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Resumo

SANCHES, S. C. Desenvolvimento e avaliagdo de uma Vacina de DNA contra
Corynebacterium pseudotuberculosis. 2013. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS,
2013.

A linfadenite caseosa (LC) é uma doenca zoonética de ovinos e caprinos causada pela
bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis, responsavel por consideraveis perdas
econdmicas a cadeia da caprinovinocultura. A imunoprofilaxia certificada pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento € a vacina 1002®, manipulada a partir de uma amostra
atenuada de C. pseudotuberculosis que € indicada apenas para caprinos. O desenvolvimento
de uma vacina de DNA é uma alternativa consideravel, pois além de conferir reposta imune
humoral e celular é também de baixo custo e facil manipulagdo. Assim, o objetivo neste
estudo foi desenvolver uma vacina de DNA contra LC, testa-la em camundongos BALB/c,
avaliar a producdo de anticorpos especificos e niveis de protecdo conferida aos animais
testados. Para isto, 0 gene denominado proteina de superficie de membrana (psm), que produz
uma proteina potencialmente antigénica, selecionado por técnica de imunovarredura de uma
biblioteca de expressdo de C. pseudotuberculosis foi usado como alvo da construcdo de uma
vacina de DNA. Parte deste gene foi amplificado pela PCR e clonado nos plasmideos pET28a
e pcDNA3.1+ para producdo de proteina recombinante in vitro e expressao in Vvivo,
respectivamente. Grupos de cinco camundongos da linhagem BALB/c receberam quatro
doses do candidato a imundgeno e associacdo (pcDNApsm, pcDNApsm + pCIIL-12) e doses
controle (pcDNA3.1+, pCIIL-12 e PBS). Amostras sanguineas foram coletadas apds 15 dias
de cada inoculacdo para posterior andlise humoral. O ELISA indireto revelou que o candidato
a imundgeno foi capaz de induzir resposta especifica de 1gG e subclasse 1gG1 e 1gG2a e 0s
estudos de protecdo mostraram que o candidato a imundgeno pcDNApsm evitou a morte de

20% dos animais testados.

Palavras-chave: linfadenite caseosa, vacina de DNA, proteina recombinante, ELISA.



Abstract

SANCHES, S. C. Development and evaluation of a DNA vaccine against Corynebacterium
pseudotuberculosis. 2013. Dissertagdo (Mestrado). Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2013.

The caseous lymphadenitis (CL) is a zoonotic disease of sheep and goats caused by the
bacterium Corynebacterium pseudotuberculosis, responsible for considerable economic losses
to the chain caprinovinocultura. The immunoprophylaxis adopted by the Ministry of
Agriculture, Livestock and Supply is the vaccine 1002®, manipulated from a sample
attenuated C. pseudotuberculosis and does not confer immunity sufficient to protect the
animals. The desenvolviment of a DNA vaccine is a considerable alternative because besides
conferring humoral and cellular immune response is also low cost and easy handling. The
objective of this study was to construct a DNA vaccine against LC, test it in BALB/c and
assess levels of specific antibodies in animals. For this, the gene called Surface Protein
Membrane (psm) which produces a potentially antigenic protein selected by a technique
imunoscreening expression library of C. pseudotuberculosis was used as a target for
construction of a DNA vaccine. Part of this gene was amplified by PCR and cloned into
pcDNA3.1+ plasmids pET28a and for the production of recombinant protein expression in
vitro and in vivo, respectively. Groups of five mice of BALB/c were with four doses of
vaccine plasmids (pcDNApsm and pcDNApsm + pCIlIL-12) and dose control (pcDNA3.1 +,
pCIlIL-12 and PBS). Blood samples were collected 15 days after each injection for analysis
humoral. The ELISA revealed that the formulation was able to induce specific IgG response
and subclasses 1gGl and 1gG2a, and studies have shown that protection formulation

preventing the death of 20% of the tested animals.

Keywords: caseous lymphadenitis, DNA vaccine, recombinant protein, ELISA
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INTRODUCAO

A criacdo de ovinos e caprinos vem ganhando espaco no agronegécio brasileiro, e
assim criando novas oportunidades no mercado nacional de produtos de origem animal. No
ano de 2011 o Estado de Mato Grosso do Sul possuia um rebanho ovino de 497.631 cabecas e
caprino de 39.556 cabecgas, o que corresponde a 2,82% e 0,42% do rebanho nacional,
respectivamente. A evolucdo na demanda de produtos de origem ovina e caprina despertou a
necessidade do uso de tecnologias na produgdo destes animais visando o0 aumento na
producdo, bem-estar, satde animal e alimentos saudaveis e seguros.

Uma das principais causas de prejuizos na criacdo de ovinos e caprinos é o
acometimento do rebanho por enfermidades contagiosas que séo disseminadas principalmente
por manejo inadequado e falta de orientacdo adequada aos criadores, quanto a sanidade de seu
rebanho.

A linfadenite caseosa (LC), também conhecida como mal do carogo, é uma das
principais doencas infectocontagiosas que acometem ovinos e caprinos. O agente etiolégico é
a bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis (BENHAM et al., 1962; CAMERON &
MINNAR, 1969; BATEY, 1986b). Esta enfermidade é caracterizada por causar abscessos que
possuem material purulento de cor amarelo-esverdeada e consisténcia firme. A forma clinica
apresenta abscessos em linfonodos superficiais e/ou pele. J& a forma subclinica é
acompanhada por abscessos em linfonodos internos e 6rgdos como os pulmdes e figado
(KIMBERLING, 1988; SMITH & SHERMAN, 1994; PEKELDER, 2000; SOBRINHO,
2001).

Além de ser uma zoonose, essa enfermidade possui carater cronico e é responsavel por
grandes perdas econémicas por causar diminuicdo na producéo de carne, leite e 1a (quando os
linfonodos superficiais sdo acometidos) e ainda desvalorizacdo da pele devido a cicatrizes
advindas dos abscessos. Na forma visceral, a doenca atinge 6rgdos o que resulta no
emagrecimento, na condenacdo de carcacas e na morte do animal. (KIMBERLING, 1988;
WILLIAMSON, 2001; MEYER et al., 2002).

O uso de antibidticos ndo € recomendavel, devido a impossibilidade de penetracdo
pela espessa capsula dos abscessos e pela capacidade de deixar residuos na carne e leite,
portanto faz-se necessario o uso de medidas profilaticas. No Brasil o Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) certificou a Vacina 1002®, obtida a partir de
uma cepa de C. pseudotuberculosis naturalmente atenuada, mas que € indicada para 0 uso

apenas em caprinos.



A LC ¢é endémica no Brasil, e possui uma prevaléncia clinica meédia de
aproximadamente 30% dos animais (SOBRINHO, 2001). A prevaléncia desta doenga em
pequenos ruminantes € geralmente subestimada, uma vez que sua notificacdo ndo é
obrigatéria no Brasil e em varios paises, e muitos criadores ndo tém a consciéncia do seu
impacto econdémico e ndo indentificam animais com sintomas subclinicos dificultando assim
seu controle (BAIRD & FONTAINE, 2007).

Considerando a relevante importéncia da LC na cadeia da caprinovinocultura se faz
necessaria a producdo de novas vacinas que confiram maior protecdo a caprinos e ovinos e
sejam facilmente manipuladas. Assim, propde-se neste estudo construir uma vacina de DNA
contra LC, testa-la em camundongos BALB/c e avaliar a producdo de anticorpos especificos e
niveis de protecdo conferida nos animais testados.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Agente Etiologico

2.1.1 Histérico

O agente etiolégico da Linfadenite Caseosa € a bactéria Corynebacterium
pseudotuberculosis (BENHAM et al., 1962; CAMERON & MINNAR, 1969; BATEY,
1986b). Corynebacterium pseudotuberculosis foi descrita primeiramente por Edmond Nocard
em 1888, apds ter sido isolada de uma lesdo oriunda de uma linfangite bovina (NOCARD,
1896, revisto em ALVES et al., 2007). Em 1891, Hugo Von Preisz cultivou bactérias
provenientes de uma lesdo renal de ovelha e constatou semelhancas entre estas e a bactéria
isolada por Nocard. Dai entdo esta bactéria passou a ser chamada de Bacilo de Preisz-Nocard
(SMITH, 2003). Em 1896, Lehmann ¢ Neumann passaram a chamar a bactéria por “Pseudes
tuberculosis” (do grego, falsos tubérculos), devido a suposta similaridade clinica entre les6es
causadas por esta bactéria e lesdes desenvolvidas por bactérias causadoras da tuberculose, a
Mycobacterium tuberculosis (BAIRD & FONTAINE, 2007). Em 1948 durante a 62 edicdo do
Bergey’s Manual a nomenclatura passou a ser designada oficialmente por Corynebacterium

pseudotuberculosis (COSTA, 2002; ALVES, 2007; BAIRD & FONTAINE, 2007).



2.1.2 Caracteristicas do microorganismo e cultivo

Corynebacterium pseudotuberculosis é uma bactéria intracelular facultativa, difteroide
tipico que se caracteriza como um bacilo Gram-positivo curto e irregular (0,5a 0,6 pm por 1 a
3 um), pode se apresentar com aspecto cocoide, se mostrar isolado, formando grupamentos
irregulares ou em pali¢ada, sdo imoveis, anaerobios facultativos, fermentativos e ndo formam
esporos (BENHAM et al.,, 1962; MERCHANT & PACKER, 1975; BATEY, 1986b; QUINN
et al., 1994; BAIRD & FONTAINE, 2007). Esta bactéria é catalase positiva, geralmente reduz
nitrato e telurito, raramente acidifica lactose, rafinose ou liquefaz gelatina (ABREU et al.,
2008).

Este microorganismo faz parte do grupo de bactérias do género Corynebacterium que
juntamente com bactérias que fazem parte dos géneros Mycobacterium, Nocardia e
Rhodococcus compdem o complexo “CMNR” (BARKSDALE et al., 1891). Bactérias
representantes desse grupo sdo caracterizadas por possuirem parede celular lipidica densa
(JOLLY, 1966), que a torna hidrofobica e pode contribuir para a leucotoxicidade e sua
sobrevivéncia dentro dos fagdcitos (BIBERSTEIN & HIRSH, 2003). A fracdo lipidica da
parede interfere no processo de fagocitose, pois impede a hidrolise enzimatica dos lisossomos
e potencializa os efeitos citotoxicos no hospedeiro e esta diretamente relacionada a
caracteristica piogénica da afeccdo, reconhecida como fator determinante na viruléncia do
microorganismo (SMITH et al., 1997; WILLIAMSON, 2001; MEYER et al., 2005).

