidade da
proteina recombinante de induzir uma resposta imune protetora no hospedeiro.
Estas vacinas ndo se replicam no hospedeiro, portanto, ndo ha risco de
patogenicidade, além da possibilidade de producéo em larga escala (HANSSON
et al., 2000; MOVAHEDI e HAMPSON, 2008).

Apés a administracdo da vacina de proteina recombinante, esta torna-se

um antigeno exdgeno e a resposta imune tem inicio a partir da endocitose,
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processamento e apresentacdo deste antigeno, via moléculas do complexo de
histocompatibilidade I (MHC de classe II) na superficie das células
apresentadoras de antigenos, para o reconhecimento e ativacao de linfécitos T
CD4+ auxiliares. ApoOs serem estimuladas com o antigeno, estas células
expressam diferentes citocinas. Dependendo do perfil produzido, estas células
podem ser diferenciadas em duas subclasses: Thl ou Th2. As Thl produzem as
citocinas IFN gama e IL-2, ativando os fagdcitos profissionais e linfocitos T CD8+,
gue sao os mediadores da imunidade celular. Ja as Th2 produzem a citocina IL-
4 agindo primariamente nos linfécitos B e auxiliam na expansao clonal e na
diferenciacao de linfécitos B, responséaveis pela producao de anticorpos. Assim,
linfécitos T CD4+ auxiliares exibem importante papel no desenvolvimento da
resposta humoral (MOWAT e RWEYEMAMU, 1997; KOWALCZYK e ERTL,
1999; NAGATA et al., 2004).

Com a intencdo de se aumentar a natureza imunoestimulatoria das
vacinas de proteinas recombinantes, frequentemente sdo utilizados
potencializadores imunes chamados “adjuvantes”. Os adjuvantes sao
substancias capazes de ativar reacfes imunes inflamatérias, aumentando a
imunogenicidade destas vacinas, facilitando assim, a geracdo de uma resposta
imune de memdéria (LOOK et al., 2010).

A vacina de DNA, ou de terceira geracao, é baseada na tecnologia do
DNA recombinante que envolve a clonagem de genes ou fragmentos de genes
relacionados a viruléncia ou patogenicidade do microrganismo em DNA
plasmidial ou em vetores virais. Este plasmideo é inserido em uma bactéria,
geralmente da linhagem Escherichia coli, por um processo denominado de
transformacao bacteriana. Ao se replicar, a bactéria possibilita que o plasmideo
seja reproduzido em grande quantidade, sendo de grande importancia para a
producdo da vacina. Apés a administracdo, este DNA permite a producéo da
proteina antigénica pelas préprias células do hospedeiro vacinado e tem a
capacidade de induzir tanto uma resposta humoral, quanto uma resposta celular,

com producdo de células de memoaria imunologica, 0 que juntamente com a
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constante produgdo do antigeno dentro da célula hospedeira resulta em uma
resposta imune duradoura (SILVA, 1997; DONNELLY; ULMER, 1999;
SANDOVAL; ERTL, 2001; SRIVASTAVA, 2003).

Antigenos processados endogenamente, ou seja, dentro do citoplasma da
célula hospedeira, sdo fragmentados em peptideos e estes irdo interagir com
sitios especificos da molécula do complexo principal de histocompatibilidade |
(MHC de classe 1), migrando ent&o para a superficie da célula apresentadora de
antigeno, onde esse complexo ativara linfécitos T CD8+. Estas células possuem
um papel importante na identificacdo e eliminacdo de células hospedeiras
infectadas por patdgenos intracelulares. Além disso, a proteina antigénica
secretada pelas células hospedeiras transfectadas pode ser fagocitada por
APCs que irdo apresenta-la na superficie da célula via moléculas de MHC de
classe Il, para o reconhecimento e ativacao de linfocitos T CD4+ auxiliares. As
células TCD4+ ativadas produzem uma cascata de citocinas que ativam células
B, induzindo a producdo de anticorpos (MOWAT; RWEYEMAMU, 1997,
INGOLOTTI et al., 2010).

As vacinas de DNA apresentam iniUmeras vantagens sobre as vacinas
tradicionais em termos de seguranca, facilidade de fabricacdo, estabilidade e
imunogenicidade, entretanto, apesar das inumeras vantagens, algumas
guestBes tém sido levantadas com relacdo a seguranca das vacinas de DNA,
como seu potencial de integracdo ao genoma, o desenvolvimento de auto-
imunidade, bem como a possibilidade de resisténcia ao antibiético utilizado para
selecdo do plasmideo em células bacterianas. Varios estudos ja foram
realizados e ndo houve a comprovacdo destas possives desvantagens
relacionas as vacinas de DNA (MACGREGOR, 2000; SIMMERMAM, 2002;
GARMORY et al.,2005; PAL et al., 2006; SHEETS et al., 2006).
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3.15. NANOPARTICULAS DE QUITOSANA

O sucesso da imunizacdo por vacina de DNA depende da habilidade da
entrega do material genético em sitios especificos e da melhoria da eficiéncia de
transfeccdo. E altamente desejavel que o sistema de entrega ou liberacdo
possibilite um uso bem menor de plasmideo de DNA em cada dose (ZHAO et
al., 2011).

Um polimero muito utilizado como nanocarreador € a quitosana, por
apresentar as caracteristicas de nao ser toxico, ser biocompativel e
biodegradavel, além de que pode ser obtido de varias fontes na natureza e
apresentar baixo custo (MACLAUGHLIN et al.,, 1998; TIERA et al., 2006,
MAZZARINO et al., 2012). A quitosana € um polissacarideo catiénico, derivado
da desacetilacdo da quitina, sendo o polissacarideo mais abundante no mundo,
depois de celulose (MAZZARINO et al., 2012; AKBARI e WU, 2016). Esse
polimero é catibnico devido a presenca de grupamentos amina em sua cadeia
polimérica que, em meio acido, sdo passiveis de protonacdo, aumentando sua
solubilidade. A quitosana interage com o DNA muito facilmente, formando
nanoparticulas, e tem a capacidade de conferir uma boa protecdo contra a
degradacéo por endonucleases, o que tem motivado sua utilizagdo como vetor
nao viral para a terapia génica (MAO et al., 2001; CHAE et al., 2005; BOWMAN
e LEONG 2006; BOYOGLU et al., 2009; ZHAO et al, 2011; LU et al, 2014).

A determinacao da eficiéncia de encapsulamento para a incorporacao de
DNA em nanoparticulas € importante, porque determina a eficiéncia da entrega
de genes e subsequente expressao de genes codificados in vitro e in vivo. A
nanoencapsulacdo do DNA plasmidial com a quitosana é dependente de fatores
tais como, a massa molecular da quitosana, densidade de carga do polimero,
pH, a estrutura do polimero e do grau de desacetilacdo (MAO et al., 2001,
BOZKIR; SAKA, 2004; YU-HONG et al., 2005).
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3.16. VACINAS COMERCIAIS CONTRA LINFADENITE CASEOSA

Ha no mercado duas vacinas comerciais baseadas em toxoides inativados
de clostridios, visando combater a linfadenite caseosa, a Biodectin®, que possui
fracOes inativadas de Corynebacterium pseudotuberculosis e também outros
antigenos e a Glanvac™3 que possui como componente adicional a PLD.

