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RESUMO

CARVALHO, C.E.G. Identificacdo de potenciais imunogenos de Corynebacterium
pseudotuberculosis e avaliagéo de vacinas de DNA e de subunidade contra linfadenite
caseosa. 2015. 116f. Tese - Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2015.

A linfadenite caseosa (LC) € uma enfermidade que afeta ovinos e caprinos e
ocasionalmente o homem, causada ©pela bactéria  Corynebacterium
pseudotuberculosis. A LC é uma das doencas de grande importancia econémica na
ovinocultura e caprinocultura. Vacinas comerciais disponiveis ndo oferecem protecéo
adequada aos animais. Portanto, o desenvolvimento de vacinas mais eficientes contra
LC é necessério. Desta forma, objetivou-se com este estudo construir uma biblioteca
de expressao génica de C. pseudotuberculosis e identificar, por imunovarredura,
genes que codificam possiveis proteinas antigénicas para o desenvolvimento e
avaliacdo de vacinas de DNA e subunidade contra LC. Uma cepa selvagem de C.
pseudotuberculosis foi utilizada para a extracéo e digestédo parcial do DNA genémico.
Sequéncias entre 1.000 e 5.000 pares de bases foram cortadas do gel, purificadas e
os fragmentos obtidos do DNA digerido foram ligados no vetor bacteriéfago ZAP
Express, empacotados em fagos e transfectados em Escherichia coli. Para a
imunovarredura utilizou-se um pool de soros de ovinos positivos e um pool de soros
negativos para LC. Na imunovarredura foram identificados quatro clones que reagiram
fortemente aos soros. Os clones foram confirmados, apds a realizacdo da PCR e
sequenciamento para comparacdo gendmica de C. pseudotuberculosis no GenBank.
Esses genes foram identificados, com identidade entre 99% e 100% e E-value de 0.0,
como codificadores de proteinas de membrana. Proteinas desse tipo podem ser
antigénicas, podendo favorecer o desenvolvimento de vacinas de subunidades ou de
DNA contra LC, bem como o desenvolvimento de testes soroldgicos para diagnostico.
O uso de imunovarredura de biblioteca de expresséo génica apresentou-se como uma
técnica sensivel e eficiente na identificacdo de provaveis genes imunodominantes. Um
desses genes foi 0 Xal e por isso ele foi avaliado como imunégeno na forma de vacina
de DNA, bem como na forma de subunidade recombinante. Camundongos foram
imunizados com pcDNAXal, pcDNAXal+XAlr-Montanide e XAlr-Montanide e
desafiados com uma cepa virulenta de C. pseudotuberculosis. O estado clinico e as
alteracdes anatomopatoldgicas foram avaliadas ap6s o desafio. A deteccdo de IgG
especifico no soro dos camundongos imunizados, bem como seus isotipos IgG1 e
lgG2a, foram avaliadas por ELISA indireto. Os niveis de IFN-y e IL-10 foram
determinados por ELISA de captura a partir dos sobrenadantes de culturas de
esplendcitos, estimulados com XAlr. As respostas imunes celular e humoral induzidas
pelas formulagcbes vacinais pcDNAXal, pcDNAXal+XAlr-Montanide e XAlr-
Montanide, foram capazes de proteger camundongos apds o desafio com C.
pseudotuberculosis virulenta, resultando na sobrevivéncia de camundongos sem
alteracdes clinicas e anatomopatoldgicas caracteristicas de LC. Essas formulagfes
podem ser promissoras contra a LC em ovinos e caprinos.

Palavras-chave: Linfadenide caseosa, Corynebacterium pseudotuberculosis, ovinos,
caprinos, vacina de DNA, vacina de subunidade.



ABSTRACT

CARVALHO, C.E.G. Identification of potential Corynebacterium pseudotuberculosis
immunogens and evaluation of DNA and subunit vaccines against caseous
lymphadenitis. 2015. 116f. Thesis - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2015.