A presenca destes lipidios € ainda, atribuido ao crescimento padrdo em meio liquido,
formando flocos caracteristicos (e a formacdo de uma pelicula mais densa confere uma maior
viruléncia) (JOLLY, 1966). A formacao de flocos ainda dificulta a padronizacéo de indculos,
pois a quantidade de colbnias viaveis é consideravelmente diminuida. O rendimento da
cultura pode ser aumentado com adicdo de mono-oleato de sorbitan, Tween 80, além de
aumentar a atividade hemolitica desses microorganismos (JOLLY, 1966; BATEY, 1986a
SUTHERLAND et al., 1989).

Corynebacterium  pseudotuberculosis € um  microorganismo  exigente
nutricionalmente, ja& que o seu crescimento 6timo ocorre, principalmente, em meios BHI
(infusdo de coracdo e cérebro) enriquecidos com soro ou sangue animal (COSTA, 2002). Em
experimento de curva de crescimento bacteriano realizado por Carvalho e colaboradores em
2013, indica que C. pseudotuberculosis tem melhor crescimento em soro fetal bovino (SFB).
Essa taxa aumentada esta relacionada diretamente com a mudanca da fisiologia da bactéria

perante o contato com fatores fisiolégicos de um hospedeiro, ja que o SFB tem uma gama de



componentes fisiologicos como proteinas séricas, hormonios, lipideos e vitaminas. O
crescimento pode ser melhorado ainda, quando é adicionado extrato de levedura, triptona ou
lactoalbumina (CAMERON & SWART, 1965). O meio so6lido ideal para o crescimento
dessas bactérias é o agar BHI enriquecido com sangue, onde se formam coldnias pequenas, de
coloracdo branco-acinzentada, opacas e friaveis apds um periodo de 24 a 48 horas (BROWN,
1986). Apds 72 horas de incubacdo, as colbnias podem atingir de 2 a 3 mm de diametro,
assumem coloracdo creme-amarelada e podem ser deslocadas na superficie do meio pela
grande quantidade de lipidio da parede celular (QUINN et al., 1994).

O crescimento é anaerdébio facultativo, mas pode ser melhorado quando é cultivado em
atmosfera de 5% de CO, (BENHAM et al.,1962; MUCKLE & GYLES, 1983). A faixa de
temperatura de crescimento de C. pseudotuberculosis estd entre 14 e 40°C, porém seu
crescimento 6timo ocorre em temperatura de 37°C e em pH de 7,0 a 7,8 (MUCKLE &
GYLES, 1983; QUINN, 1994; COSTA, 2002).

2.1.3 Antigenos candidatos vacinais

Muitos estudos vém sendo desenvolvidos com o intuito de identificarem e
caracterizarem antigenos que possam estar relacionados a C. pseudotuberculosis, seja na
célula bacteriana (antigenos somaticos) ou estarem no sobrenadante de cultura bacteriana
(antigenos secretados) (ALVES et al., 2007). Além da fosfolipase D (antigeno somatico)
varias proteinas foram identificadas como potenciais antigenos de C. pseudotuberculosis.

Em 1991, Ellis identificou, por meio da técnica de Western Blotting, 22 proteinas com
pesos moleculares entre 12 e 120 kDa, reagentes a soro de animais infectados quando
estudava resposta de anticorpos em animais infectados. Muckle e colaboradores em 1992
identificaram em sobrenadante de extrato bacteriano, também por Western Blotting sete
antigenos reagentes ao soro de 40 animais acometidos pela LC (estudo de resposta humoral).
Nenhum dos sete antigenos foi detectado pelos soros de 160 ovinos sem a doenca. Ainda em
1992, Ter Laak e colaboradores identificaram seis proteinas com peso molecular entre 29 e 68
kDa que reagiram com soro de ovinos e caprinos infectados naturalmente e
experimentalmente.

Braitwaite e colaboradores em 1993 utilizou o método dodecil sulfato de sodio gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) e p6de observar mais de 20 bandas proteicas que compdem as
células bacterianas em um estudo de classificacao de proteinas provenientes de amostras de C.

pseudotuberculosis.



Em 1994 Walker e colaboradores identificaram por meio da técnica de Western
Blotting um antigeno de 40 kDa e o nomearam de CP-40. O antigeno CP-40 foi entdo
associado ao hidroxido de aluminio e utilizado como imundgeno em ovinos e estimulou uma
resposta protetora de 82% nos animais imunizados. No ano seguinte o gene correspondente a
proteina CP-40 foi clonado e sequenciado, e verificaram que esta proteina é diferente
daquelas que ja tinham sido sequenciadas até entdo. A analise bioquimica da proteina revelou
propriedade proteolitica, provavelmente pertencente ao grupo das serino-proteases e
similaridade com a toxina PLD, ambas séo hidrofébicas. A CP-40 foi sugerida como possivel
fator de viruléncia (BAIRD & FONTAINE, 2007).

Paule e colaboradores em 2004 utilizaram SDS-PAGE e imunoblotting para buscar
possiveis antigenos secretados e/ou somaticos. A fracdo secretada foi obtida a partir do
sobrenadante de culturas celulares em meio BHI, por tratamento com NaCl 1M, ja a fracéo
somatica foi obtida por métodos ultrassdnicos e detergentes, e assim puderam identificar

proteinas de alto peso molecular ndo descritas até entéo.

2.1.4 Fatores de viruléncia

Corynebacterium pseudotuberculosis produz varios fatores de viruléncias, sendo que
dois antigenos se destacam: uma potente exotoxina hemolitica PLD - fosfolipase D (o fator
virulento mais importante de C. pseudotuberculosis) e um lipideo de superficie, o &cido
micodlico, que constitui 6,52% da parede celular deste microorganismo (HODGSON et al.,
1990; HODGSON et al., 1999; EUZEBY & GUERIN-FAUBLEE, 2000; ALEMAN &
SPIER, 2001). A fosfolipase D esta relacionada com a disseminacdo de C. pseudotuberculosis
no organismo hospedeiro e o acido micdlico € um importante fator piogénico. Tais antigenos
contribuem para a inflamacédo, edema e disseminacdo do microorganismo durante a formacao
dos abscessos (SONGER et al., 1997).

A exotoxina PLD foi identificada em C. pseudotuberculosis primeiramente por Carne
em 1940 e sua producdo foi encontrada por Songer e colaboradores em todas as cepas
estudadas. Esta exotoxina possui 31 kDa e é responsavel pela disseminacdo da bactéria dentro
do hospedeiro, mediante 0 aumento da permeabilidade vascular local, atraves da destruicdo da
esfingomielina na parede celular vascular (BROWN & OLANDER, 1987).

A permeabilidade vascular tem sido o fator de maior importancia quando se trata de
pesquisa da exotoxina PLD. Em outros microorganismos patogénicos a PLD é um importante
fator de viruléncia (BAIRD & FONTAINE, 2007), a similaridade entre a exotoxina de C.



pseudotuberculosis e C. ulcerans (causadora da difteria em humanos) é de 97% (MC
NAMARA et al., 1995).

A fosfolipase D é responsavel por causar supuracdo, dermonecrose e morte em
diversas espécies de animais de laboratorio e de animais domésticos (CARNE, 1940; JOLLY,
1966; LOVELL & ZAKI, 1966).

Ja o lipidio toxico € responsavel por uma protecdo mecanica e uma possivel protecdo
bioquimica da acdo das enzimas hidroliticas dentro dos lisossomos, permitindo assim a
resisténcia a digestdo enzimética celular, bem como sobreviver como um patdgeno
intracelular facultativo em macrofagos. A atenuacdo gerada por repiques sucessivos esta
relacionada a um estreitamento desta camada lipidica (HARD, 1975), porem Cameron &
Minnar (1969) comprovaram que a extracdo por solventes deste componente lipidico ndo
afetava a imunogenicidade da parede celular e Zaki em 1976 complementa mostrando que
bactérias que sdo submetidas a agentes quimicos ou fisicos perdem a capacidade de matar
camundongos, mas mantém a propriedade de causar lesdes piogénicas estéreis.

Ha ainda pouco conhecimento sobre os mecanismos moleculares de viruléncia e
controle da expressao génica da bactéria C. pseudotuberculosis (RUIZ et al., 2011).

Portanto, devidos aos poucos dados reportados na literatura sobre a viruléncia de C.
pseudotuberculosis observa-se preeminente a identificacdo de genes responsaveis pelos
diferentes mecanismos de viruléncia e patogenicidade utilizados por este microorganismo,

sendo fundamental para o entendimento de como este patdgeno causa a doenca.

2.2 Epidemiologia

2.2.1 Distribuicado geografica e prevaléncia

A linfadenite Caseosa é uma importante doenca infectocontagiosa muito difundida
mundialmente, porém pouco relatada e sua prevaléncia é subestimada, ja& que ndo é de
notificacdo obrigatoria em muitos paises (BAIRD & FONTAINE, 2007). A linfadenite
caseosa pode ainda se apresentar muitas vezes na forma subclinica e assim ser negligenciada
por produtores que desconhecem a importancia econdmica de tal doenca.

A prevaléncia e a incidéncia da linfadenite caseosa em rebanhos caprinos e ovinos
estdo relacionadas as condi¢des inadequadas do ambiente, por diminuicdo das defesas
orgénicas dos animais, e pela falta de um programa sanitério integrado de prevencdo e
controle (BLOOD & HENDERSON, 1999).



A linfadenite caseosa ja foi relatada em paises que possuem grandes rebanhos ovinos
como Canada, Australia, Franga, Nova Zelandia, Estados Unidos, Brasil, Suiga, Uruguai,
Venezuela, Turquia, Cuba entre outros, especialmente em regifes tropicais e subtropicais,
tratando-se, portanto de um microorganismo cosmopolita. (RUIZ et al., 1995; LITERAK et
al., 1999; PEKELDER, 2000; WILLIAMSON, 2001; ARSENAULT et al., 2003; CABRERA
et al., 2003; CHIRINO-ZARRAGA et al., 2005; IVANOVIC et al., 2009).

A linfadenite caseosa é endémica no Brasil, com uma prevaléncia clinica média de
aproximadamente 30% dos animais. (SOBRINHO, 2001). Varios relatos tém sido feitos a
respeito da incidéncia desta doenca em diferentes Estados brasileiros. No Estado da Bahia um
estudo sorolégico, demonstrou a presenca de anticorpos séricos contra a C.
pseudotuberculosis em 46,6% dos caprinos analisados (MEYER, 2004). Ja no Estado do Rio
de Janeiro, Langenegger e colaboradores (1991), observaram que a incidéncia média de
animais que apresentam a doenca é de 29,4 %, com uma variagdo de 3,6 % a 100 % nos trés
rebanhos estudados. Em 2009 o rebanho caprino mineiro estava acometido em 78,9% naquele
ano, quando os produtores revelaram que apenas 17,5% de seus animais tinham sinais clinicos
da LC (SEYFFERT et al., 2010). Na regido sul do pais foi descrita a ocorréncia de 8,09% de
LC em ovinos (BELCHIOR et al., 2006).