Uma vacina viva de C. pseudotuberculosis, naturalmente com baixa
viruléncia obtida de uma amostra isolada de lesdo caracteristica de LC, foi
lancada pela EBDA - Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola, em maio
de 2000, denominada de 1002, contra a LC de caprinos e ovinos, a qual foi
autorizada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e do Abastecimento para
producado e comercializacdo em todo o territério nacional. Essa vacina foi testada
a campo e em laboratorio e, apresentou uma eficiéncia de 83% (RIBEIRO et al.,
1991).

3.17. VACINAS EXPERIMENTAIS CONTRA LINFADENITE CASEOSA

LeaMaster e colaboradores em 1987, realizaram ensaios de vacinagao
em ovinos utilizando uma cultura inativada de C. pseudotuberculosis, também
conhecida como bacterina, esta vacina forneceu protecdo imunoldgica aos
animais desafiados com C. pseudotuberculosis.

Holstad e colaboradores (1989) fizeram um ensaio de vacinacdo em um
rebanho de 247 caprinos jovens utilizando como vacina uma solugéo contendo
0 organismo inteiro do patdégeno misturado com o toxéide PLD filtrado.

Eggleton et al. (1991) combinaram em uma formulacéo vacinal, o toxoide
de C. pseudotuberculosis com cinco antigenos clostridianos, mostrando existir
relacdo entre a quantidade de toxdide e a severidade dos efeitos da linfadenite
caseosa em ovinos. Nesse mesmo ano, Ellis e colaboradores realizaram

experimentos utilizando anticorpos neutralizantes de exotoxinas obtidas de
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culturas de C. pseudotuberculosis conseguindo diminuir in vitro o crescimento da
bactéria.

Walker et al. (1994) isolaram uma proteina secretada de 40 kDa, que foi
nomeada de CP40. Apos a purificacdo, este antigeno, identificado como uma
serina protease, foi entdo utilizado como imundgeno associado a hidroxido de
aluminio, e estimulou uma resposta protetora de 82% nos ovinos imunizados e
reduziu em 98% as lesdes nos pulmdes.

Nos anos de 1997 e 1998, Simmons et al. utilizaram como formulacéo
vacinal, em ovinos, linhagens mutantes aroQ e pld atenuados a partir das
linhagens parentais C231 e TB521 de C. pseudotuberculosis, respectivamente.
Chaplin e colaboradores (1999) construiram e testaram uma versao atenuada de
PLD, como formulagéo de vacina de DNA, na imunizacao de ovinos. O resultado
dessa vacina foi 0 aumento da resposta imune humoral, gerando uma protecao
parcial contra o desafio experimental de C. pseudotuberculosis.

Em 2007, Coelho também criou uma vacina de DNA e outra recombinante
contra linfadenite caseosa, utilizando o gene hsp60 (gene da proteina do choque
térmico), entretanto, os camundongos vacinados ndo desenvolveram resposta
imune contra linfadenite caseosa. Costa e colaboradores (2011) construiram e
avaliaram em camundongos, uma vacina de DNA contra C. pseudotuberculosis,
usando o gene hsp60. Os animais desenvolveram resposta humoral significativa,
porém nao suficiente para protegé-los contra o patégeno.

Silva e colaboradores (2014) realizaram um estudo com a proteina
recombinante CP40 associada ao adjuvante saponina e obtiveram resultados
satisfatérios contra a LC experimental em camundongos. Quando usada como
imunégeno, a CP40r foi capaz de gerar uma resposta do tipo Thl e conferiu uma
taxa de protecdo de 90% nos animais imunizados. Doppa-Almeida et al. (2016)
desenvolveram uma vacina de subunidade usando a mesma proteina rCP40 de
C. pseudotuberculosis e relataram que esta proteina recombinante foi capaz de
induzir resposta imune humoral nos camundongos imunizados, além de

apresentar 100% de eficacia protetora nestes animais.
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RESUMO

Linfadenite caseosa é uma doenca infectocontagiosa, causada pela bactéria
Gram-positiva  Corynebacterium pseudotuberculosis, gque  acomete
principalmente ovinos e caprinos. Ha necessidade do desenvolvimento de novas
vacinas mais eficientes contra C. pseudotuberculosis, entre estas, as vacinas de
DNA e de proteinas recombinantes. Isto tem sido favorecido pelos estudos sobre
0 genoma desta bactéria e seus determinantes moleculares. Devido a magnitude
da resposta imune das vacinas de DNA ser relativamente fraca, nanoparticulas
preparadas por biomateriais tém sido utilizadas com o intuito de aumentar a
resposta imune induzidas por estas vacinas. Sendo assim, testamos a eficacia
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de uma vacina de proteina recombinante e de formula¢des de vacinas de DNA,
baseadas no gene psec, contra C. pseudotuberculosis. Este gene codifica uma
proteina de membrana que esté envolvida na fisiologia da bactéria e invaséo de
células hospedeiras. Para isto, seis grupos de camundongos BALB/c foram
imunizados com pcDNApsec; pcDNApsec+Quitosana; pcDNApsec+PSECT;
PSECr-Montanide e, PBS e quitosana como controles. Apdés a Ultima
imunizacdo, os animais foram desafiados com cepa virulenta de C.
pseudotuberculosis. As vacinas pcDNApsec+PSECr e PSECr-Montanide
induziram, nos camundongos, uma forte resposta imune humoral, indicado pelos
altos niveis de IgG no soro, com predominancia de IgG1 no prime-boost e pela
producdo mista de IgG1/IgG2a na vacina de proteina recombinante. Estas duas
vacinas também induziram uma forte resposta imune celular, evidenciada pelos
niveis elevados de INF-y produzidos por células T. Houve a producao de IL-10
estimulada por pcDNApsec+PSECr. Os niveis de protecdo obtidos foram de
33,3% e 50% para as vacinas pcDNApsec+PSECr e PSECr-Montanide,
respectivamente. Portanto, as vacinas pcDNApsec+PSECr e PSECr-Montanide
induziram resposta imune mediada por anticorpos e células em camundongos e
conferiram protecéo contra infeccdo por C. pseudotuberculosis, sendo assim,
consideramos estas vacinas como candidatas promissoras para o uso contra C.
pseudotuberculosis.

Palavras-Chave: Linfadenite caseosa, Corynebacterium pseudotuberculosis,
vacina de proteina recombinante, vacina de DNA, quitosana.

1. Introducéo

Corynebacterium pseudotuberculosis € uma bactéria Gram-positiva,
parasito intracelular facultativo, pleomorfico, ndo esporulado, ndo encapsulado
e imovel [1], sendo o agente causador da linfadenite caseosa (LC)
principalmente em ovinos e caprinos [2,3], mas pode acometer uma grande
variedade de mamiferos, incluindo bovinos, bubalinos, suinos, equinos, camelos

e seres humanos [1].
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A LC é caracterizada pela presenca de necrose caseosa hos ganglios
linfaticos ou a formagdo de abcessos nos nodulos linfaticos e tecidos
subcutaneos superficiais [4], podendo acometer também 6rgdos viscerais como
pulmdes, rins, figado e baco [5]. Esta enfermidade tem causado grande impacto
nos criatorios de ovinos e caprinos e significativos prejuizos em decorréncia do
comprometimento da carne, 13, leite e pele [4].