The caseous lymphadenitis (CLA) is a disease that affects sheep and goats and
occasionally humans, caused by the bacterium Corynebacterium pseudotuberculosis.
CLA is a disease of economic importance in the sheep and goat industry. Commercial
vaccines available do not provide adequate protection for animals. Therefore, the
development of more efficient vaccines is required. Thus, the aim of this study was to
construct a gene expression library of C. pseudotuberculosis and identify, for
immunoscreening, genes encoding potential antigenic proteins for the development
and evaluation of DNA and subunit vaccines against CLA. A wild strain of C.
pseudotuberculosis was used for the extraction and partial digestion of genomic DNA.
Sequences between 1,000 and 5,000 base pairs were excised from the gel, purified
and the digested DNA fragments obtained were ligated into the phage vector ZAP
Express, packaged into phage and transfected into Escherichia coli. For
immunoscreening, we used a pool of positive sheep sera and a pool of negative sheep
sera for CLA. In immunoscreening four clones were identified which reacted strongly
to the sera. Clones were confirmed after the completion of PCR and sequencing for
genomic comparison of C. pseudotuberculosis in GenBank. These genes were
identified with identity between 99% and 100% and E-value of 0.0, and encoding
membrane proteins. Proteins of this type may be antigenic and may promote the
development of subunit vaccines or DNA from CLA, as well as the development of
serological tests for diagnosis. The use of immunoscreening of gene expression library
was presented as a sensitive and efficient technique to identify genes likely
immunodominant. One of these genes was Xal and therefore it has been reported as
an immunogen in the form of DNA vaccines, as well as recombinant subunit. Mice were
immunized with pcDNAXal, pcDNAXal+XAlr-Montanide and XAlr-Montanide and
challenged with a virulent strain of C. pseudotuberculosis. The clinical status and
pathological changes were evaluated after the challenge. The detection of specific IgG
in the serum of immunized mice, as well as their isotypes IgG1 and IgG2a, were
measured by ELISA. IFN-y and IL-10 were determined by capture ELISA from the
supernatants of splenocyte cultures stimulated with Xalr. The humoral and cellular
immune responses induced by the vaccine formulations pcDNAXal,
pcDNAXal+XAlr-Montanide and XAlr-Montanide, were able to protect mice after
challenge with virulent C. pseudotuberculosis, resulting in survival of mice without
clinical and pathological features CLA. These formulations may be promising against
CLA in sheep and goats.

Keywords: Caseous lymphadenitis, Corynebacterium pseudotuberculosis, sheep,
goats, DNA vaccine, subunit vaccine
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INTRODUCAO

A demanda por produtos oriundos da ovinocultura e caprinocultura tais como
carne, leite e pele, vem aumentando a cada ano por causa da procura pelo mercado
interno e externo. Para os produtores, isso representa uma boa alternativa de trabalho
e renda (COSTA et al., 2008). No ano de 2014 o rebanho de ovinos no Brasil era de
17.614.454 cabecas e o de caprinos 8.851.879, ja no Estado de Mato Grosso do Sul
o rebanho de ovinos era de 502.678 cabecas e o de caprinos era de 36.099 cabecas
(IBGE, 2014). A producao de ovinos e caprinos no Brasil é realizada em mais de um
milhdo de propriedades rurais, o que gera por volta de 500 mil empregos diretos e 0
triplo em empregos indiretos. A maior parte dos produtores sao de pequenos e médios
porte, que se empenham para produzir e manter esse setor do agronegocio que é de
grande importancia para a pecuaria do pais (SCHWAB, 2011).

Se o interesse pela carne ovina e caprina aumentar, por parte do consumidor,
a producéo desses animais pode tomar um impulso ainda maior. O brasileiro come
em média, 700 gramas de carne ovina por ano e quase 90% sao importadas do
Uruguai (ALVES et al., 2014). Ha um crescente interesse por esse tipo de carne na
alta gastronomia, representada por butiques de carne e restaurantes sofisticados.
Aliado a isso, e decorrente da baixa oferta, fruto da menor disponibilidade de produtos
importados, 0s precos pagos ao produtor pela carne de qualidade, especificamente
de cordeiro, tem alcancado indices atrativos (REIS, 2011). A agregacao de valor a
pele de ovinos e caprinos € substancialmente mais elevada que aquela verificada para
a carne e o leite destes animais. A pele de caprinos e em especial a de ovinos,
apresentam boa cotacdo nos mercados interno e externo, em virtude da grande
resisténcia, boa flexibilidade, podendo ser utilizadas para vestuario, calcados e luvas
(LEITE, 2005). Tendo em vista que ha perspectivas de um maior desenvolvimento no
segmento de criacdo de pequenos ruminantes, porque o Brasil ainda importa a maior
parte da carne consumida, € importante o0 combate as enfermidades que acometem e
causam prejuizos a criacdo desses animais.

A linfadenite caseosa (LC) é uma importante enfermidade que afeta ovinos e
caprinos, podendo acometer outras espécies de animais, inclusive humanos o que a
torna uma potencial zoonose (MOURA-COSTA et al., 2008). A LC possui prevaléncia

elevada em muitas partes do mundo e causa perdas econbmicas significativas,



principalmente por causa da desclassificacdo e condenacdo das carcagas que se
encontram infectadas ao abate e desvalorizacao da pele (BAIRD e FONTAINE, 2007).