2.2.2 Hospedeiros, fonte de infeccédo e transmissao

Corynebacterium pseudotuberculosis & patogénica para uma grande variedade de
mamiferos (BAIRD & FONTAINE, 2007). Esta bactéria foi isolada em varias espécies,
incluindo cavalos, gado, camelos, suinos, bufalos, e em seres humanos (DORELLA et al.,
2006), mas é em ovinos e caprinos que assume importante papel sanitario e econémico.

A linfadenite caseosa, em ovinos e caprinos, ocorre em todas as racas, Sexos, e
estacGes do ano. Os animais adultos sdo 0s mais comumente acometidos (KIMBERLING,
1988; MEYER et al., 2002; RADOSTITS et al., 2002), sendo mais comum em rebanhos
deslanados (VESCHI, 2005). A prevaléncia aumenta com a idade (IVANOVIC et al., 2009).

A principal fonte de propagacdo da linfadenite caseosa € introducdo de animais
infectados e troca de equipamentos contaminados entre propriedades. A fonte de infecgdo
mais importante é o conteldo dos abscessos que supuram e contaminam o meio ambiente. O
fator decisivo para a manutencdo da fonte de infeccdo é a habilidade de sobrevivéncia de C.

pseudotuberculosis por longos periodos no solo e em materiais diversos (MEYER et al.,



2005). A fistulacdo de abscessos pode ainda contaminar agua, alimentos, utensilios (como
tosquiadeiras, pingas de casco e cordas) e materiais cirdrgicos (bisturis, tesouras, pingas)
(NOZAKI, 2000; BELCHIOR et al., 2006; RADOSTITS, 2002). A transmissdo é facilitada
nos sistemas de criacdo onde ha alta densidade populacional (PUGH, 2002) e os reservatorios
séo os animais infectados (PIONTKOWSKI & SHIVVERS, 1998).

Animais com lesfes pulmonares podem representar uma importante fonte de infeccéo
para animais sadios. A descarga de aerossOis de animais acometidos juntamente com
ambientes excessivamente contaminados é sugerida como possivel via de transmissdo nas
corinebacterioses (PEPIN et al.,1994; CHIRINO-ZARRAGA, 2005). Segundo Paton e
colaboradores (1995), a fonte de microrganismos, em rebanhos ovinos, poderiam ser lesdes
pulmonares clinicamente ndo diagnosticadas.

A porta de entrada de C. pseudotuberculosis difere entre ovinos e caprinos devido a
diferencas de comportamento entre essas especies. Alguns autores sugerem que essa variacao
de portas de entradas resulta da diferenca de distribuicdo de abscessos no corpo das duas
espécies, pela diferenca anatdbmica dos linfonodos (COSTA, 2002; CETINKAYA et al.,
2002). Nos ovinos, a contaminacdo da pele apds as tosquias e banhos de imersdo parece
representar os principais fatores de risco na transmissao do patdgeno, resultando em abscessos
de pele em varias regides do corpo e enfartamento de linfonodos regionais (COSTA, 2002).
Nos caprinos, a alimentacdo com forragens grosseiras e as abrasdes em animais alimentados
em canzis, determinariam o predominio da linfoadenomegalia nas regibes da cabeca e
pescoco (CETINKAYA et al., 2002).

A doenca apresenta um periodo de incubacéo longo, o que é um grande problema para
criadores ja que dificulta a separacdo entre animais infectados e animais ndo infectados,
dificultando assim o diagnostico da doenca e perpetuando a linfadenite caseosa no rebanho
(BATEY, 19864a).

2.2.3 Potencial zoonotico e implicagdes em saude publica

O numero de notificacdes da ocorréncia de linfadenite caseosa em humanos tem
crescido significativamente na Gltima década, normalmente em individuos imunossuprimidos
(HOUSE et al.,, 1986; BELCHIOR et al., 2006), porém é uma doenca de ocorréncia
esporadica.

A linfadenite caseosa é caracterizada como uma doenca ocupacional, ja que acomete

médicos veterinarios, trabalhadores de frigorificos e outros profissionais que mantém contato



com os animais de producéo, particularmente pequenos ruminantes e equinos (PEEL et al.,
1997; ALVES et al., 2007).

A transmissdo do agente para o homem pode ocorrer pelo contato com material
purulento procedente de lesfes de pele e/ou abscessos de linfonodos (JOIN-LAMBERT et al.,
2006). Peel e colaboradores relataram em 1997 um caso de LC humana decorrente de ingestéo
de carne caprina crua e leite de vaca contaminados com a bactéria C. pseudotuberculosis.

A maioria dos casos € descrito em paises como Australia, Nova Zelandia, EUA,
Franca e Espanha, onde se concentram grandes rebanhos ovinos e caprinos (BELCHIOR et
al., 2006).

O primeiro caso relatado de LC humana foi feito por Lopez e colaboradores em 1966.
O diagnostico foi realizado por meio de identificacdo microbioldgica do material aspirado do
linfonodo acometido e exame anatomo-patolégico. O quadro clinico foi caracterizado pela
presenca de fadiga, dor muscular, figado aumentado e macio e linfadenopatia localizada. O
quadro clinico em humanos é semelhante ao encontrado em ovinos e caprinos (MILLS et al.,
1997; PEEL et al., 1997). Séo aproximadamente 33 casos de LC em humanos relatados na
literatura segundo Bastos e colaboradores (2012).

A maioria dos casos de LC em humanos foi solucionada com a extirpagéo cirdrgica do
linfonodo abscedado e aplicagédo de antibidticoterapia (MILLS et al., 1997; PEEL et al., 1997
LIU et al., 2005).

Né&o ha dados relatados de casos letais em humanos (BAIRD & FONTAINE, 2007).

2.3 Patogenia e manifestacgdes clinicas

Corynebacterium pseudotuberculosis é considerado um importante patdgeno devido
aos seus fatores de viruléncia, principalmente, a fosfolipase D e os acidos micdlicos de sua
parede celular. Estes fatores de viruléncia sdo responsaveis pela disseminacao do patégeno no
hospedeiro e pelo poder piogénico de C. pseudotuberculosis, sendo entdo os principais
responsaveis no desenvolvimento da patogenia da LC (ALEMAN & SPIER, 2001).

A partir da porta de entrada a bactéria, C. pseudotuberculosis, é fagocitada por
macrofagos e neutrofilos, e no interior destas células mantém-se ativo (devido a capacidade
da densa camada lipidica impedir a acdo das enzimas lizossomais) e € entdo sequestrado para
os linfonodos regionais. Como as principais portas de entrada do microorganismo no
hospedeiro sdo via oral, respiratoria e feridas lesionadas, os principais linfonodos receptores

de células portadoras da bactéria sdo: pré-crurais, pré-escapulares ou sub-mandibulares.
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Estando nos linfonodos as bactérias se multiplicam intracelularmente causando morte celular,
desintegracdo e consequentemente formacdo de multiplos piogranulomas que evoluem para
abscessos. Esse processo é ciclico e recorrente, causando as lesdes cronicas tipicas da LC em
ovinos (PATON et al., 2003; PUGH, 2004; SMITH, 2003; ALVES et al., 2007). O tamanho
da lesdo parece ser determinado pelo nimero de microorganismos e pela presenca de uma
maior quantidade de lipidio citotdéxico nessas bactérias (NAIRN & ROBERTSON, 1974;
COSTA, 2002).

Por meio da via linfatica, ocorre o acometimento do pulmé&o, figado, rins e encéfalo,
determinando a forma visceral grave da doenca (BATEY, 1986b; ALVES et al., 1997,
MCKEAN et al., 2007). Em um estudo experimental em modelo murino, desenvolvido por
Batey e colaboradores em 1986, hd a sugestdo de que a disseminacdo de C.
pseudotuberculosis ocorra rapidamente do ponto de inoculacdo (seja livre ou dentro dos
fagocitos) para 6rgaos alvo. As lesdes nos orgaos alvo acontecem ao mesmo tempo em que
ocorrem nos linfonodos regionais (NAIRN & ROBERTSON, 1974). A disseminagdo da
bactéria no organismo hospedeiro depende, principalmente, da exotoxina liberada com
propriedade hemolitica e vasodilatadora (BENHAM et al., 1962; JOLLY, 1966; BURREL,
1981) com atividade fosfolipasica (BATEY, 1986b; SONGER, 1997). J& para Belchior e
colaboradores (2006) a disseminacdo do microorganismo do linfonodo regional para outros
Orgaos e tecidos depende da viruléncia da linhagem, da carga bacteriana infectante e higidez
do animal. Burrel e colaboradores, em 1981, comprovaram que realmente a fosfolipase D tem
papel decisivo na disseminacdo da bactéria no hospedeiro, quando por meio de um estudo,
revela que o uso de antitoxina diminui a permeabilidade vascular e reduz a transferéncia da
bactéria para os linfonodos regionais, protegendo-o do desenvolvimento da leséo.

Em um estudo experimental Batey e colaboradores relatam que camundongos
infectados com C. pseudotuberculosis ou eliminam a bactéria em um periodo de 14 dias ou a
doenca se torna crénica. O que corresponde ao estudo de Jolly em 1966, onde ele diz que a
predominancia de macrofagos, quando havia, era o suficiente para cessar a disseminacéo, e
quando predominavam células polimorfonucleares, as lesdes cronificavam. Em outro estudo,
conduzido por McNamara e colaboradores (1994), linhagens mutantes que tinham o gene da
PLD deletado, foram utilizadas. Estes mutantes ndo foram capazes de estabelecer uma
infeccdo primaria ou formar granulomas nos linfonodos regionais, confirmando que a
exotoxina esta envolvida na persisténcia e disseminacdo da bactéria no organismo do

hospedeiro. Isto demonstra que a reposta do hospedeiro é mais importante que a viruléncia do
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patdgeno. A lesdo é uma forma de impedir que haja disseminacdo da bactéria no organismo
hospedeiro (COSTA, 2002).

O tempo de incubacdo da bactéria é longo e a LC pode se manifestar clinicamente
dentro de um periodo de duas a seis semana apds o contato com C. pseudotuberculosis. A
doenca € caracterizada por desenvolver sinais clinicos relacionados com o0s abscessos
produzidos pela infeccdo. Os linfonodos externos afetados apresentam-se aumentados de
volume, firmes e sensiveis a palpacdo e consequentemente o animal apresenta febre e
inapeténcia. Nos casos de abscessos internos, foi constatado perda de peso cronica,
subfertililidade, reducdo na producdo de leite, menor nimero de crias, baixo peso dos
cordeiros a desmama e baixa producdo de Ia. A presenca de abscessos nos pulmdes determina
sinais de dispnéia cronica. As formas internas podem estar associadas com formas externas da
doenca. (BOGDAN et al., 1997; WILLIAMSON, 2001; PAULE et al., 2003; SMITH, 2003;
BELCHIOR, 2006; BAIRD & FONTAINE, 2007).