Linfadenite caseosa é uma doenca dificil de erradicar, devido a terapia
com drogas nao ser eficaz e a detecc¢éao clinica de animais infectados apresentar
eficiéncia limitada [6]. Portanto, o controle desta doenca deve estar baseado em
medidas que possam inibir a entrada e disseminacao de C. pseudotuberculosis
no rebanho. A identificacdo e remocao de animais infectados é um fator chave
para o sucesso das medidas de controle da LC e a vacinacdo de animais é outra
estratégia amplamente recomendada para o controle desta enfermidade [5].

Vérias estratégias vém sendo testadas com o propésito de obter uma
vacina protetora e mais segura contra a linfadenite caseosa, entre elas, as
vacinas de proteinas recombinantes e vacinas de DNA. Ambas apresentam
potencial protetor sem riscos de causar a doenca e induzem resposta imune
humoral e celular [7,8]. Além disso, as vacinas de DNA tém outras vantagens
como estabilidade, baixo custo de producao e nao precisam de refrigeracao [8].

Nanoparticulas de quitosana tém sido avaliadas como carreadora para
vérias formulacdes de DNA [9]. Esta, por ser um polimero biodegradavel possui
a vantagem de prevenir o seu acumulo nas células, se sucessivas

administracdes forem necessérias, além de apresentar reduzida toxicidade. A
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degradacédo do polimero é essencial para a liberacdo do DNA dentro do citosol.
Entretanto, outra caracteristica que torna a quitosana um material promissor para
a liberacdo de DNA é que essa liberacéo é lenta, de longo prazo [10].

Em um projeto desenvolvido por este grupo de pesquisa, foram
identificados alguns genes com potencial antigénico, a partir de imunovarredura
de uma biblioteca genémica de C. pseudotuberculosis (dados submetidos a
publicacdo), entre eles, o gene psec, que codifica uma proteina de membrana,
que ainda ndo apresenta funcdo bem definida em C. pseudotuberculosis.
Estudos realizados com outras bactérias indicam que as proteinas da
superfamilia PSEC séo importantes na fisiologia bacteriana e estdo envolvidas
no crescimento, desenvolvimento, divisao celular, maturacdo da parede celular
e também viruléncia [11,12].

Considerando o potencial antigénico do gene psec, objetivou-se com este
estudo avaliar a imunoprotecdo, em camundongos BALB/c, das vacinas de
proteina recombinante, PSECr e, DNA, pcDNApsec, associada e ndo associada

a nanoparticulas de quitosana e, com prime-boost com a PSECTt.

2. Materiais e métodos

2.1. Cepas bacterianas e condi¢gdes de crescimento

Escherichia coli TOP 10 F’, BL21 DE3 ou DH5a foram utilizadas para
clonagem, armazenamento e expansao plasmidial. Escherichia coli Rosetta-

gami foi utilizada para expressao do gene psec e posterior obtencéo da proteina
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recombinante. As linhagens de E. coli foram crescidas em meio Luria- Bertani
liquido (LB) e LB &gar a 37 °C por 16 horas. Cepas de E. coli Rosetta-gami foram
cultivadas em meio 2YT liquido, seguindo as mesmas condi¢des de crescimento
das outras cepas de E. coli. As cepas de C. pseudotuberculosis foram crescidas

em caldo de infusdo cérebro e coracdo (BHI) por 48 horas a 37 °C.

2.2.Camundongos e ética ha experimentacdo animal

Camundongos BALB/c fémeas, de seis a oito semanas de idade, foram
obtidos do biotério da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Antes
dos testes, os camundongos foram aclimatados em condi¢c8es controladas (21+
2 °C e fotoperiodo de 12 horas claro/escuro), recebendo racdo comercial e agua
ad libitum. Apds o periodo de aclimatacdo, foram agrupados randomicamente
e identificados.

Todos os protocolos experimentais deste projeto foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Embrapa Gado de Corte,

sendo certificado com o protocolo n® 017/2014.

2.3. Construcéo plasmidial

O gene psec, que codifica um produto de 867 pares de base, foi
amplificado pela reacdo em cadeia da polimerase utilizando oligonucleotideos
iniciadores especificos.

A PCR foi realizada utilizando 100 ng de DNA em uma reacéo de 20 pL
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contendo tampéo 10X, 1,5mM de MgClz, 0,5mM de dNTPs, 5 pmol de cada
oligonucleotideo e 2,5 U de Taq DNA polimerase. A amplificacao foi realizada
a partir de 94 °C durante 2 minutos para desnaturacdo inicial e 34 ciclos
consistindo em 94 °C durante 30 segundos para desnaturacéo, 56 °C por 45
segundos para anelamento dos oligonocleotideos, 72 °C durante 1 minuto para
extensdo, além de 72 °C durante 10 minutos para extensao final.

O produto amplificado pela PCR e o vetor pcDNA™3.1(+) (Invitrogen®)
foram clivados com as enzimas de restricdo BamHI e EcoRI (New England
BioLabs®). Estes foram purificados com QIAEX Il Gel Extraction Kit e ligados
com T4 DNA Ligase (Promega®). Posteriormente, o plasmideo recombinante
foi inserido em células competentes E. coli DH5a, e uma colénia recombinante
foi selecionada. O DNA plasmidial foi extraido utilizando o kit Wizard miniprep™
(Promega®) e confirmado por sequenciamento automatico e clivagem
enzimatica com BamHI e EcoRI (New England BioLabs®).

Para producdo e purificacdo do plasmideo pcDNApsec, este foi
introduzido em E. coli DH5a competentes, e coldnias isoladas foram cultivadas
em meio LB liquido. O plasmideo pcDNApsec foi purificado usando o kit
EndoFree Giga (Qiagen®) seguindo recomendacdes do fabricante. A qualidade

e concentracdo do DNA plasmidial foram avaliadas em espectrofotdmetro
Nanodrop® e por eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com Sybr Gold

(Invitrogen®) e visualizado em transiluminador ultravioleta. O plasmideo foi

diluido em solucgéo fosfato salina estéril para a concentragéo final de 1 ug/uL.
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2.4. Preparagdo de DNA/nanoparticulas

A vacina de DNA, pcDNApsec, foi preparada em nanoparticulas de
quitosana usando o método de coacervagao complexa, conforme a metodologia
descrita por Mao et al. [13]. Brevemente, uma solucdo de quitosana (0,02% em
acetato de sodio 5mM, pH 5,5) e uma solucdo do pcDNApsec a 100ug/pLem
sulfato de sodio 10mM foram pré-aquecidas em banho-maria a 55 °C,
separadamente. A solucdo de quitosana (250 uL) foi gotejada sobre a solucéo
contendo o plasmideo (250 pL) e, rapidamente homogeneizada em vortex por
aproximadamente um minuto. O volume final da mistura em cada preparacao foi
limitado a 500 pL a fim de produzir nanoparticulas uniformes. A solucéo foi
reservada até alcancar temperatura ambiente e apds, estocada a 4 °C. A
formulacdo pcDNApsec complexada a nanoparticulas de quitosana, denominada
pcDNApsec+Quitosana, foi utilizada para o estudo de imunizacdo sem

purificacdo adicional.