O agente etiologico da doenca € o bacilo Gram-positivo e intracelular facultativo
Corynebacterium pseudotuberculosis (BATEY, 1986; BENHAM; SEAMAN,;
WOODBINE, 1962; CAMERON; MINNAAR, 1969; NOCARD, 1896). Essa bactéria
pertence ao género Corynebacterium e esta inserido no grupo dos actinomicetos, 0s
quais fazem parte as bactérias dos géneros Mycobacterium, Nocardia e Rhodococcus.
Juntas, essas bactérias formam o grupo CMNR (Corynebacterium, Mycobacterium,
Nocardia e Rhodococcus). C. pseudotuberculosis pode infectar outros animais como
bovinos, equinos e inclusive 0 homem (DORELLA et al., 2006).

As manifestacfes patolégicas da LC caracterizam-se pela formacdo de
abscessos contendo pus de cor amarelo-esverdeado e consisténcia tipo queijo coalho.
A doenca apresenta-se sob duas formas, a superficial e a visceral. Os abscessos
localizam-se, inicialmente, nos linfonodos superficiais, podendo ser na regidao da
mandibula, abaixo da orelha, na escapula, no crural, e na regido mamaria. Apresenta-
se, também, nos ganglios internos (mediastinicos, toracicos) e 6rgdos como 0s
pulmdes, o figado e, em menor escala, no baco, na medula e no sistema reprodutivo
(ALVES; SANTIAGO; PINHEIRO, 2007).

Corynebacterium pseudotuberculosis € um patodgeno intracelular facultativo,
gue mesmo apods a fagocitose pelos macrofagos e a fusdo dos fagossomos com 0s
lisossomos, consegue sobreviver e multiplicar dentro dos fagolisossomos e,
principalmente ocasionar a morte destas células, levando a liberagdo de inUmeras
bactérias vivas (MOTTA; CREMASCO; RIBEIRO, 2010). A disseminacao deste
microrganismo no animal hospedeiro ocorre a partir dos sitios linfaticos para os sitios
secundarios, como os linfonodos regionais e érgaos internos como o pulmao, onde se
criam os abcessos secundarios. Acredita-se que a bactéria utiliza a exotoxina
hemolitica fosfolipase D (PLD) para disseminar a infecgdo. O periodo de incubagéo
para a formagao destes abcessos varia de dois a seis meses (ANDRADE et al., 2012,
BILLINGTON et al., 2002; SMITH e SHERMAN, 2009). Mesmo assim, 0
estabelecimento da doenca no animal € considerado um processo lento que pode
durar meses, resultando assim, em uma doenca de carater cronico (ECKERSALL et
al., 2007).



A transmissdo da LC se da principalmente pelas vias percutanea e pelas
membranas de mucosas, através do contato de animais infectados com animais
sadios. Em algumas criacfes o contagio pela via percutanea ocorre devido ao manejo
inadequado do animal, causando-lhes multiplas infec¢cdes através de ferimentos de
tosquia, corte de cauda e marcagdo. Essa via também pode ser importante
naturalmente, onde, por exemplo, a propria vegetacao pode ocasionar lesées na pele
e na mucosa oral dos animais. A infeccdo pode ser também adquirida através da
inalacdo ou ingestédo da bactéria (OREIBY, 2015; WILLIAMSON, 2001).

Embora C. pseudotuberculosis ndo se multipliqgue no meio ambiente, ela pode
persistir por longos periodos apés a supuracdo de um abscesso, tendo a sua
sobrevivéncia aumentada para até oito semanas quando misturadas com particulas
de madeira, palha e/ou fezes (ALVES; PINHEIRO; OLIVEIRA, 2004). Em solos ricos,
Uumidos e de baixas temperaturas, esta bactéria sobrevive por até oito meses, sendo,
portanto, fonte de infeccdo e/ou reinfeccdo de animais sadios (RIZVI; GREEN,;
GLOVER, 1997).

A introducdo de animais infectados em um rebanho sadio resulta no
aparecimento de abscessos nesses animais ao longo de dois a trés anos e a
erradicacao da doenca torna-se mais dificil (ALVES; SANTIAGO; PINHEIRO, 2007),
ja que o diagnostico geralmente se baseia na apresentacdo de sintomas clinicos
(visualizacédo de abscessos em linfonodos superficiais), 0 que acontece tardiamente,
ja estando esses animais infectados, possiveis disseminadores do patdégeno
(KIMBERLING, 1988; MOTTA; CREMASCO; RIBEIRO, 2010; PEKELDER, 2000;
SOBRINHO, 2001).