2.4 Resposta imune

A reposta imune do hospedeiro estimulada por C. pseudotuberculosis envolve resposta
humoral e celular (ELLIS, 1991). Corynebacterium pseudotuberculosis, ao contrario de
Mycobacterium tuberculosis e de Brucella abortus, ndo impede a fusédo entre o fagossomo e o
lisossomo dos macrdéfagos. Assim, esta bactéria intracelular facultativa deve ser capaz de
resistir ao ambiente extremamente hostil do fagolisossomo, que é caracterizado pela presenca
de baixo pH, alta atividade proteolitica e grande potencial oxidativo (TASHIJIAN &
CAMPBELL, 1983; MCKEAN et al., 2007; ROHDE et al., 2007).

A resposta imune inata é de grande importancia no combate a C. pseudotuberculosis.
Lan e colaboradores em 1998 mostraram em um estudo experimental que camundongos que
recebiam anticorpo anti-CR3 (receptor de complemento tipo 3) tinham a proliferacdo das
bactérias desenfreada e estes animais morreram em trés dias ap0s a infeccdo. A resposta
inflamatéria foi inibida e o estudo histologico mostrou que os fagdcitos mononucleares nao
migraram para o sitio de infec¢éo.

A resposta humoral de animais infectados por C. pseudotuberculosis normalmente é
intensa e sua importancia se deve principalmente por impedir a disseminacdo do local de
infeccdo para outros 6rgaos (MEYER, et al., 2005). Além dos linfécitos B, produtores de
anticorpos, existe ainda um subgrupo de suma importancia no controle da infeccdo em sua

fase inicial que sdo os linfocitos B-1. Esse subgrupo apresenta em suas superficies,
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marcadores de linhagem mieldide (MAC-1) e linféide que secretam altos niveis de IgM e
baixos niveis de IgD. Estas células tém origem, quando feto, no figado ou na medula e, séo
ausentes no sangue e podem ser encontradas em grande quantidade no periténio. A principal
caracteristica dos linfocitos B-1 é seu poder de autorrenovacao e secrecdo espontanea de IgM
principalmente contra antigenos bacterianos (CHEVALLIER et al., 1998).

A importéncia da resposta imune humoral foi evidenciada quando Cameron &
Engelbrecht (1978) comprovaram prote¢do contra a LC como consequéncia da atuagdo de
anticorpos anti-fosfolipase D por imunizacdo passiva de camundongos. O mesmo anticorpo
induziu também a inibicdo da disseminacdo de C. pseudotuberculosis para linfonodos,
produzindo assim efeito protetor (YOZWIAK & SONGER, 1993). Porém, a resposta imune
humoral ndo é suficiente para combater a invasdo do microorganismo, que por ser intracelular
facultativo, exige também uma forte resposta imune celular (VALE et al., 2003).

Lan e colaboradores (1998) demonstraram que quando camundongos receberam doses
de anticorpos anti-CD4 ou anti-CD8, a producdo de interferon gama (IFN-y) e TNF-a foi
reduzida (o que inibiu a ativacdo de macréfagos e consequentemente a producdo de
substancias microbicida como 6xido nitrico e enzimas lisossomicas) e a doenca se tornou
mais letal. E sabido que IFN-y atua também na diferenciacio, na troca e substituicio de
isotipos de anticorpos que ativam o complemento e opsonizam bactérias para fagocitose,
auxiliando assim as funcdes efetoras do macrofago (ABBAS & LICHTMAN, 2008). A
dificuldade da capacidade fagocitica pode explicar a cronicidade e dificuldade de erradicacéo
da doenca. A maioria dos estudos recentes esta focando na resposta do IFN-y (BASTOS et al.,
2013). Os neutrofilos e macrofagos sdo as principais células do sistema imune envolvidas na
resposta contra C. pseudotuberculosis nos primeiros estagios da LC (JOLLY, 1966; HARD,
1975).

Outro importante fator no desenvolvimento da resposta imune contra C.
pseudotuberculosis é a possibilidade de ndo producdo de 6xido nitrico (NO) pelos macréfagos
(por estimulacdo dos antigenos de C. pseudotuberculosis) que pode estar associada a
incapacidade de destruicdo deste patdgeno, o que explicaria o desenvolvimento de infeccGes
exclusivamente cronicas observadas em pequenos ruminantes. Neto em 2011 realizaram um
experimento com camundongos C57/Black 6 selvagem e C57/Black 6 Knockout para o 6xido
nitrico (KO-NO) e comprovaram que o NO é o principal mediador citotoxico de células
imunes efetoras ativadas, ja que todos os animais testados morreram apos o desafio com a
amostra virulenta de C. pseudotuberculosis na dose de 10" Unidades Formadoras de Coldnia
(UFC).
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Os macréfagos produzem NO, um composto quimico que esta relacionado, entre
outros fatores bioldgicos, com a reacéo do sistema imune, atuando como agente na eliminagdo
de patogenos intracelulares (VILHENA, 2006). O éxido nitrico liberado pela célula é toxico e
pode matar também microorganismos que estiverem proximos ao macréfago (MAYER,
2006).

2.5 Diagnostico, tratamento e profilaxia

O diagnostico da LC consiste basicamente em observacdo de achados clinicos, exame
fisico e laboratorial (ALEMAN & SPIERS, 2001). A cultura bacteriana é a principal técnica
para deteccdo da bactéria C. pseudotuberculosis em animais infectados. O cultivo do material
proveniente de conteddo dos abscessos permite a andlise microbioldgica deste material.

Langenegger & Langenegger (1991) referem diferentes técnicas indiretas propostas ao
longo dos anos para o diagnéstico da LC, entre as quais 0s testes sorologicos:
soroneutralizacdo para anti-toxinas do C. pseudotuberculosis, imunodifusdo em gel de agar,
hemaglutinacdo indireta, fixacdo de complemento e ensaio de imunoadsor¢do enzimatica
(ELISA). Outro teste também considerado para diagnostico de LC é o teste alérgico
(imunidade mediada por células).

Corynebacterium pseudotuberculosis € sensivel, in vitro, a varios antibiéticos, entre
eles, penicilina, ampicilina, cloranfenicol, eritromicina, gentamicina e tetraciclina
(CAMPBELL et al., 1982). Porém, o uso desses antibioticos in vivo € ineficiente, devido a
incapacidade de penetracdo na densa camada caseosa dos abscessos, e pela viabilidade
intracelular da bactéria (o que impede o contato com quantidades substanciais de antibidtico)
(COSTA, 2002). O tratamento indicado € a abertura e drenagem do conteido do abscesso e
posterior assepsia com iodo 10% interna e externamente, antes que o abscesso fistule e
contamine o ambiente e infecte animais sadios. A ferida deve ser mantida sempre com
curativo (gaze imersa em iodo 10%) e trocado a cada 24 horas. Todo o procedimento deve ser
repetido pelo menos 2 vezes (ALVES et al, 1997). O tratamento é indicado quando
linfonodos superficiais sdo acometidos. A extirpacdo cirurgica dos linfonodos ndo é
recomendavel, ja que a retirada de um érgdo de defesa predispde a disseminacdo linfatica e
infeccdes de outros 6rgdos (SMITH, 2003).

A identificacdo dos animais infectados e sua remocao do rebanho sdo os métodos mais

efetivos para o controle da LC (ALVES, 2007). O principal aspecto relacionado ao controle
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da LC é isolamento imediato dos animais afetados e na remocdo do material infectante antes
do rompimento do abscesso e da contaminacdo ambiental. Métodos béasicos de prevencédo
devem ser adotados para evitar que o rebanho desenvolva a doenga, como higienizacdo dos
currais e instrumentos utilizados no manejo, cuidados especiais com objetos que possam
provocar lesdes cutaneas (porta de entrada do microorganismo). Os animais que apresentarem
lesOes sugestivas de LC devem ser isolados dos demais. Cuidados na aquisicdo de novos
animais e uso do quarentenario é também considerado importante para a profilaxia da LC,
conforme Bogdan (1997) Smith (2003) Belchior (2006) Fontaine e colaboradores (2006).

A vacinagdo é considerada também como acdo de profilaxia e reduz a ocorréncia de
abscessos no rebanho em até 70% (BAIRD & FONTAINE, 2007). Porém, isoladamente, ndo
erradica a doenca em areas endémicas, conforme descrito por Belchior (2006). A maioira das
vacinas contra LC comercializadas sd@o combinadas com outros patdgenos, sdo eles:
Clostridium tetani, Clostridium perfringens, Clostridium septicum, Clostridium novyi e
Clostridium Chauvoei (STANFORD et al., 1998). Estas vacinas sdo chamadas de toxoides e
sdo obtidas apartir da inativacdo da fosfolipase D (DORELLA et al., 2006). No Brasil, no ano
de 2000, o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) licenciou a vacina
1002 Atenuada® contra a LC, fabricada pela Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola —
EBDA. Esta vacina foi formulada apartir da amostra 1002 de C. pseudotuberculosis e pode
conferir 83,3% de protecdo em caprinos segundo estudos realizados por Ribeiro e
colaboradores (1991). No entanto, esta vacina ndo vem fornecendo os mesmos indices a
campo (DORELLA et al., 2006). Apesar de grandes avancos obtidos com a utilizacdo das
vacinas classicas contra a LC, elas apresentam algumas desvantagens, como capacidade de
causar lesGes ou abscessos no sitio de aplicacdo. Para sanar parte dessas dificuldades, além
das formas ja disponiveis, encontram-se em estagio experimental as vacinas a base de
peptideos, as que utilizam microorganismos vivos recombinantes e as vacinas de terceira

geracdo ou também conhecidas como vacina de DNA.

2.6 Vacinas de DNA

A vacina de DNA baseia-se no uso de sequéncias do material genético do agente
patogénico que codificam antigenos. A estrutura da vacina de DNA inclui a clonagem de
genes ou fragmentos de genes relacionados a viruléncia ou patogenicidade de um
microrganismo em DNA plasmideal ou em vetores virais. Este plasmideo € inserido em uma

bactéria, geralmente Escherichia coli, por transformacéo bacteriana. A bactéria ao se replicar,
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permite que o plasmideo se reproduza em larga escala, o que é fundamental para a producéo
da vacina. (RODRIGUES et al., 2004). Quando administrados ao individuo, esse DNA
permite a producdo da proteina antigénica pelas proprias células do individuo vacinado e é
capaz de induzir resposta imune especifica celular e humoral com memoéria (SRIVASTAVA,
2003). Muitas vezes um gene de resisténcia a antibioticos sdo usados, ja que facilita a selecdo
do plasmideo durante a producéo em bactérias. Sitios para aumentar a poténcia das vacinas de
DNA sdo também manipulados. Por exemplo, genes de citocinas adicionais de codificagdo ou
moléculas co-estimulatérias podem ser adicionados com o gene para o antigeno (LIU, 2003).