2.5. Ensaio de protecdo do DNA encapsulado por quitosana

A formulacdo pcDNApsec e pcDNApsec+Quitosana, ambos na
concentracdo de 1lpg de DNA, e a solucdo de quitosana a 0,02% foram
incubados com DNAse | (1U), por 30 minutos a 37 °C. A integridade de
pcDNApsec e pcDNApsec+Quitosana foi analisada por eletroforese em gel de
agarose 0,8%, corado com Sybr gold e visualizado em transiluminador

ultravioleta.
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2.6. Avaliacao da eficiéncia de encapsulacao (EE)

A quantidade de pcDNApsec encapsulado nas nanoparticulas foi
calculada medindo-se a diferenca entre a quantidade total de DNA adicionado
no tampao de preparacdo de nanoparticulas e a quantidade de DNA nao
encapsulado restante na suspensao aquosa ap0s o processo de coacervacgao.
Para este fim, a suspensao de nanoparticulas foi centrifugada a 12.000 rpm por
30 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para outro tubo,
determinando-se seu volume, o qual foi utilizado no célculo da EE.

Determinou-se a concentracdo do DNA no sobrenadante utilizando o
Nanodrop (absorbancia em 260 nm). Esta determinacao foi feita em triplicata
para que fossem calculados a média (M) e o desvio padrdo (SD). A EE foi

calculada utilizando-se a seguinte formula:

((MP) — (M.S)). 100
MP

% EE =

Onde:

EE = eficiéncia (%) de encapsulacéo;

MP = Massa total do plasmideo;

M = média (ng pL-1) da concentracdo do plasmideo no sobrenadante;

S = volume (uL) do sobrenadante retirado apos a centrifugacéo.
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2.7. Deteccgao da expressado do gene psec, in vivo, por RT-PCR

Para realizacdo da avaliacdo da expresséao in vivo do gene psec, um
grupo, contendo trés camundongos fémeas BALB/c, recebeu 100 pg do
pcDNApsec+Quitosana, via intramuscular. Os camundongos foram
eutanasiados por deslocamento cervical, no periodo entre 24, 144 e 360 horas
apos a inoculacao.

Os musculos de cada camundongo, onde foi injetada a vacina
pcDNApsec+Quitosana, foram coletados para a extracdo de RNA total. As
amostras foram extraidas com o reagente trizol, segundo as recomendacfes do
fabricante. Apos a extracdo do RNA, este material foi tratado com a enzima
Amplification grade DNAse | (Invitrogen) e realizada a transcricdo reversa do

RNA para cDNA utilizando a enzima transcriptase reversa do sistema ImProm-

Il Reverse Transcription System (Promega®). Em seguida, o cDNA foi

amplificado pela técnica da PCR.

2.8. Expressao génica e purificacdo da proteina recombinante

O gene psec, confeccionado sinteticamente pela empresa de
biotecnologia Genone Biotechnologies, e ligado em plasmideo de expresséo
génica em procariotos pET-47b (+) (Novagen®), foi introduzido em E. coli
TOP10 F’ quimicamente competente, para obtencdao de estoque e cultivo. O
sequenciamento para confirmacédo da construcado plasmidial foi realizado e

fornecido pela empresa. O cultivo da cepa estoque foi realizado em meio 2YT
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liquido, para extracdo e purificacdo do plasmideo recombinante pET47bpsec

com o kit Wizard miniprep™ (Promega®).

Escherichia coli Rosetta-gami, quimicamente competente, foi
transfomada com o plasmideo recombinante pET47bpsec e a inducdo da
expressao génica foi realizada em meio 2YT liquido, com adic&o de Isopropyl
B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) a 1 mM, por incubacao a 37 °C, por 4 horas.

A proteina PSECT foi purificada por cromatografia de afinidade em resina
de niquel (ProBond Purification System, Invitrogen) e, em seguida, dializada
contra PBS por 72 horas, a 4 °C. A qualidade da purificacéo foi verificada em
gel SDS-PAGE 12%, corado com azul de comassie e a avaliagdo da
antigenicidade da proteina recombinante foi realizada por meio de Western
blotting. Para avaliagao da quantidade obtida de proteina foi utilizado o Qubit™
Fluorometer (Invitrogen), conforme orientacbes do fabricante. A proteina
purificada foi estocada a -20° C, para uso como vacina de proteina
recombinante, assim como booster apds administracdo da vacina de DNA e

como antigeno nos testes de ELISA.

2.9. SDS-PAGE e Western blotting

A proteina PSECr foi separada em varias canaletas por gel SDS-PAGE
12%, durante 1 hora e 40 minutos a 110V e visualizada por coloragcdo com
Coomassie Blue R-250. Posteriormente, foi transferida para membrana de

nitrocelulose a 70 volts, durante 1 hora e 15 minutos a 4° C. A eficiéncia de
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transferéncia foi avaliada pela coloracdo de Ponceau e as membranas com
PSECr foram bloqueadas com 5% de leite desnatado em 0,05% de PBS-Tween
20, durante 1 hora e 15 minutos, a 37 °C, sob agitacdo. As membranas foram
lavadas 3 vezes com PBS-Tween 20 a 0,05% e incubadas separadamente com
0 anticorpo monoclonal anti-histidina (Sigma-Aldrich®) na diluigdo 1:3000 e, com
soros de ovino e caprino naturalmente infectados com C. pseudotuberculosis e
soro de caprino negativo, na diluicdo 1:25, 1:100 e 1:100, respectivamente.

Decorrido o tempo, foram realizadas 3 lavagens com PBS-Tween a 0,05%
e as membranas foram incubadas com o anticorpo Anti-Camundongo IgG-
peroxidase (Sigma-Aldrich®), na diluicdo 1:3000, para identificacdo da ligacao
dos anticorpos especificos a proteina recombinante que contém residuos de
histidina em sua porcdo N-terminal. As membranas incubadas com soros de
ovinos e caprino foram submetidas a incubacdo com anticorpo secundario Anti-
Goat/Sheep IgG-Peroxidade (Sigma-Aldrich®) na diluicdo 1:5000. Bandas
reativas foram reveladas utilizando 0,6 mg/mL de diaminobenzidina (DAB)
dissolvido em solucdo contendo Tris-Hcl 50mM, NiSO4 0,3% e 1,5 yL/mL de
peréxido de hidrogénio e paralisadas por meio da lavagem das membranas em

agua bidestilada.

2.10. Imunizacéo, desafio e anélise de protecdo vacinal

Camundongos BALB/c fémeas, de 6 a 8 semanas de idade, foram

divididos em 6 grupos contendo dez integrantes cada. Os grupos foram
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denominados da seguinte maneira: PBS, Quitosana, pcDNApsec,
pcDNApsec+Quitosana, pcDNApsec+PSECr (prime-boost) e PSECr. Como
adjuvante da proteina PSECt, foi utilizado o Montanide ™ ISA 61 VG (Seppic)
e o preparo da emulséo foi de acordo com Miles et al. [14].