A LC ocorre principalmente em regiées que apresentam intensa criacdo de
ovinos e caprinos, como ha Inglaterra, Franca, Holanda e Espanha, Australia, Nova
Zelandia, Africa do Sul, Canada, Estados Unidos, Cuba, Venezuela e Brasil
(ARSENAULT et al., 2003; BAIRD; FONTAINE, 2007; DORELLA et al., 2006; PATON
et al., 2003; RUIZ et al., 2011; WILLIAMSON, 2001). As estimativas demonstram que
a prevaléncia clinica seja de 30% no Brasil. Os Estados do nordeste brasileiro os mais
afetados. Mesmo assim, na regido sudeste, mais especificamente em Minas Gerais,
gue possui um rebanho reduzido, relatou-se 84,3% dos rebanhos de caprinos com LC
(GUIMARAES et al., 2011; RIBEIRO et al., 2001; SEYFFERT et al., 2010).



A ineficacia da terapia com drogas e a falha em seu diagndstico clinico precoce
torna dificil o controle da doenca. Os testes de diagndstico mais utilizados séo: a
cultura e o ensaio de imunoadsorcao enzimatica (ELISA). A cultura é realizada pela
coleta de material do abscesso e o testes de ELISA baseiam-se na deteccdo de
anticorpos contra C. pseudotuberculosis. O ELISA mostrou-se eficiente na
identificacdo precoce de animais infectados com este patdégeno (DORELLA et al.,
2006; SEYFFERT et al., 2010).

Existem formas de controlar a LC no rebanho, que consistem em drenar os
abscessos e realizar a cauterizagdo quimica com solucdo de iodo ou extirpar
cirurgicamente o linfonodo superficial acometido. Deve- se ter cuidado para que o
conteudo purulento ndo contamine o ambiente pois essa é a principal fonte de
disseminacgéao da C. pseudotuberculosis entre os animais (HOLSTAD, 1985; NOZAKI,
FARIA; MACHADO, 2000).

A vacinacgao do rebanho pode ser uma ferramenta importante na prevencao da
LC. 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, Pecuéria e do Abastecimento para producdo e comercializacdo em todo
o territério nacional. Essa vacina foi testada a campo e em laboratorio e apresentou
uma eficiéncia de 83%. A imunizacao utilizando essa vacina pode ser feita somente
apos trés meses de vida do animal, e a sua protecdo é de um ano, devendo sua
aplicagdo ser repetida anualmente (NASCIMENTO; COSTA; XIMENES, 2010;
RIBEIRO et al., 1991).

1. Estudos em vacinas contra LC

A imunidade contra uma determinada doenca infecciosa pode ser induzida por
varios tipos de vacinas as quais encontram-se comercialmente disponiveis e séo
baseadas em microrganismos vivos atenuados e/ou inativados (vacinas de primeira
geracdo), extratos de microrganismos e/ou proteinas recombinantes ou de

subunidades (vacinas de segunda geracdo). Além das formas ja disponiveis,



encontram-se em estagio experimental as vacinas a base de DNA (vacinas de terceira
geracdo), e as que utilizam microrganismos vivos recombinantes. As vacinas
comerciais disponiveis contra LC apresentam algumas desvantagens como baixa
protecdo, necessidade de revacinacdes periodicas, além de precisarem ser mantidas
sob refrigeracdo (ABBAS; LICHTMAN, ANDREW H. PILLAI, 2011).

Na década de 60, na Argentina, foi desenvolvido o primeiro projeto de vacina
contra LC. Neste projeto utilizou-se uma cultura de C. pseudotuberculosis formalizada
e emulsificada em adjuvante de aluminio, onde obtiveram a reducdo de 60% da
infeccdo. A exotoxina PLD foi testada como toxodide a 3% e foi capaz de diminuir a
multiplicacdo e a propagacao de C. pseudotuberculosis do local da infeccdo para
outros 6rgaos, o que retardou o desenvolvimento da doenca (ALVES e OLANDER,
1998; EGGLETON et al., 1991).