Um dos primeiros relatos de expressdo in vivo de DNA injetado foi feito por Nicolau e
colaboradores em 1983. Nesse ensaio foi demonstrada a produgdo de insulina em
camundongos imunizados com DNA em lipossomos. Em 1986 Benvenisty & Reshef
demonstraram a expressdo de varios antigenos, como da Hepatite B, ap0s administrar
plasmideos em camundongos. Wolff e colaboradores desenvolveram em 1990 um estudo
relacionado a pB-galactosidase. Neste estudo foi demonstrada a expressao in vivo da f-
galactosidase ap0s a administracdo de plasmideo contendo um gene reporter a esta enzima,
alem de avaliar fatores que determinam a eficiéncia da transferéncia do gene e da
imunogenicidade conferida pela inoculacdo do plasmideo. A partir destes resultados, o
entendimento sobre o mecanismo imunologico induzido por este tipo de vacina despertou
interesse da comunidade cientifica.

A vacina de DNA é capaz de induzir resposta imune celular (T CD4+ e T CD8+) e
humoral (HENKE, 2002).

Como a vacina de DNA geralmente é administrada via intramuscular, o miécito é a
primeira célula que entra em contato com o material genético fornecido. Por ndo possuir
moléculas co-estimulatérias, apesar de conseguir apresentar o antigeno processado, ndo é
capaz de ativar linfocitos T. Assim, o que se propde é que essa célula, apos codificar o
antigeno, libere-o no meio extracelular. Os antigenos secretados extracelularmente podem
induzir a ativacdo de linfécitos B (producdo de anticorpos), ou podem ser endocitados por
celulas apresentadoras de antigenos (APC’s). Os fragmentos oriundos da endocitose (apds ser
secretado por miodcitos) sdo chamados de antigenos exogenos. Estes antigenos sao
complexados com moléculas da classe Il e apresentados na superficie das células
apresentadoras para o reconhecimento e ativacdo de linfocitos T CD4 auxiliares. O DNA que
é endocitado por células APC’s se mantém no nucleo celular e as vias metabolicas dessas
células sdo utilizadas para que ocorra a sintese do antigeno protéico. Esses fragmentos

resultantes sdo complexados a moléculas de classe | que sdo codificadas por genes do
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complexo de histocompatibilidade I (MHC 1). Estes peptideos sdo, entdo, apresentados na
superficie celular para reconhecimento e ativacdo de linfocitos T CD8 citotoxicos.
(KOWALCZYK et al., 1999, VAN TIENHOVEN et al., 2001; NAGATA et al., 2004)

Apos a apresentacdo pelas APC’s, citocinas como interleucina 12 (IL-12) s&o
produzidas. A IL-12 € responsavel pela estimulacdo de diferenciacdo de células T virgens em
células Thl efetoras que estimulam a producdo de IFN-y. O IFN-y produzido pelo linfocito
Thl é uma importante citocina moduladora de células B para a secrecdo de 1gG2a antigeno
especifico. Em muitas infec¢des por microrganismos intracelulares em camundongos a
resposta humoral é caracterizada pelo predominio dessa imunoglobulina (COUTELIER et al.,
1991, NAGATA et al., 2004).

2.7 Vacina de DNA contra C. pseudotuberculosis

Em 1999 Chaplin e colaboradores investigaram a resposta imune de animais vacinados
com uma vacina de DNA contra C. pseudotuberculosis. Essa vacina expressava fosfolipase D
atenuada geneticamente junto ao dominio extracelular de bovinos CTLA-4. Este se liga com
alta afinidade ao antigeno de membrana B7 sobre APC's, aumentando a resposta imune
humoral a vacina e Chaplin concluiu que a vacina de DNA supera a resposta humoral das
vacinas atenuadas geneticamente. Recentemente, em 2011, Costa e colaboradores construiram
e testaram em camundongos uma Vacina de DNA contra C. pseudotuberculosis onde usaram
0 gene Hsp60 como produtor de antigeno. Os animais desenvolveram resposta humoral

significativa (1gG1 e 1gG2a), porém ndo suficiente para protegé-los contra a infec¢éo.

2.8 Biblioteca genémica e imunovarredura

Biblioteca gendmica ou biblioteca de DNA consiste em um conjunto de fragmentos de
DNA que representa a totalidade de um genoma de um organismo. Esta técnica implica, entre
outras possibilidades, na busca de genes candidatos com potencial imundgenos para serem
aplicados a tecnologia de producdo de novas vacinas. O DNA do organismo é restringido com
enzimas especificas e, entdo, os fragmentos sdo inseridos em vetores virais. O vetor viral é
usado como meio de insercdo em organismos hospedeiros comum, normalmente E. coli, a
modo que cada célula obtenha uma unica molécula do vetor. A célula hospedeira é utilizada
devido a facil recuperacdo da sequéncia do DNA inserido, para posterior amplificacdo e
analise (RUSSEL & SAMBROOK, 2001). A primeira sequéncia descrita a partir de uma

biblioteca gendmica foi sequenciada por Frederick Sanger (ganhador do prémio Nobel duas
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vezes) e colaboradores em 1977. A importancia de seu trabalho se deu principalmente na
implicagéo do uso de terapias génicas.

A técnica de imunovarredura € utilizada para isolar clones que contenham regides de
interesse em uma biblioteca gendmica. O principal método de pesquisa de entre 0s clones é a
hibridizacdo. A biblioteca inteira é colocada sobre uma superficie de uma membrana de
nitrocelulose e entdo marcado com uma sonda especifica. A célula que contém a sequencia
alvo pode ser entdo visualizada por autorradiografia, devido a hibridizacdo com a sonda (KIM
et al., 1996). Quando os clones que contém a sequencia alvo sdo armazenados em pools o
método da PCR é eficiente para identificacdo de genes que contenham a sequencia de
interresse (RUSSEL & SAMBROOK, 2001).
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ARTIGO CIENTIFICO

Desenvolvimento e avaliagdo de uma vacina de DNA contra Corynebacterium

pseudotuberculosis*

RESUMO

A linfadenite caseosa (LC) é uma doenca zoonética de ovinos e caprinos causada pela
bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis, responsavel por consideraveis perdas
econdmicas a cadeia da caprinovinocultura. A imunoprofilaxia certificada pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento € a vacina 1002®, manipulada a partir de uma amostra
atenuada de C. pseudotuberculosis que € indicada apenas para caprinos. O desenvolvimento
de uma vacina de DNA é uma alternativa consideravel, pois além de conferir reposta imune
humoral e celular é também de baixo custo e facil manipulagdo. Assim, o objetivo neste
estudo foi desenvolver uma vacina de DNA contra LC, testa-la em camundongos BALB/c,
avaliar a producdo de anticorpos especificos e niveis de protecdo conferida aos animais
testados. Para isto, 0 gene denominado proteina de superficie de membrana (psm), que produz
uma proteina potencialmente antigénica, selecionado por técnica de imunovarredura de uma
biblioteca de expressdo de C. pseudotuberculosis foi usado como alvo da construgdo de uma
vacina de DNA. Parte deste gene foi amplificado pela PCR e clonado nos plasmideos pET28a
e pcDNA3.1+ para producdo de proteina recombinante in vitro e expressao in vivo,
respectivamente. Grupos de cinco camundongos da linhagem BALB/c receberam quatro
doses do candidato a imundgeno e associacdo (pcDNApsm, pcDNApsm + pCIIL-12) e doses
controle (pcDNA3.1+, pClIL-12 e PBS). Amostras sanguineas foram coletadas apds 15 dias
de cada inoculacdo para posterior andlise humoral. O ELISA indireto revelou que o candidato
a imundgeno foi capaz de induzir resposta especifica de 1gG e subclasse 1gG1 e 1gG2a e 0s
estudos de protecdo mostraram que o candidato a imundgeno pcDNApsm evitou a morte de

20% dos animais testados.

Palavras - chave: Linfadenite Caseosa, Vacina de DNA, proteina recombinante, ELISA.

*Artigo a ser submetido a revista BMC Reseach Notes.
Projeto financiado pelo Banco do Nordeste e Embrapa Gado de Corte
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INTRODUCAO

A Linfadenite Caseosa (LC) é uma enfermidade zoonoética infecciosa e cronica que
acomente pequenos ruminates causando abscessos em linfonodos e visceras (AYERS, 1977).
E causada pela bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis (BENHAM et al., 1962).
Ocasiona prejuizos a producdo, principalmente por causa da desclassificacdo e condenacdo
das carcacas que se encontram infectadas ao abate (BAIRD & FONTAINE, 2007) além dos
riscos a salde da populacdo que mantém contato com rebanho acometido pela LC (PANTON
et al.,, 1988). O controle é laborioso, dificil e pode ser alcancado somente com a ajuda de
testes soroldgicos (PEKELDER & AITEKEN, 2000). Consequentemente outras opgdes de
tratamento e imunoprofilaxia, sdo necessarias para controlar a LC (PINHO et al., 2009).
Existem vacinas disponiveis no mercado nacional e internacional, mas nem sempre conferem
protecdo de maneira igualitaria entre ovinos e caprinos (WILLIAMSON, 2001).

O uso da vacinagéo para o controle da LC foi descrito pela primeira vez por Quevedo
em 1957 e no ano de 2000 a Empresa Baiana de Desenvolvimento Agropecuéario (EBDA),
desenvolveu a vacina 1002® (Unica vacina brasileira exclusiva contra C. pseudotuberculosis),
manipulada a partir de uma amostra da bactéria naturalmente atenuada, preconizada apenas
para caprinos, a qual confere imunoprotecéo parcial (MEYER et al., 2005). Varias estratégias
tém sido testadas para desenvolvimento de uma vacina eficaz contra C. pseudotuberculosis,
dentre elas a vacina de DNA (CHAPLIN et al., 1999).

A vacina de DNA foi descrita primeiramente no ano de 1990, quando foi relatada a
expressdo de uma proteina em camundongos (imunizacdo intramuscular), proveniente de um
plasmideo contendo o gene reporter que codifica a f-galactosidase (WOLFF et al., 1990). A
administracdo de uma Unica dose de plasmidio recombinante pode proporcionar um amplo
espectro de resposta imune, incluindo a ativacdo dos linfocitos T auxiliares (CD4+) e
linfocitos T citotoxicos (CD8+), 0s quais secretam citocinas e tém funcdo reguladora na
producdo de anticorpos (KOWALCZYK et al.,, 1999, VAN TIENHOVEN et al., 2001,
NAGATA et al., 2004). Por esta metodologia ainda é possivel explorar o uso de diferentes
formas de administracdo, a incorporacdo de genes codificando citocinas e o desenvolvimento
de vacinas multivalentes (SHARMA & KHULLER, 2001).

Estudos recentes sobre o genoma da C. pseudotuberculosis e seus determinantes
moleculares de viruléncia fornecem novas alternativas para formulacGes de vacinas mais
eficazes (DORELLA et al., 2009). Uma das estratégias de busca de antigenos para uso como

vacina de DNA é a varredura imunolédgica de uma biblioteca de expressdo do patdgeno em
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estudo. Recentemente 0 nosso grupo de pesquisa, utilizando técnicas de imunovarredura de
uma biblioteca de expressédo de C. pseudotuberculosis conseguiu identificar o gene psm que
codifica uma proteina de membrana com potencial antigénico.