Os camundongos dos grupos pcDNApsec e pcDNApsec+Quitosana
foram inoculados com trés doses, de 100 ug cada, por via intramuscular. Os
animais do grupo da vacina PSECr receberam trés doses de 50 ug da proteina,
emulsionada ao adjuvante Montanide, por via subcutanea. Os camundongos do
grupo pcDNApsec+PSECr receberam 2 doses de vacina pcDNApsec
intramuscular e um refor¢co subcutdaneo com 50 pg de PSECr. Os animais dos
grupos PBS e Quitosana receberam trés doses de 100 pL, via subcutanea, de
seus respectivos controles. As trés imunizagcfes foram realizadas em intervalos
de 15 dias.

Apoés 23 dias da dltima imunizacao, seis animais de cada grupo foram
desafiados com 1x10® UFC da cepa virulenta CP 28033 de C.
pseudotuberculosis, por via intraperitoneal e monitorados diariamente por 30
dias, para avaliar a presenca e gravidade dos sinais clinicos de doenca ou
mortalidade. Os quatro animais restantes de cada grupo foram eutanasiados e
encaminhados para esplenectomia, para obtencéo de esplendcitos e avaliagéo
da resposta imune celular. Ao fim do periodo de monitoramento, os animais
desafiados com a cepa virulenta foram eutanasiados e necropsiados para
observacédo da presenca, ou nao, de lesdes sugestivas de linfadenite caseosa.

Amostras de sangue, dos 10 animais de cada grupo, foram coletadas por
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puncao do plexo retro-orbital um dia antes de cada imunizagdo e um dia antes
do desafio. Os soros obtidos foram congelados a -20 °C, para posterior anélise

nos ensaios de imunoadsorcao enzimatica.

2.11. Determinagao da resposta imune humoral

A resposta imune humoral foi avaliada pela producdo de IgG total
especifico e niveis das subclasses IgGl e IgG2a, por meio de um ensaio
imunoenzimatico indireto (ELISA). Foi realizada, anteriormente, uma
padronizacao do teste ELISA indireto para a proteina recombinante, na qual as
concentracdes 6timas de antigenos e diluicdes de soro foram determinadas por
titulacdo cruzada.

A proteina PSECr purificada (2,5 ug/mL), previamente solubilizada em
SDS 2%, foi utilizada como antigeno e adsorvida em placas de poliestireno de
96 pocgos (Costar® 3590), sendo aplicado 100 uL/pogo da proteina diluida em
tampéo carbonato bicarbonato 0,05 M pH 9,6, as placas foram incubadas em
camara umida a 4 °C por 16 horas.

Para deteccao de IgG total, as placas foram lavadas quatro vezes com
PBS-Tween 20 (PBS-T) a 0,05% e bloqueadas com 200 uL/poco de leite em po
desnatado a 5%, diluido em PBS-T, por 1 hora a 37°C. Ap6s novas lavagens
com PBS-T, foram adicionados em duplicata, 100 yL/pogo de cada soro (1:100).

As placas foram incubadas por 1 hora a 37°C, e posteriormente lavadas com
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PBS-T. O conjugado Anti-Mouse IgG-Peroxidade (Sigma-Aldrich®) na diluicdo
1:10.000, foi utilizado, seguido de incubacao por 1 hora a 37°C.

Para a avaliacdo das subclasses IgG1 e 1gG2a, as placas sensibilizadas
anteriormente com PSECr foram bloqueadas por duas horas, em temperatura
ambiente, com 200 uL/pogo de PBS-T/soro fetal bovino 10% (PBS-T/SFB). Apés
lavagens com PBS-T, foi adicionado 100 pL/pogo de cada soro (1:100) em
duplicata ou em diluicdo seriada (determinacédo de titulos). As placas foram
incubadas por 1 hora em temperatura ambiente e posteriormente lavadas com
PBS-T. Foram utilizados os anticorpos Anti-lgGl e Anti-lgG2a (BD
Biosciences®) diluidos a 1:1000 em PBS-T/SFB e as placas incubadas por duas
horas, apdés este tempo foram realizadas lavagens com PBS-T, seguido de
incubacdo com Avidina Peroxidase (Sigma-Aldrich®) (1:2000 em PBS-SFB) por
45 minutos em temperatura ambiente.

As reagdes enzimaticas foram reveladas com adicdo de 95 ulL/pogo do
cromoégeno/substrato (OPD) (Sigma-Aldrich®), diluido segundo instrucdes do
fabricante. Em seguida, as placas foram incubadas por 20 minutos ao abrigo da
luz, sendo a reacdo colorimétrica interrompida pela adicdo de H2SO4 a 2,5 N. A
densidade optica (DO) foi lida com absorbancia de 490 nm@m em
espectrofotdmetro.

A linha de corte foi determinada de acordo com Frey et al. [15]. O titulo de
cada soro foi calculado como a reciproca da maior diluicdo do soro produzindo

uma densidade 6ptica especifica superior a linha de corte.
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2.12. Avaliagéo da resposta imune celular

Vinte e oito dias apés a imunizacdao final, quatro camundongos de cada
grupo foram eutanasiados por deslocamento cervical e esplenectomizados
assepticamente, para obtencdo dos esplendcitos e posterior avaliacdo da
resposta imune mediada por células.

Suspensbes celulares de esplendcitos foram preparadas para cada
animal em meio de cultura RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino,
2 mM 1-glutamina e gentamicina (10uyg/mL). Os esplendcitos obtidos foram
cultivados a 2x10°© células por poco, em placas de 24 pocos e estimulados com
5 pg/mL da proteina recombinante PSECr. Concanavalina A foi usada na
concentracdo de 5 pg/mL como controle positivo de estimulacao linfocitaria. O
meio RPMI suplementado, sem nenhum agente estimulante, foi utilizado como
controle negativo. Os estimulos PSECr, Con A e o meio RPMI foram
previamente tratados com polimixina B (10 ug /mL), por 30 minutos, em agitacéo
constante. As culturas foram incubadas por 48 horas a 37 °C em atmosfera
umida (5% de COz). Ao fim da incubacéo, os sobrenadantes das culturas foram
aliguotados e estocados a -20°C. Os sobrenadantes foram utilizados para
determinacao da concentracao de interferon-gama (IFN-y) e interleucina 10 (IL-
10) nas culturas de esplendcitos de cada animal. A deteccdo/quantificacdo das
citocinas foi realizada utilizando um sistema de ELISA de captura comercial (BD
Biosciences®), seguindo recomendacdes do fabricante, diferenciando apenas

no uso do cromogeno que foi o SIGMAFAST™ OPD (Sigma-Aldrich®). A
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densidade optica foi lida com absorbancia de 490 nm em espectrofotdmetro.

2.13. Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas por meio dos testes de analise
de variancia (ANOVA), testes de Tukey (com p<0,05 quando houve diferenca
significativa) e Sidak (com p< 0,0001 quando houve diferenca significativa) para
avaliacao da diferenca entre os grupos, dos resultados dos ELISAS indiretos e
dos ELISAS de captura. Os dados foram analisados utilizando o programa

GraphPad Prism, versdo 6 para o Windows (GraphPad®).