Umas das estratégias em estudos vacinais contra infeccbes bacterianas, é o
desenvolvimento de bactérias vivas atenuadas ou mutantes por recombinagéo génica.
Isso é possivel por meio da delecédo de genes supostamente envolvidos na viruléncia
do patdégeno. Para isso, varias técnicas podem ser utilizadas como a expressao e
transferéncia génica, mutagdes aleatdrias ou dirigidas e comparacédo génica. A mais
difundida a técnica de recombinacdo homodloga dupla para a obtencao de bactérias.
Esse tipo de candidato vacinal pode produzir estimulos para a producao de citocinas,
que € um fator importante em infec¢cdes bacterianas. As citocinas mais importantes
gue estimulam a resposta celular sao a interleucina 12 (IL-12) e o interferon gamma
(IFNy), consideradas fundamentais contra bactérias intracelulares como a C.
pseudotuberculosis. (HENSEL e HOLDEN, 1996).

Uma cepa mutante de C. pseudotuberculosis para o gene aroQ foi utilizada
como vacina viva atenuada em ovelhas e, os resultados obtidos foram a diminuicao
da colonizac¢éo nos linfonodos. No entanto, esta cepa atenuada nao foi eficiente para
ativar uma resposta imune capaz de proteger os animais da infeccdo com a cepa
selvagem, levando apenas a uma diminuicdo da severidade clinica da doenca
(SIMMONS et al., 1998). A cepa mutante do gene Xa2 (gene responsavel por
captacao de ferro) de C. pseudotuberculosis, foi testada em caprinos para teste de
viruléncia. Observou-se que nédo houve lesbes nos linfonodos, sugerindo que a
bactéria mutante para o gene Xa2 nao se desenvolveu no organismo devido a

dificuldade de captar ferro para o seu metabolismo. Diante disso 0 gene Xa2 esta



relacionado com a viruléncia de C. pseudotuberculosis (BILLINGTON et al., 2002).
Isso foi notado em outro estudo com uma cepa mutante para o gene CiuA, também
responsavel pela aquisi¢céo de ferro em C. pseudotuberculosis. Esse mutante quando
inoculado em camundongos foi capaz de sobreviver nesses hospedeiros, sem causar
danos, e ainda estimular a producéo de anticorpos e citocinas (RIBEIRO et al., 2014).

A busca de novos antigenos pode gerar vacinas que sejam mais eficazes no
controle da doenca. Estudos recentes sobre o genoma de C. pseudotuberculosis e
seus determinantes moleculares de viruléncia fornecem novas alternativas para o
desenvolvimento de vacinas de DNA e subunidades (DORELLA et al., 2009). A vacina
de DNA baseia-se no uso de sequéncias génicas do agente patogénico que codificam
antigenos imunodominantes. O processo de producédo de vacinas de DNA inclui a
clonagem de genes ou fragmentos destes relacionados a antigenicidade de um
microrganismo em DNA plasmidial ou em vetores virais. Este plasmideo € inserido em
uma bactéria, geralmente Escherichia coli, por transformacéo bacteriana. A bactéria
ao se replicar, permite que o plasmideo se reproduza em larga escala, o que é
fundamental para a producéo da vacina. Quando administrados ao hospedeiro, esse
DNA permite a producdo da proteina antigénica pelas proprias células do hospedeiro
vacinado e é capaz de induzir resposta imune especifica celular e humoral com
memoria (GARG et al., 2014; SRIVASTAVA e LIU, 2003).

Uma vacina de DNA contra LC, em que o plasmideo vacinal expressava a
proteina de membrana PLD de C. pseudotuberculosis, modificada geneticamente para
perder sua acao toxica, junto ao dominio extracelular de bovinos CTLA-4, superou a
resposta humoral das vacinas vivas atenuadas geneticamente (CHAPLIN et al., 1999).
Outra vacina de DNA contra LC teve como foco a proteina produzida pelo gene Hsp60.
Essa vacina foi testada em camundongos resultando no desenvolvimento de resposta
humoral significativa (IgG1 e IgG2a), porém néo suficiente para protegé-los contra a
infeccdo (COSTA et al., 2011).

As vacinas de subunidade recombinante sado produzidas a partir do gene de
interesse. Geralmente sdo proteinas antigénicas que podem ser encontradas na
membrana do patdgeno ou serem secretadas. Um estudo realizado sobre vacina de
subunidade contra Mycobacterium tuberculosis destaca que a producdo desse tipo
vacinal é mais direcionada por causa da expressdo da proteina em laboratério em

comparacao a obtencdo de misturas de proteinas a partir de lisado do patégeno. H&



também a diminuicdo das etapas de purificacdo da proteina de interesse, haja vista
que realizar purificagéo a partir de lisado total torna-se um processo mais dificultoso
para obter um proteina adequeda ao uso (OLSEN et al., 2001).