Assim, o objetivo neste trabalho foi construir uma vacina de DNA contra LC, com o
gene psm de C. pseudotuberculosis, e testa-la em camundongos BALB/c quanto a protegdo e

producdo dos niveis de anticorpos especificos produzidos nos animais imunizados.

MATERIAIS E METODOS

Amplificacdo por PCR, clonagem do gene no vetor de expressdo em procariotos e
producéo da proteina recombinante PSMr

O gene psm, que possui 1677 pares de base (pb) foi amplificado por reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) utilizando o DNA gendmico de C. pseudotuberculosis como molde. Os
oligonucleotideos foram desenhados baseados na sequéncia de DNA da amostra C231 de C.
pseudotuberculosis (Acesso NCBI: CP001829.1), sendo eles: 5° GGG GGA GCT CGA TCT
GCC CAC TGA GAA GTT CCG 3 (Orientacdo sense) e 5° GGG GGT CGA CGA TCT
CCT CGG TGC TAA AGC CCA GCC ATA C 3" (Orientacdo antisense). Os ensaios de PCR
foram realizados em um volume final de 50 pL, contendo 20 ng de DNA genémico, 2 UM de
cada oligonucleotideo. O produto da PCR foi purificado e ligado ao vetor peT28a® conforme
descrito no protocolo do fabricante. O plasmideo recombinante (pET28aPSM) foi entdo
introduzido em células competentes E. coli TOP10, e uma colbnia recombinante foi
selecionada. O DNA plasmideal foi extraido das células por meio do o kit comercial Wizard
miniprep™ (Promega®). A presenca do inserto no plasmideo foi confirmado por
sequenciamento automatico, utilizando o kit Big Dye® Terminator v 3.1 Cycle (Invitrogen
®). O plasmideo recombinante foi introduzido em célula competente E. coli BL21 star e
induzidas com Isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) a 1mM, por incubagéo a 37°C,
por trés horas a 244 g. A expressdo do gene foi verificada por eletroforese em gel de dodecil
sulfato de sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE) 12%, corado com azul brilhante de Comassie. A
proteina, insollvel, foi entdo tratada com 15 mL de tampédo de lise com uréia, pH 8,0, a
suspensdo bacteriana foi recuperada e o sedimento foi tratado com 15 mL de tampéo de lise
com uréia, pH 8,0 e disrupc¢do ultra-sdnica. O lisado foi centrifugado e o sobrenadante foi
submetido a cromatografia de afinidade em resina metalica, em condi¢Ges desnaturantes, com

a coluna de agarose niquel His trap HP® (GE Healthcare®) de acordo com as instrucdes do


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/302205157?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=URBEA5BZ01R
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fabricante. Apds didlise em PBS (tampédo fosfato salino) por 72 horas, a 4°C, a proteina
recombinante foi avaliada por SDS-PAGE 12% e Western blot com anticorpo monoclonal
anti-histidina e revelado com DAB.

Construcéo da vacina de DNA no vetor pCDNA3.1+

O gene psm foi amplificado utilizando os iniciadores que contém sitios de restricéo e a
sequéncia de consenso de Kozak no iniciador: 5’ATA AGA AGC GGC CGC ACC ATG
GAT CTG CCC ACT GAG AAG TTC 3 (orientagdo sense) e 5 CTA GTC TAG AGA TCT
CCT CGG TGC TAA AGC CCA GCC ATA C 3 (orientacdo antisense) que incluem as
regides de restricdo Xba I e Not I, respectivamente. O produto de PCR foi entdo purificado e
ligado ao vetor pcDNA3.1+® conforme instrugdes do fabricante. O plasmideo recombinante
(pcDNApsm)  foi introduzido em células competentes E. coli TOP10, e uma colonia
recombinante foi selecionada. O DNA plasmidial foi extraido por meio do o kit comercial
Wizard miniprep™ (Promega®) e posteriormente confirmado por sequenciamento,
(utilizando o kit Big Dye® Terminator v 3.1 Cycle - Invitrogen ®) e por reacdo de restricdo
com enzima Xba | (para linearizacdo do plasmideo), e Eco RI (que restringe o plasmideo na
regido 14pb e no gene 722pb). O plasmideo vazio (pcDNA3.1+, utilizado como controle),
plasmideo recombinante (pcDNApsm) e um plasmideo recombinante que expressa a IL-12
(pCI-1L12) foram introduzidos em E. coli TOP10 competente, separadamente, e colonias
individuais foram selecionadas. Tais plasmideos foram purificados usando o Kit EndoFree
Giga (Qiagen, Valencia, CA, EUA). A concentracdo do DNA e a pureza foram determinadas
por absorbancia a 260 e 280 Ilm. Os plasmideos recombinantes e controle foram diluidos em

solucéo salina estéril para a concentracéo final de 1 pg/uL.

Isolamento de RNA e deteccdo de mRNA de psm por RT-PCR

Para a avaliacdo da expressdo in vivo do gene psm, um grupo composto por quatro
camundongos fémeas de 6 4 8 semanas de idade da linhagem BALB/c, receberam uma Unica
dose pela via intramuscular de 100 pg do pcDNApsm e PBS (controle). Os camundongos
foram eutanasiados, por deslocamento cervical, 48 horas, 72 horas e sete dias ap0s receberem
a dose Unica de DNA, e uma por¢do do musculo quadriceps direito (regido onde receberam as
inoculacdes) foi coletada de cada camundongo para a extracdo de RNA total. As amostras
foram tratadas com o reagente trizol (Invitrogen®, Carlsbad, CA, EUA) e o RNA total foi
isolado de acordo com instru¢Bes do fabricante. Subsequentemente, 0 RNA foi extraido com

cloroférmio e precipitado com alcool isopropilico. O RNA total extraido foi, entdo, dissolvido
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em agua livre de nuclease (Invitrogen) e quantificado utilizando-se o espectrofotémetro
Nanodrop®. Antes de realizar o procedimento de transcricdo reversa, 0 RNA total (1-10 pg)
foi tratado com a enzima Amplification grade DNAse | (Invitrogen®), e apds a constatacdo
da qualidade e pureza do RNA extraido das amostras de musculo, a transcricdo reversa do
RNA para cDNA foi realizada com até 10 pg de RNA total utilizando a enzima transcriptase
reversa do sistema ImProm-II™ Reverse Transcription System-Promega®, seguindo as
instrucbes do fabricante. Para a amplificacdo do cDNA especifico, 5 pL de cDNA foi
utilizado como molde em uma reagdo de 50 pL. Foram usados 10 pmoles dos pares de
oligonucleotideos especificos, dNTPs 0,2 mM, tampdo da Tag DNA polimerase 1X, MgCl,
1,5 mM e Taq DNA polimerase 0,5 unidade. A reacdo foi submetida a uma etapa de
desnaturacdo a 94 °C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30
segundos, hibridizacdo dos iniciadores a 55°C por 1 minuto e extenséo a 72°C por 4 minutos.

Inoculacéo e desafio

Fémeas de camundongos BALB/c de 6 a 8 semanas de idade foram divididas em 6
grupos de 5 animais, correspondentes aos grupos que receberam: pcDNApsm, pcDNApsm +
pCIlIL-12 (plasmideos vacinais) e pClIL-12, pcDNA3.1+ e PBS (controles). Cada animal foi
inoculado com trés doses, de 100 pg, por injecdo intramuscular, (50 pg em cada musculo
quadriceps) com intervalo de 15 dias e uma quarta dose 30 dias ap0s a terceira inoculacdo. As
amostras de sangue dos animais foram coletadas por puncdo do plexo retro-orbital 15, 30 e 45
dias ap0s a primeira inoculacdo. Todos os animais foram desafiados por via intraperitoneal 30
dias ap6s a quarta inoculaco com uma dose infecciosa de 10’ UFC da amostra de CBO 28033
de C. pseudotuberculosis isolada de lesdes de ovinos da cidade de Sobral-CE. Apos o desafio,
os camundongos foram monitorados diariamente e o efeito protetor do candidato pcDNApsm
foi observado por avaliacdo da taxa de sobrevivéncia dos animais imunizados durante 21 dias.
Este experimento foi realizado duas vezes para confirmar os resultados. Os dados sdo

resultantes das médias entre os dois experimentos.

Deteccdo de anticorpos antigeno-especificos 1gG utilizando ELISA

A resposta imune humoral foi avaliada pela deteccdo de anticorpos da classe 1gG, por

meio de ELISA indireto (padronizados previamente para determinagdo das concentragdes
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6timas de antigenos, diluicdes de soro e conjugado por titulacdo cruzada). O antigeno PSMr
foi adsorvido (2,5 pg/mL) em placas de poliestireno de 96 pogos (Costar 3590), diluidos em
tamp@o carbonato bicarbonato, pH 9,6, por 12 horas a 37°C. As placas foram bloqueadas com
100 uL/pogo de tampdo fosfato com 0,1% de tween 20 (PBST) e 5% de leite desnatado, pH
7,2, por 1 hora a 37°C. Apds cinco lavagens com PBST, 100 pL/pogo dos soros, diluidos
(1:50) em PBST com 5% de leite desnatado (Molico, Nestlé), foram incubados por 1 hora a
37°C. As placas foram entdo lavadas mais cinco vezes com PBST, e foi adicionado 100
uL/poco de conjugado anti-lgG mouse com peroxidade (Sigma, A5295), diluido em PBST a
1:10.000. As placas foram incubadas por 30 minutos a 37°C, e ap6s cinco lavagens com
PBST, 100 uL/pog¢o do cromodgeno/substrato TMB (Sigma, P9187) foram adicionados. As
reacOes foram paradas pela adi¢do de H,SO4 (2,5N) e os resultados obtidos em leitor EL-800
(Bio-Tek), com filtro de 450 nm.