3. Resultados

3.1. Producéo do plasmideo vacinal pcDNApsec

A construcdo do plasmideo vacinal pcDNApsec foi confirmada por
sequenciamento automatico (dados ndo mostrados) e submetida a digestédo
dupla com as enzimas de restricdo BamHI e EcoRI, liberando um fragmento de
867 pares de bases, correspondente ao gene psec e 5428 pares de base

referente ao plasmideo pcDNAS3.1+ (Figura 1).

3.2. Eficiéncia de encapsulacao (EE) e protecédo do pcDNApsec encapsulado

Nanocomplexos de pcDNApsec+Quitosana foram obtidos como

resultado da coacervagdo complexa entre quitosana e DNA plasmidial, com a



80

obtencédo de 100% de eficiéncia de encapsulagao.

O efeito da protecdo da degradacdo por DNAses do pcDNApsec
encapsulado por quitosana, foi analisado usando-se DNAse |. Como se pode
observar na figura 2, pcDNApsec+Quitosana foi efetivamente protegido contra
a degradacao por DNAse |, enquanto o pcDNApsec ndo encapsulado sofreu
degradacdo por esta enzima. Estes resultados indicam que
pcDNApsec+Quitosana foi preparado e obtido com excelente EE e com

resisténcia a DNAse.

3.3. Avaliagdo RNA mensageiro do gene psec in vivo

A presenca do RNAm foi observada in vivo por meio da RT-PCR para o
pcDNApsec+Quitosana, demonstrando a eficiéncia do funcionamento do

plasmideo vacinal em células eucaritticas (Figura 3).

3.4. Expresao génica de psec, purificacacdo de PSECr e Western blotting

A expressdo génica de psec para a sintese da proteina (PSECr) foi
realizada em meio 2YT liquido, a 37° C, por 4 horas, sendo induzida com 1mM
de IPTG guando as células em crescimento atingiram uma densidade 6ptica de
0,4A a 600 nm (Figura 4A). A proteina PSECTr foi purificada por cromatografia de
afinidade em resina de niquel e apresentou o peso molecular esperado de 31
Kilodaltons (kDa) (Figura 4B), sendo confirmada por eletroforese em SDS-PAGE

12% e Western blotting contra o anticorpo monoclonal anti-histidina (Figura 4C).
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Além disso, pode-se observar na figura 4C, que os soros de ovino e caprino
naturalmente infectados com C. pseudotuberculosis reconheceram a proteina
PSECr, exceto o soro negativo de caprino. Os resultados referentes ao
reconhecimento da proteina por anticorpos do isotipo IgG de ovino e caprino
naturalmente infectados com C. pseudotuberculosis demonstram a

antigenicidade da PSECt.

3.5. Avaliacao da resposta imune humoral

Para a avaliacdo da producédo de IgG e seus isotipos, IgG1 e 1gG2a, foi
realizada a técnica de ELISA indireto, tendo como antigeno a proteina
recombinante PSEC. Para analisar a progresséao da inducédo de 1gG nos animais
dos grupos, foram realizadas coletas de sangue, para obtencdo dos soros, nas
pré-imunizacdes (dias 0, 15 e 30) e no pré-desafio (dia 47), totalizando quatro
coletas.

Analisando a cronologia das imunizagdes (Figura 5), observou-se que a
partir do dia 30, houve um significativo aumento na producao de IgG total nos
animais imunizados com a vacina PSECr-Montanide; a comparagao entre as
meédias dos valores de densidade oOptica dos animais deste grupo, em relacéo
aos animais dos grupos testes e grupos controles, evidenciou que houve
diferenca estatistica significativa referente a producgéo de anticorpos (p<0,05).

No dia 47, os animais imunizados com PSECr-Montanide ainda se

destacavam com altos niveis de producao de IgG total (p<0,05), em relacdo aos
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animais dos demais grupos. Neste mesmo periodo, os animais imunizados com
a vacina pcDNApsec+PSECr apresentaram diferenca significativa (p<0,05), em
comparacao aos demais grupos. Nao foram identificados niveis de IgG total
significativos nos animais imunizados com pcDNApsec e pcDNApsec+Quitosana
e nos animais dos grupos controles PBS e Quitosana.

Sendo assim, 0s animais imunizados com pcDNApsec+PSECr e PSECr-
Montanide foram selecionados para titulagéo dos isotipos de 1gG. Foi observado
gue estas vacinas foram capazes de induzir uma producao significativamente
maior (p<0,05) de IgG1l e IgG2a, nos camundongos, quando comparadas ao
PBS, 47 dias apds a primeira imunizacao (Figura 6).

Os animais imunizados com pcDNApsec+PSECr apresentaram diferenca
significativa (p<0,0001) na producdo de IgGl e IgG2a, apresentando uma
resposta imune com predominancia do isotipo IgG1. Ja nos animais imunizados
com PSECr-Montanide houve uma resposta mista das subclasses de 1gG, ndo
sendo observada diferenca significativa entre os titulos de 1gG1 e IgG2a. Nao
houve diferenca significativa (p<0,05) na producéo de IgG1l e IgG2a entre os
grupos de animais imunizados com a vacina pcDNApsec+PSECr e os que

receberam a vacina de proteina recombinante, PSECr.
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3.6. Resposta imune mediada por células nos camundongos imunizados

A técnica de ELISA de captura foi utilizada para determinar a
concentracdo das citocinas IFN-y e IL-10, utilizando o sobrenadante da cultura
de esplendcitos, que foram anteriormente estimulados com a proteina PSECT.

Pela andlise dos resultados, demonstrou-se que as formula¢des vacinais
pcDNApsec+PSECr e PSECr emulsionado ao adjuvante Montanide, foram
capazes de induzir uma producdo significativamente maior de IFN-y quando
comparada as demais formulacdes e o controle (p<0,05) (Figura 7). Houve ainda
diferenca estatistica significativa (p<0,05) de IL-10 induzida por

pcDNApsec+PSECr em relacdo as demais formulagdes vacinais e controles.

3.7. Avaliacao da eficiéncia da protecédo vacinal apés desafio

Animais imunizados com as formulac¢des vacinais pcDNApsec+PSECr e
PSECr-Montanide foram parcialmente protegidos contra infeccdo experimental
por C. pseudotuberculosis, apresentando uma taxa de sobreviventes de 33,3%
e 50%, respectivamente (Figura 8). Ao fim do periodo de observacéo (30° dia),
nenhum dos sobreviventes apresentaram sinais clinicos de linfadenite caseosa,
tais como inapeténcia, piloerecdo, desidratacdo e apatia. Na necropsia destes
animais, néo foi observada a presenca de alteracbes macroscopicas nos 0rgaos.

O grupo pcDNApsec apresentou um animal sobrevivente no 30° dia de
observacdo (16,6%). Nao foram observados sinais clinicos e lesdes

macroscopicas de LC neste animal.
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O grupo pcDNApsec+Quitosana e 0 grupo controle quitosana
apresentaram dois sobreviventes cada (33,3%), sem alteracdes clinicas e
anatomopatologicas caracteristicas de infec¢éo por C. pseudotuberculosis.

A partir do 7° dia, animais do grupo controle PBS comecaram a morrer,
ndo havendo integrantes ao final do periodo de monitoramento. Na necropsia foi
observado que os animais apresentavam esplenomegalia e abscessos em

diversos 6rgéos, principalmente, baco, rins e figado (Figura 9).