A vacina de subunidade quando administrada no hospedeiro torna-se um
antigeno exdgeno. A resposta imune inicia-se a partir da endocitose desse antigeno,
por células apresentadoras de antigenos (APC’s), que € complexado com moléculas
do complexo de histocompatibilidade Il (MHC de classe Il) e apresentado na superficie
das APC’s para o reconhecimento e ativagdo de linfécitos T CD4 auxiliares. Testes
com a proteina PLD recombinante de C. pseudotuberculosis, mas sem a sua acao
toxica, foram realizados e foi comprovado que essa proteina tem efeito protetor em
ovinos. Outra proteina recombinante que obteve resultados favoraveis contra a LC
experimental em camundongos foi a CP40. Quando usada como imundgeno essa
proteina foi capaz de induzir uma resposta Thl com auséncia de resposta Th2
(HODGSON et al., 1994; KOWALCZYK; ERTL, 1999; NAGATA et al., 2004; SILVA et
al., 2014).

2. Imunidade contra C. pseudotuberculosis

Para patdégenos intracelulares, como € o caso da C. pseudotuberculosis, a
resposta imune contra a infec¢éo sera do tipo celular e do tipo humoral, envolvendo
dessa forma, processos reativos da resposta imune inata e adaptativa (ELLIS et al.,
1991; LAN et al., 1998).

2.1. Respostalmune Inata

Quando a bactéria entra no organismo do animal, em uma infeccéo priméaria, a
resposta imune inata € a linha de defesa inicial. Nesse estagio, os neutrofilos e
macrofagos sédo as principais células envolvidas para tentar controlar a infecgéo.
Esses tipos celulares podem ser fundamentais para o estabelecimento de uma

resposta protetora com relagcdo a infeccdo primaria, bem como a uma infeccéo



secundéria, por serem células fagociticas e possuirem habilidade em destruir o
microrganismo (HARD, 1969; JOLLY, 1965a; LAN et al., 1999; NORTH, 1978). Mesmo
com essa barreira inicial, C. pseudotuberculosis pode resistir a degradacao dentro dos
fagdcitos e a partir disso causar a infeccdo crénica de dificil erradicacdo, o que é
caracteristico desta bactéria (STEFANSKA et al., 2010; VAN CREVEL; OTTENHOFF;
VAN DER MEER, 2003).

O papel dos neutrofilos é essencial na imunidade inata, pois eles controlam o
crescimento bacteriano ou atuam diretamente, independente das acdes dos
macrofagos e células Natural Killer (NK), sobre as células infectadas. A restricdo do
crescimento bacteriano feita pelos neutrofilos € fundamental, pois se as bactérias
aumentarem de namero rapidamente, a formacéo da resposta imune adaptativa ficara
prejudicada, o que torna dificil a erradicacdo da infeccdo (KOLACZKOWSKA e
KUBES, 2013).

A principal atuacdo do macrofagos € na eliminacdo dos microrganismos
fagocitados pelo uso do 6xido nitrico (NO). O NO € um gas solavel e lipofilico, sendo
a enzima oOxido nitrico sintetase (iINOS) sua sintetizadora. O estimulo para producao
de NO pela INOS parte da a¢do de citocinas pré-inflamatorias, como o interferon gama
(INF-y) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). A agdo do NO é citotoxica e
citostatica, desta forma o microrganismo é eliminado pela sua ligagdo com metais,
como o ferro, presente nas enzimas do agente patogénico (DUSSE; VIEIRA;
CARVALHO, 2003; JAMES, 1995; MACHADO et al.,, 2004; MEYER et al., 2005;
MOORE et al., 2001; NATHAN; SHILOH, 2000; PEPIN et al., 1992). Mesmo com o
uso do NO para eliminar microrganismos, patégenos intracelulares facultativos, como
C. pseudotuberculosis, podem escapar dos macréfagos por meio da utilizacdo de
antigenos especificos que resultam no blogueio da producédo desse gas (BOGDAN;
NEWLANDS-MONTEITH; ELLIS, 1997; GREEN; NACY; MELTZER, 1991).