Deteccao de anticorpos das subclasses 1gG1 e 1gG2a utilizando ELISA

A realizacdo dos ensaios de ELISA para deteccdo das subclasses de 1gG foram
desenvolvidas como descrito anteriormente. Resumidamente, o antigeno PSMr foi adsorvido
(2,5 pg/mL) em placas de poliestireno de 96 pocos (Costar 3590) diluidos em tampéo
carbonato bicarbonato, pH 9,6, por 12 horas a 37°C. Apos as lavagens dos pocos, o bloqueio
de sitios inespecificos foi feito com 100 uL de PBS contendo 10% de soro fetal bovino (PBS-
SFB) e ap0s nova lavagem, os pogos receberam 100 pL de amostras de soros diluidas, em
PBS-SFB a 1:50. Apo0s incubacdo das placas e lavagem, os pocos receberam anticorpos
biotinilados anti-lIgG1l e anti-lgG2a (BD Pharmingen) diluidos a 1:500 e incubadas por 2
horas, seguido de incubacdo de 45 minutos com estreptoavidina conjugada a peroxidase
(R&D Systems). As placas foram lavadas oito vezes. Os pocos receberam entdo 100 pL de
substrato TMB preparado com1 mL de TMB a 1 mg/mL em DMSO, 9 mL de tampéo citrato-
fosfato a 0,05 M, pH 5.5 (fosfato de sddio dibasico 0,2 M - Isofar, acido citrico 0,1M - Sigma
e 2 uL de peroxido de hidrogénio 30% P.A — Isofar. Passados 15 minutos, a reacdo enzimatica

foi interrompida pela adigdo de 50 uL/pogo de acido fosforico (Quimex) a 1:20 (v/v).
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Analise estatistica

Todos os dados foram expressos em média + desvio padrdo (SD) e analisados
utilizando GraphPad Prism, versdo 6.0, para o Windows (GraphPad Software, San Diego,
CA). As diferencas estatisticas entre os grupos foram identificados usando ANOVA com um

fator.

Etica no uso de animais

Este estudo foi submetido e aprovado (processo 288/2013) pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (CEUA/UFMS).

RESULTADOS

Producao de proteina recombinante PSMr

O fragmento correspondente a regido codificante do gene psm foi amplificada pela
PCR, gerando um produto de 1677 pb. O plasmideo recombinante pET28aPSM foi
confirmado por sequenciamento automatico e por dupla digestdo (Sac I/Sal 1) e o fragmento

correspondente ao gene psm foi liberado do plasmideo (Figura 1).

Figura 1: Andlise de reacao de restricdo com plasmideo recombinante pET28aPSM utilizando enzimas de
restricdo Sac | e/ou Sal I. Eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com Syber Gold. DNA plasmideal
recombinante (pET28aPSM) extraido por meio do kit comercial Wizard miniprep™ (Promega®). Canaleta 1 -
Marcador Molecular 1kb plus Invitrogen®. Canaleta 2 — Rea¢do de restricdo com plasmideo recombinante
pET28aPSM e enzima Sac I. Canaleta 3 - Reacdo de restricdo com plasmideo recombinante pET28aPSM e
enzima Sal |. Canaleta 4 — Reagdo de dupla digestdo com plasmideo recombinante pET28aPSM e enzimas Sac
I/Sal I. Canaleta 5 - pET28aPSM ndo digerido.
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Na analise da expressdo do gene por eletroforese em gel de SDS-PAGE foi possivel
observar a PSMr com aproximadamente 100 Kilodaltons (kDa) (Figura 2). No Western blot, a
proteina recombinante foi reconhecida pelo anticorpo monoclonal anti histidina, confirmando
a expressdo do gene psm (Figura 3). A proteina foi quantificada conforme Bradford et al

(1976).
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Figura 2: Analise de expressdo de proteina recombinante PSMr. Eletroforese em gel SDS-PAGE — 12%
corado em azul brilhante de Comassie. Expressao da proteina PSMr de Corynebacterium pseudotuberculosis em
E. coli BL 21 star transformada com plasmideo recombinante pET28aPSM. Canaleta 1 — Marcador de proteina
Biolabs®. Canaleta 2 — Inducdo pET28aPSM, Oh sem adi¢do de IPTG. Canaleta 3 - Inducdo pET28aPSM, por
3ha1mM de IPTG.

100 kDa

Figura 3: Analise de expressdo de proteina recombinante PSMr. Eletroforese em gel SDS-PAGE — 12%
corado em azul brilhante de Comassie transferida a membrana de nitrocelulose e reagida com anticorpo
monoclonal anti-histidina e revelada com DAB. Expressdo da proteina PSMr de Corynebacterium
pseudotuberculosis em E. coli BL 21 star transformada com plasmideo recombinante pET28aPSM. Canaleta 1 —
Marcador de proteina Neb Color Biolabs®. Canaleta 2 — Inducdo pET28aPSM por 3h @ 1ImM de IPTG.
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Construcao vacinal

A construgdo vacinal pcDNApsm foi confirmada por sequenciamento automatico e
quando submetido a reacao de restricdo com a enzima Xba | obteve um perfil eletroforético de
aproximadamente 7008pb, que condiz com o tamanho da construcdo. Na reacdo de restricao
com a enzima Eco RI, o perfil eletroforético apresentou liberagdo de fragmento de
aproximadamente 700 pb, correspondente as restricdes entre regido 14pb do pcDNA3.1+ e

722 pb do gene psm, confirmando assim a construcdo do plasmideo vacinal (Figura 4).

1 23 4

7000pb
6000pb £ > 5369pb
850pb > 736pb
650pb

Figura 4. Anélise de reacdo de restricdo com plasmideo recombinante pcDNApsm. Eletroforese em gel de
agarose 0,8% corado com Syber Gold. DNA plasmideal recombinante (pcDNApsm) extraido por meio do kit
comercial Wizard miniprep™ (Promega®) submetidos a reagBes de digestdo utilizando enzimas de restricdo Xba
I ou Eco RI . Canaleta 1 - Marcador Molecular 1kb plus Invitrogen®. Canaleta 2 — Reacdo de restricdo com
plasmideo recombinante pcDNApsm e enzima Xba |. Canaleta 3 - Reacdo de restricio com plasmideo
recombinante pcDNApsm e enzima Eco RI. Canaleta 4 — pcDNApsm ndo digerido.

Mensagem vacinal

O RNA total dos musculos de camundongos que receberam a candidato pcDNApsm
foi obtido e a presenca da mensagem vacinal foi detectada por RT-PCR utilizando-se

oligonucleotideos especificos para o gene psm (Figura 5).
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Figura 5: Analise do produto de 1677 pb amplificado pela RT-PCR. Eletroforese em gel de agarose 0,8%
corado em Syber Gold. RT-PCR com cDNA obtido apartir do RNA total extraido de mdsculos de animais
injetados com 100 pug de pcDNApsm (plasmideo vacinal) e PBS (controle). Canaleta 1 — Marcador molecular
1kb plus Invitrogen®. Canaleta 2 — Controle positivo (DNA de C. pseudotuberculosis). Canaleta 3 — cDNA
referente ao animal eutanasiado apds 48h da inoculagdo. Canaleta 4 - cDNA referente ao animal eutanasiado
apo6s 72h da inoculacdo. Canaleta 5 - cDNA referente ao animal eutanasiado apds sete dias da inoculacao.
Canaleta 6 — Controle negativo (grupo PBS).

Resposta de anticorpos anti-PSMr

Com base nas meédias de densidade dptica foi possivel observar que a producdo de
anticorpos 1gG estimulados pelo candidato a imundgeno pcDNApsm obteve niveis
significativos (p<0,05) quando comparado a resposta induzida pelos demais grupos
(pcDNApsm + pCIIL-12, pCIIL-12, pcDNA3.1+ E PBS) apos a terceira inoculagdo. O soro
proveniente das coletas apos primeira e segunda inoculac@es foi também submetidos ao teste
ELISA (dados ndo mostrados), porém, apenas apds a terceira inoculacéo foi possivel detectar

niveis significativos de 1gG (Figura 6).
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Figura 6 — Avaliacdo da producédo de anticorpos da classe IgG reativos a PSMr, de animais injetados com
plasmideos vacinais. Camundongos BALB/ foram submetidos a trés inocula¢des com PBS ou com 100 pg de
pcDNApsm, pcDNApsm + pCl-1L12, pCI-1L12 e pcDNA3.1+, por via intramuscular. Amostras de soro, obtidas
15 dias ap6s cada inoculagdo. Soro diluido & 1:50 para a deteccdo de anticorpos 1gG e avaliadas, em duplicata,
em placas de microtitulagéo de 96 pogos pré-sensibilizadas com 100 uL PSMr (2,5 pg/mL). Anéalise de 1gG com
amostras de soro de camundongos apos terceira inoculacdo. Os dados sdo expressos como média + S.D. Grupo
referente & inoculacdo pcDNApsm difere estatisticamente dos demais grupos (p<0,05).

Para andlise de subclasses de 1gG soros pré-imune dos animais do grupo controle
foram utilizados como controle negativo. A analise das amostras apos 15 dias da terceira
inoculacdo mostrou que os animais que receberam o candidato a imunogeno pcDNApsm
apresentou resposta de 1gG1 significativa estatisticamente (p<0,05) quando comparado aos
demais animais dos grupos controles (pcDNApsm + pCIIL-12, pClIL-12, pcDNA3.1+ e PBS)
(Figura 7). A comparacdo das respostas, para IgG2a mostra que 0 grupo que recebeu as
inoculagdes com o candidato a imunogeno pcDNApsm diferiu estatisticamente dos grupos
controles (pClIL-12, pcDNA3.1+ e PBS), ndo houve diferenca estatistica entre o grupo
pcDNApsm e pcDNApsm + pCIlIL-12. O grupo e pcDNApsm + pCIIL-12 diferiu
estatisticamente dos grupos pcDNA3.1+ e PBS.
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Figura 7 — Avaliacdo da producdo de anticorpos de subclasse 1gG1 e 1gG2a reativos a PSMr, de animais
injetados com plasmideos vacinais. Camundongos BALB/ foram submetidos a trés inoculagbes com PBS ou
com 100 pug pcDNApsm, pcDNApsm + pCI-1L12, pCI-IL12 e pcDNA3.1+, por via intramuscular. Amostras de
soro obtidas 15 dias apds a cada inoculacdo. Soro diluido a 1:50 para a deteccdo de anticorpos IgG1 e 1gG2a e
avaliadas, em duplicata, em placas de microtitulacdo de 96 pocos pré-sensibilizadas com 100 pL PSMr (2,5
ug/mL). Grafico 1 — Analise de 1IgG1 com amostras de soro de camundongos ap6s terceira inoculagdo. Grupo
referente a inoculacdo pcDNApsm difere estatisticamente dos demais grupos (p<0,05). Gréafico 2 — Analise de
IgG2a com soro de camundongos apos terceira inoculagdo. Grupo referente a inoculagdo pcDNApsm difere
estatisticamente dos grupos referente as inoculages pClIL-12, pcDNA3.1+ e PBS (controles) e ndo difere do
grupo pcDNApsm + pCI-1L12, este difere dos grupos pClIL-12 e PBS (p<0,05). Os dados sdo expressos como
média £ S.D.