4. Discussao

Diferentes vacinas tém sido investigadas com o objetivo de gerar uma
resposta imune eficaz e protetora contra Corynebacterium pseudotuberculosis,
entre elas, as vacinas de DNA [16] e vacinas de proteinas recombinantes [17].

Neste estudo quatro diferentes estratégias de vacinas foram utilizadas na
imunizacdo de camundongos BALB/c para investigar a imunogenicidade e
eficacia protetora da proteina de membrana PSEC de C. pseudotuberculosis:
pcDNApsec, pcDNApsec+Quitosana, pcDNApsec+PSECr e PSECr-Montanide.

O modelo murino escolhido para o desenvolvimento deste estudo foi
camundongo BALB/c, devido esta linhagem ser susceptivel a infeccéo
experimental com C. pseudotuberculosis. Estes animais também sdo de facil
manejo e apresentam linhagens isogénicas com diferentes capacidades de

resposta imune. Ademais, a infeccédo experimental com C. pseudotuberculosis
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em camundongos reproduz os principais aspectos clinicos e anatomopatoldgicos
observados em pequenos ruminantes [18].

Neste estudo, a vacina de DNA, pcDNApsec nao foi capaz de induzir
niveis significativos de IgG e das citocinas IFN-y e IL-10 e demonstrou baixa
eficiéncia protetora contra C. pseudotuberculosis (16,6%). O grupo apresentou
apenas um camundongo sobrevivente ao final do periodo de observacéo; este
animal ndo apresentava sinais clinicos de LC e na necropsia ndo foram
observados abscessos sugestivos da doenca. Estes resultados corroboram com
os dados obtidos por Brum et al. [19], onde o gene cp09720 de C.
pseudotuberculosis, usado como vacina de DNA, néo foi capaz de induzir a
producdo de anticorpos IgG1l e IgG2a e conferiu baixa protecdo nos animais
desafiados (16,6%). Porém, diferentemente dos nossos resultados,
pPpTARGET/cp09720, foi capaz de induzir significante producédo de IFN-y, que
provavelmente esta relacionado com a taxa de protecao.

A imunizacdo de camundongos com a vacina de DNA contendo o gene
hsp60 de C. pseudotuberculosis, também néo conferiu protecdo aos animais
desafiados, entretanto, foi capaz de induzir uma producéo significativa de IgG e
suas subclasses IgG1 e IgG2a [16].

Devido ao fato das vacinas de DNA apresentarem imunogenicidade
relativamente baixa, varias estratégias tém sido desenvolvidas para melhorar
sua eficacia. Entre elas, a otimizacdo do plasmideo, otimizacdo de cdédons,

melhoria nos sistemas de entrega de antigeno e as vias de imunizagdo, uso de
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adjuvantes, co-expressdo de adjuvantes moleculares e estratégia prime-boost
[20].

Entre os sistemas de administracdo de antigenos, as nanoparticulas
preparadas por biomateriais podem oferecer varias vantagens em relacdo a
outros sistemas de entrega [21]. Por exemplo, elas podem proteger o antigeno
contra a degradacéo in vitro e in vivo; limitar a distribuicdo sistémica, reduzindo
a dose e os provaveis efeitos colaterais; além de melhorar a captacdo e
apresentacao do antigeno, resultando em aprimoramento de respostas imunes
adaptativas [22].

A quitosana é um polissacarideo catiénico, biodegradavel, biocompativel
e com baixa toxicidade [23]. As nanoparticulas baseadas em quitosana tém
potencial para atuar como sistema de entrega de vacinas de DNA e para proteger
contra a degradacao biologica por nucleases [9].

Em nossos estudos, a nanoparticula de quitosana nao foi capaz de
aumentar de maneira significativa a imunogenicidade da vacina pcDNApsec; é
possivel gue tenha ocorrido alguma deficiéncia neste sistema de entrega do DNA
plasmidial, como a baixa apresentacdo do antigeno ao sistema imune do
hospedeiro. Porém, o grupo pcDNApsec+Quitosana e o grupo controle que
recebeceu apenas a quitosana, apresentaram dois animais sobreviventes cada
(33,3%) no 30° dia; estes animais estavam sadios e na necropsia néao
apresentaram lesfes macroscopicas nos 6rgdos. Na avaliacdo da resposta

celular induzida por pcDNApsec+Quitosana, foi detectada a citocina IFN-y, que
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mesmo em baixos niveis bioldgicos, pode ter sido capaz de gerar imunoprotecao
aos animais.

N&o esta claro o motivo da vacina pcDNApsec+Quitosana nao ter induzido
resposta imune nos camundongos, uma vez que o RNAm foi detectado in vivo
por meio da RT-PCR, demonstrando a eficiéncia do funcionamento do DNA
plasmidial em células eucaridticas. Uma possivel explicacdo seria que a
transfeccao e expressao génica, in vivo, nao foi eficiente, induzindo baixos niveis
de anticorpos e citocinas nestes animais.

Uma opcdo de melhoria nos sistemas de entrega de antigenos, seria 0
co-encapsulamento adicional com moléculas imunoestimulatorias, como o0s
oligonucleotidios CpG, saponinas e citocinas, com a propdsito de aumentar a
capacidade total do adjuvante, levando a resposta imune especifica melhorada
contra antigenos [24]. As moléculas imunoestimulatérias séo direcionadas aos
receptores especificos, tais como receptores tipo Toll (TLRS) e tém a capacidade
de desencadear respostas imunes mais fortes [25].

As vacinas de DNA sao consideradas econémicas e tém a vantagem de
induzir ambas respostas imune humoral e celular, no entanto, como a eficacia in
vivo das vacinas génicas nem sempre € satisfatoria [26], outra estratégia
utilizada para melhorar sua imunogenicidade é o prime-boost [27], onde s&o
realizadas doses de vacina de DNA, seguido de reforgo com vacina de proteina
recombinante.

Neste estudo, a vacina pcDNApsec+PSECr induziu a producéo de altos

niveis de IgG1l e IgG2a nos camundongos, com tendéncia a resposta do tipo
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Th2, indicada pela predominancia do isotipo IgG1. Nossos achados diferem dos
resultados observados em outros estudos, onde camundongos que receberam
a estratégia prime-boost tiveram uma maior producdo de anticorpos do isotipo
IgG2a [27, 28]. O tipo de vacina, o uso de adjuvante, a via de imunizagao, ou
ainda, a prépria natureza do antigeno, podem ter direcionado o perfil de resposta
imune.

A imunidade contra patégenos intracelulares requer mecanismos
mediados por células. Respostas do tipo Thl, caracterizadas pela producéo de
IFN-y, é essencial para conferir imunidade protetora contra infeccao por C.
pseudotuberculosis [29]. Células Th2 sdo capazes de produzir IL-10 que
estimulam também a diferenciacao de células B em plasmécitos para produzirem
IgG1, favorecendo assim o desenvolvimento da resposta imune humoral. A
presenca de IL-10 também pode resultar no blogueio da ativacao de macroéfagos,
a partir do impedimento da atuacéo do IFN-y [30].