Citocinas proé-inflamatérias cumprem o papel de atrair neutréfilos e macréfagos
para o local da infeccdo, bem como ativa-los. A interleucina 6 (IL-6) € uma dessas
citocinas atuantes, e dentre suas funcdes esté estimular os neutrdfilos a proliferarem-
se (APPELBERG et al., 1994; DIAS et al., 2011; LEAL et al., 1999). O TNF-a e a
interleucina 1 alfa (IL-1a) s&o as citocinas que causam o aumento da permeabilidade
vascular, o que promove a passagem de macrofagos e neutréfilos para a area de

infec¢@o. Essas citocinas também promovem a ativacéo dessas células envolvidas na



resposta imune inata. O TNF-a também é um importante agente na formagéo de
granuloma, pois atua como indutor de coagulagédo. O INF-y além de estimular a
producdo de NO pelos macréfagos, induz os mesmos a expressarem moléculas que
apresentam antigenos. Essas moléculas sdo conhecidas como complexo principal de
histocompatibilidade das classes | e Il (MHC das classes | e Il), importantes na
ativacdo de células na fase da resposta imune adaptativa (ALLIE et al., 2010;
BRANDAO et al., 2012; DIAS et al., 2011; NOLL e AUTENRIETH, 1996; PESTKA et
al., 2004).

2.2. Respostalmune Adaptativa

Contra C. pseudotuberculosis € necessério que a fagocitose seja eficiente para
poder elimina-la, antes que ela bloqueie a producdo de NO e sobreviva dentro do
fagocito. Para isso uma resposta imune adaptativa é importante para que haja um
controle eficiente ou até mesmo a erradicacao da infeccdo (BOGDAN; NEWLANDS-
MONTEITH; ELLIS, 1997; GREEN; NACY; MELTZER, 1991; JOLLY, 1965b; LAN et
al., 1998). O linfocito T CD8* € uma das células que estdo envolvidas na resposta
imune adaptativa. O linfocito T CD8* esta relacionado com a atividade citotoxica,
sendo um mecanismo de protecao antibacteriano, lisando macréfagos infectados por
C. pseudotuberculosis. Ele é capaz de produzir também IFN-y que estimula
macrofagos a destruirem a bactéria fagocitada. Mas o maior responsavel por montar
a resposta imune adaptativa, frente a um microrganismo, é do linfécito T CD4*. Esse
linfécito pode ser dividido em subpopulacdes de linfocitos T auxiliadores do tipo 1
(Thl) e do tipo 2 (Th2) (LAN et al., 1998).

A importancia das células Thl € que apés sofrerem estimulo elas produzem
diversas citocinas, dentre ela o IFN-y, a interleucina 2 (IL-2) e o TNF-a. Essas citocinas
atuam promovendo mecanismos efetores celulares, tais como a hipersensibilidade
tardia e reacdes inflamatorias. Em camundongos essas citocinas promovem também
a producéo de anticorpos da classe 1gG2a, que favorecem e potencializam, direta ou
indiretamente, a opsonizacdo e a toxicidade promovida por células. Esses
mecanismos sao fundamentais para o controle de bactérias intracelulares. Ja as

células Th2, quando estimuladas, secretam a interleucina 4 (IL-4) e a interleucina 5



10

(IL-5). A partir disso, essas citocinas estimulam células especificas a produzirem
anticorpos IgE e, em camundongos, IgG1l. Esses anticorpos atuam na imunidade
humoral e reacées alérgicas. E importante saber que além de todas essas funcées,
as células Th controlam uma a outra, ou seja a resposta de Thl pode inibir a resposta
de Th2 e vice-versa (COFFMAN, 2006; COTTREZ et al., 2000; HOFSTRA et al., 1998;
MOSMANN et al., 1986).

A resposta gerada por células do tipo Thl é tida como a mais eficiente contra
bactérias intracelulares facultativas, que € uma caracteristica da C.
pseudotuberculosis, pois ha um auxilio para 0 mecanismo da fagocitose, pelos
macréfagos principalmente, e a eliminacdo da bactéria por conta da atuacéo do IFN-
vy (KAUFMANN, 1993). Porém, ndo menos importante, a resposta imune gerada pelas
células do tipo Th2 atuam na formacéo de granulomas e, especificamente contra C.
pseudotuberculosis, na neutralizacdo de exotoxina. A IL-4 ativa um tipo de macréfago
que é reparador tecidual, ou seja, ele estimula fibroblastos que promovem a deposi¢céo
de matriz extracelular para formar o granuloma. Além disso, ela também esta
envolvida na formacao das células gigantes multinucleadas, que estdo presentes em
granulomas de Mycobacterium tuberculosis, e isso auxilia na contencao desta bactéria
(MCINNES e RENNICK, 1988). Lembrando que a resposta Thl regula a Th2 e vice-
versa, e levando em conta a formacéo de granulomas, por exemplo, sabe-se que o
IFN-y produzido por Th1, diminui ou pode impedir sua formacao, isso caracteriza uma
atividade antifibrética eficiente. O processo antifibrotico do granuloma causado pela
atuacao do IFN-y é caracterizado pelo estimulo de varias quimiocinas que reduzem a
vascularizacdo, causando assim a hipoxia do granuloma, resultando em necrose
caseosa (EHLERS et al., 2001; WYNN, 2004).