Estudos de protecao

O estudo da protecdo estimulada pelo candidato a imunogeno foi realizado em modelo
murino. Todos os animais dos grupos pcDNApsm, pcDNA, pcDNApsm + pCIlI-L12, pCIIL-
12 e PBS comecaram a apresentar sinais clinicos tipicos de infeccdo por C.
pseudotuberculosis 48 horas apos o desafio com a amostra virulenta CBO 28033. Todos 0s
animais do grupo PBS morreram 11 dias apds o desafio com a amostra CBO 28033 e 0s
animais dos grupos pcDNA, pcDNApsm + pCIlIL-12, pCIIL-12 morreram entre 15 e 20 dias
apos infeccdo. Do grupo que recebeu pcDNApsm um dos cinco animais que sobreviveram ao
periodo de analise (20%) (Figura 8). Os sinais clinicos apresentados pelos animais sdo tipicos
de infeccdo por C. pseudotuberculosis: piloerecdo, anorexia progressiva, prostracdo e
hipotermia (Figura 9). A necropsia revelou achados tipicos de desenvolvimento da LC:
hepatomegalia, esplenomegalia, abscessos internos em figado, pulmao, rins, baco e intestinos,

cianose e ascite (Figura 10).
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Figura 8 — Grafico representativo de percentual de sobrevivéncia dos grupos imunizados, ap6s desafio
com amostra virulenta 28033 C. pseudotuberculosis. Animais imunizados com quatro doses de plasmideos
vacinais (pcDNApsm, pcDNApsm + pClIL-12) e controles (pcDNA3.1+, pClIL-12, e PBS), e desafiados com
amostra virulenta 28033 de C. pseudotuberculosis. Analise ao longo de 21 dias apos a infecgdo. Os resultados
s8o representativos de n = 5.

Figura 9 — Animal representativo - Sinais clinicos apresentados pelos animais imunizados e desafiados com
amostra virulenta 28033 C. pseudotuberculosis. Animal injetado com quatro doses de plasmideo vacinal
(pcDNApsm) e desafiado com amostra virulenta 28033 C.pseudotuberculosis. Presenca de sinais clinicos seis
dias apo6s desafio.
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Figura 10 - Animal representativo - Achados de necropsia apresentados pelos animais imunizados e
desafiados com amostra virulenta CBO 28033 C. pseudotuberculosis. Animal que recebeu quatro doses de
100 pg de plasmideo vacinal (pcDNApsm) e desafiado 30 dias apds a Gltima inoculagdo com a amostra virulenta
CBO 28033 C. pseudotuberculosis. Figura 1: Aspecto geral ap6s necropsia. A seta indica abscessos no figado e
intestino. Figura 2: Esplenomegalia. Figura 3: Abscessos e microabscessos renais.

DISCUSSAO

Diante da atual situacdo de disseminacdo da LC se faz necessaria novas técnicas de
controle e erradicacdo de tal doenca, e é sabido que a principal técnica de controle é a
imunizacdo. A vacina de DNA tem sido apontada como ferramenta promissora para
estimulacdo de resposta imune em longo prazo, por meio do sistema de expressdo in vivo de
antigenos (WOLFF et al., 1990, SMAHEL et al., 2002).

Sabe-se que a técnica de imunovarredura é capaz de detectar genes que tenham
potencial imunogénico consideravel, e por meio desta técnica foi detectado o gene Proteina
Ancorado a Superficie de Membrana, neste estudo chamado de psm. Portanto, € esperado que
tal gene desempenhe papel potencial no processo de reconhecimento antigénico e estimulo de
resposta imune.

Este € o primeiro estudo relacionado ao gene psm de C. pseudotuberculosis, assim
como é o primeiro estudo que busca a prote¢do contra Linfadenite Caseosa em modelo
murino, por meio da vacina de DNA com tal gene. Os vetores plasmidiais sdo 0s mais
utilizados para transferéncia génica direta, pois apresentam maior seguranca bioldgica, baixo

custo, facil producdo, relativa estabilidade e capacidade gendmica de dois a 19 kilobases, e
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ainda podem ser transferidos para as células musculares além de possuirem regido promotora
forte (Kano et al., 2007).

O candidato a imundgeno pcDNApsm conferiu niveis de anticorpos especificos contra
a proteina recombinante PSMr maiores quando comparados aos niveis dos grupos controles,
apos a terceira inoculagdo, porém a imunidade estimulada por seu processo nao foi suficiente
para que houvesse protecdo dos animais durante o desenvolvimento da doenca. Este dado
corrobora com os dados da vacina de DNA construida por Costa e colaboradores em 2011,
quando a vacina pVAXhsp60 também conferiu niveis interessantes de anticorpos especificos,
mas nao protegeu os animais do desenvolvimento da doenca ap6s desafio com amostra
virulenta MIC-6 de C. pseudotuberculosis. O mesmo gene foi usado para a producdo de
proteina recombinante que foi utilizada para testes como vacina de subunidade, e o0s
resultados foram parecidos com a construgdo vacinal com o gene hsp60: os animais
produziram altos niveis de 1gG e IgG1, e em menor escala a subclasse 1gG2a, porém estes
animais ndo foram protegidos o suficiente para que a doenca ndo evoluisse (PINHO et al.,
2003).

Neste estudo foi possivel detectar a presenca de IgGl e 1gG2a em altos niveis
estatisticamente, o que pode indicar que os animais estavam desenvolvendo resposta imune
celular. Era esperado que grupo estudado que recebeu o candidato a imunogeno pcDNApsm +
pCIlIL-12 produzisse a interleucina 12 e que esta citocina estimulasse a producéo de IFN-y
por linfocitos Thl (uma vez que IgG2a indica a producdo de linfécitos Thl) e assim
apresentasse protecdo (maior eficacia na eliminacdo de bactérias) porém este grupo ndo
apresentou diferencas no estudo de protecdo quando comparado aos grupos controle e os
grupos que receberam pcDNApsm. Os animais grupo pcDNApsm + pCIIL-12 morreram todos
até o 13°dia apos o desafio.

Neste estudo os animais que receberam doses do candidato a imunégeno pcDNApsm,
doses da candidato pcDNApsm + pCIlIL-12, desenvolveram a doenca apds o desafio com a
amostra virulenta 28033 de C. pseudotuberculosis. Porém foi possivel observar nos estudos
de protecdo que apesar dos animais desses grupos desenvolverem a doenca, houve animais
que sobreviveram aos 21 dias de analise de protecdo, diferentemente dos animais do grupo
PBS, que morreram ao longo dos 11 primeiros dias apos infeccdo. O que se pode entender é
gue os animais que sobreviveram foram aqueles que obtiveram 0s niveis de anticorpos e a
progressdao da doenca tendeu a cronicidade. Apesar dos animais sobreviverem por mais

tempo, o desenvolvimento da doenca progrediu e os abscessos evoluiram significativamente.
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Um importante fator em relacdo ao potencial protetor do candidato pcDNApsm pode
estar relacionado a dose de desafio injetada nos animais estudados. Em um estudo relacionado
a doses virulentas e patogénicas realizado pelo grupo de pesquisa do laboratério de
engenharia genética animal da Embrapa Gado de Corte, mostra que doses a partir de 10° UFC
ja é capaz de produzir lesdo e morte nos animais (dados ndo publicados). Neste estudo a dose
infectante considerada foi 10’ UFC de uma amostra de C. pseudotuberculosis extramente
patogénica, que produziu a doenca e morte dos animais do grupo controle em sete dias. E
interessante que se adeque a dose infectante exata de C. pseudotuberculosis que seja capaz de
causar a doenga em animais ndo protegidos, simulando o mais préximo possivel a infeccdo
natural.

Um dos principais problemas das vacinas de DNA ¢ a captacdo do DNA plasmidial
recombinante as células, sejam musculares e/ou APC’s (ULMER et al., 2006). Chaplin e
colaboradores em 1999 comprovaram tal complicacdo quando injetaram em camundongos
DNA plasmidial fusionado a CTLA-4 (A funcdo da utilizagdo do CTLA-4 na producdo de
vacinas de DNA esté relacionada a sua ligacdo ao antigeno de membrana B7, das APCs,
promovendo a fusdo dos antigenos aos sitios de inducdo da resposta imune), definindo que a
resposta humoral deste ensaio é significativamente maior quando comparado a estudos com
vacinas atenuadas e conferiu maior protecéo pés-infeccao.

Scheerlinck e colaboradores testaram a eficiéncia das imunizag6es intramusculares e
eletroporacdo de DNA plasmidial e constataram que apds imunizacdo intramuscular a
quantidade de antigeno disponivel é significativamente menor quando comparado a
quantidade de antigenos expressos por eletroporacdo. Apesar dos baixos niveis humorais
induzidos na vacinacao intramuscular o nivel de resposta de memoria foi alto. Quando foram
comparadas as vias intramuscular, subcutanea e gene gun, a via intramuscular se mostrou
mais eficiente em estimular resposta humoral, assim como proteger 0s animais ap0s desafio
(DE ROSE et al., 2002). Vacinas de DNA requerem uma tecnologia de entrega adequada,
assim como meétodo e a via de administracdo pode desempenhar um papel-chave na
magnitude e qualidade da resposta imune desencadeada (INGOLOTTI et al., 2010).

O potencial de protecdo por meio de vacinas de DNA esta sendo extensivamente
estudado contra Mycobacterium tuberculosis e outras bactérias. Drew e colaboradores
indicam que o uso de DNA em vacinac@es contra infecces bacterianas pode ser complicado
pelas diferencas fundamentais entre 0s genes de procariotos e eucariotos e de seus produtos
proteicos bem como a célula diferir da maquinaria de origem do gene e assim produzir a

proteina especifica.
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Vacinas de terceira geracdo tém amplas vantagens sobre as vacinas tradicionais (vivas,
mortas ou atenuadas) como a simplicidade para producdo, baixo custo, estabilidade, seguranca,
reprodutibilidade lote-a-lote e facilidade de transporte na forma liofilizada. Por esta metodologia
ainda é possivel explorar o uso de diferentes formas de administracdo, a incorporacdo de genes
codificando citocinas e o desenvolvimento de vacinas multivalentes (SHARMA & KHULLER
2001). Isto facilita quando estas védo ser aplicadas em animais de fazenda de dificil e demorado
acesso e que necessitem ficar abertas por um longo periodo, em virtude do grande nimero de
animais a ser vacinados (REDDING & WEINER, 2009). Essas sdo caracteristicas relevantes
quando se pensa em vacinas de uUltima geracdo e que tem como objetivo erradicar doencas,
principalmente em um grande pais como 0 nosso, que tem regides de dificil acesso. Duas vacinas
de DNA para uso veterinario foram licenciadas: uma contra o virus da febre do Nilo do Ocidente
em eqliinos e a outra contra virus da necrose hematopoiética infecciosa em salmdo (ULMER et
al., 2006), o que confirma que a vacina de DNA é uma tecnologia promissora na prevencao e
controle de doencas em medicina veterinaria.

Corynebacterium pseudotuberculosis € uma bactéria intracelular facultativa, ou seja, €
necessaria a analise do perfil da resposta imune celular para definir novos estudos, pois este
trabalho mostrou que o candidato a imundégeno pcDNApsm tem grande potencial para
desenvolvimento de resposta imune em animais e pode ser utilizado como ferramenta em
novas pesquisas que visam o desenvolvimento de uma vacina segura e eficaz contra

linfadenite caseosa.
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