A vacina pcDNApsec+PSECr foi capaz de induzir a producéo significativa
das citocinas IFN-y e IL-10. No entanto, a producédo de IL-10 induzida por
pcDNApsec+PSECr foi menor que a producdo de IFN-y, ndo justificando a
producdo de IgG1l ser maior que a producédo de IgG2a, neste grupo. Uma
possivel explicacdo seria que alguma outra citocina de resposta Th2, que néo foi
mensurada neste estudo, tenha atuado nas células B, aumentando entdo os
niveis de IgG1.

Quanto a protecao, as vacinas pcDNApsec+PSECr e PSECr emulsionada

ao adjuvante Montanide demonstraram capacidade imunoprotetora de 33,33% e
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50%, respectivamente; sendo que 0s animais nao apresentaram sinais clinicos
e/lou lesdes sugestivas de LC ao final do periodo de monitoramento.
Diferentemente do que aconteceu com 0s animais do grupo controle PBS, que
nao apresentou sobreviventes ao fim do periodo de monitoramento.

O potencial protetor da vacina PSECr-Montanide provavelmente esta
associado aos altos niveis de IgG1l e IgG2a induzidos, com a significativa
producdo de IFN-y e os baixos niveis biologicos detectaveis de IL-10. Desta
maneira, PSECr-Montanide, foi capaz de gerar uma resposta mista de
subclasses de IgG, ou seja, modulada por células Thl e Th2. Um perfil misto de
resposta imune também foi induzido em camundongos imunizados com HSP60r,
no entanto, esta vacina de proteina recombinante nao foi capaz de proteger os
animais apoés o desafio com C. pseudotuberculosis [31].

Em concluséo, nossos resultados indicam que pcDNApsec+PSECr e
PSECr-Montanide séo fortes candidatas a serem aprimoradas e testadas como
vacinas contra linfadenite caseosa em ovinos e caprinos, pois foram capazes de
induzir resposta imune humoral e celular, protegendo parcialmente os

camundongos ap6és desafio com C. pseudotuberculosis.
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Figuras e Legendas

—» 5428 pb

Figura 1: Andlise de reacao de clivagem do plasmideo vacinal pcDNApsec. Eletroforese em gel
de agarose 0,8% corado em Syber Gold. Plasmideo vacinal submetido a reagfes de clivagem
utilizando enzimas de restricdo Bam HI e Eco RI. Canaleta 1 — Marcador Molecular 1kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen). Canaleta 2 - Plasmideo vacinal ndo clivado. Canaleta 3 - Reacgéo de restricao
com o plasmideo recombinante e enzima BamHI, observando-se 8295 pb correspondente ao
plasmideo vacinal pcDNApsec. Canaleta 4 - Reagdo de restricdo do plasmideo vacinal com as
enzimas Bam HI e Eco RI, observando-se uma banda de 5428 pb correspondente ao plasmideo
pcDNA3.1+ e uma banda de 867 pb correspondente ao gene psec.
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Figura 2: Eficiéncia de protecdo contra DNAse I. Eletroforese em gel de agarose 0,8% corado
em Syber Gold. Canaleta 1- Marcador Molecular 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Canaleta 2-
pcDNApsec n&o digerido. Canaleta 3- pcDNApsec-Quitosana + DNAse |. Canaleta 4-
pcDNApsec + DNAse I.
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Figura 3: RT-PCR com cDNA obtido a partir do RNA total extraido de musculos de animais
injetados com 100 pg de pcDNApsec+Quitosana. Eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado
em Syber Gold: Canaleta 1 - Marcador molecular 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Canaleta 2
- Animal eutanasiado ap0s 72 h da inoculac@o. Canaleta 3 - Animal eutanasiado apds 144 h da
inoculagdo. Canaleta 4 - Animal eutanasiado ap6s 360 h da inoculagdo. Canaleta 5 -Controle
positivo da PCR. Canaleta 6 - Controle negativo da PCR. Canaleta 7 - Controle negativo da
Transcricdo Reversa.
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Figura 4: Producéo, purificacdo e avaliacdo da antigenicidade da PSECr. Eletroforese em gel
SDS-PAGE — 12% corado com Coomassie Blue R-250. (A) Inducédo da expressdo génica de
psec: Canaleta 1 - Marcador de proteina — BenchMark Protein Ladder (Life Techcnologies).
Canaleta 2 - Perfil das proteinas de Escherichia coli antes da indugcdo com isopropil-tio-f3-
galactosideo (IPTG). Canaleta 3 - Indugéo de PSECr apds 4 h de adicdo com 1mM de IPTG. (B)
Purificacdo de PSECr por cromatografia de afinidade em resina de niquel (ProBond Purification
System, Invitrogen): Canaleta 1- marcador de peso molecular de proteinas - Prestained
Molecular Weight Marker (Sigma). Canaleta 2- Banda correspondente a proteina PSECr
purificada (31 kDa). (C). Analise por meio de Western blotting da proteina PSECr de
Corynebacterium pseudotuberculosis: Canaleta 1- marcador de peso molecular de proteinas -
Prestained Molecular Weight Marker (Sigma). Canaleta 2 - Soro de camundongo anti histidina.
Canaleta 3 — Soro de ovino naturalmente infectado. Canaleta 4 - Soro de caprino naturalmente
infectado. Canaleta 5- Soro de caprino livre de patdgeno como controle negativo.
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Figura 5: Deteccdo de IgG especifico para o antigeno PSECr. Cinética da inducdo de 1gG
representada pela média das densidades épticas de cada grupo, a cada periodo apds as
imunizacdes. O simbolo * demonstra diferenca significativa (p<0,05) do grupo
pcDNApsec+PSECr, no dia 47 e, do grupo PSECr-Montanide, nos dias 30 e 47, quando
comparados aos demais grupos.
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Figura 6: Titulo final dos isotipos IgG1 e IgG2a nos soros dos camundongos, 47 dias apds a primeira
imunizacdo. Estdo representadas as médias das densidades épticas de cada grupo com seus
respectivos desvios padrdes. O simbolo * demonstra diferenca significativa (p<0,05), quando
comparadas as médias entre os titulos de IgG1 e IgG2a.
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Figura 7: Determinacdo da concentragdo das citocinas IFN-y e IL-10 no sobrenadante do cultivo
de esplendcitos, obtidos de camundongos imunizados com as formulagdes vacinais e controles,
por meio de ELISA de captura. Médias dos niveis de producéo das citocinas IFN-y e IL-10. O

simbolo * demonstra diferenca significativa (p<0,05) na producao de IFN-y e IL-10 em relacéo as
demais vacinas e controles.
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Figura 8: Curva de sobrevivéncia dos animais dos grupos testes e grupos controles, desafiados
com 2x108 da cepa virulenta CP 28033 de Corynebacterium pseudotuberculosis. Os animais foram
monitorados por 30 dias, para avaliar a presencga e gravidade dos sinais clinicos de doenc¢a ou
mortalidade.
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Figura 9: Orgdos de camundongos com alteracdes anatomopatoldgicas causadas por
Corynebacterium pseudotuberculosis, apés desafio. (A) baco; (B) figado; (C) rins. As setas pretas
indicam os abscessos caseosos.