Outra citocina que também esta envolvida na regulacdo da resposta imune é a
interleucina-10 (IL-10). Ela é produzida principalmente por células Th2 e possui efeitos
anti-inflamatérios. Ela pode ser produzida também por células NK, mondcitos,
macroéfagos, células dentriticas, linfécitos B e, quando h& infec¢bes cronicas, por
células Thl. Entretanto a IL-10 é considerada pertencente ao perfil de células T
regulatorias (Treg), assim como a interleucina 13 (IL-13) (CARTER et al., 2011,
MOTOMURA et al., 2011). A IL-10 atua em fagdcitos e em células apresentadoras de
antigenos, favorecendo o bloqueio da producéo de citocinas pro-inflamatoérias, como

0 TNF-a e IL-12. Quando o TNF-a é inibido pela IL-10, a apoptose de macrofagos
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infectados ndo ocorre, favorecendo assim a permanéncia da infeccdo crénica. Além
disso, ela também inibe a expressdo do MHC de classe Il e a producdo de
intermediarios reativos de oxigénio e nitrogénio, o que diminui sistemicamente a
resposta imune (FIORENTINO; BOND; MOSMANN, 1989; MOORE et al., 2001,
OSWALD et al., 1992; ROJAS et al., 1999). A IL-10 atua também na regulacdo da
formacéo de fibrose que gera o granuloma, assim como o IFN-y. Ela interage com o
IFN-y e suprime a deposi¢ao de colageno no tecido (MOSSER; EDWARDS, 2008;
WYNN, 2004).
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RESUMO

A linfadenite caseosa (LC) é uma enfermidade que afeta ovinos e caprinos e
ocasionalmente o homem. O agente etiologico da doenca € o bacilo Corynebacterium
pseudotuberculosis. Objetivou-se neste estudo construir uma biblioteca de expressao

génica de Corynebacterium pseudotuberculosis e identificar, por imunovarredura,
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genes que codificam proteinas antigénicas e imunogénicas para o desenvolvimento
de testes de diagnostico e vacinas contra LC, respectivamente. Uma cepa selvagem
de C. pseudotuberculosis foi utilizada para a extracdo e digestdo parcial do DNA
gendmico. Sequéncias entre 1,000 e 5,000 pares de bases foram cortadas do gel,
purificadas e os fragmentos obtidos do DNA digerido foram ligados no vetor
bacteriofago ZAP Express, empacotados em fagos e transfectados em Escherichia
coli. Para a imunovarredura utilizou-se um pool de soros de ovinos positivos e um pool
de soros negativos para LC. Na imunovarredura foram identificados quatro clones que
reagiram fortemente aos soros. Os clones foram confirmados, apos a realizacdo da
PCR e sequenciamento para comparacdo gendmica de C. pseudotuberculosis no
GenBank. Esses genes foram identificados, com identidade entre 99% e 100% e E-
value de 0, como codificadores de proteinas de membrana. Proteinas desse tipo
podem ser antigénicas, podendo favorecer o desenvolvimento de vacinas de
subunidades ou de DNA contra LC, bem como o desenvolvimento de testes
sorolégicos para diagndstico. O uso de imunovarredura de biblioteca de expresséo
génica apresentou-se como uma técnica sensivel e eficiente na identificacdo de

provaveis genes imunodominantes.
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Introducao

Corynebacterium pseudotuberculosis € um bacilo Gram-positivo e intracelular
facultativo. Essa bactéria pertence a classe Actinobacteria, no qual estado inseridas
outras bactérias do género Corynebacterium bem como as bactérias do género
Mycobacterium, Nocardia e Rhodococcus. Essas bactérias formam o grupo CMNR,
que é uma denominacdo dada de acordo com as letras inicias dos géneros dessas
integrantes da classe Actinobacteria. A caracteristica principal das bactérias do grupo
CMNR é a composicao e estrutura da parede celular, composta de peptideoglicano,
arabinogalactano e acido micolico, o que a torna mais densa e favorece a
sobrevivéncia das mesmas dentro das células do hospedeiro [1].

A bactéria C. pseudotuberculosis € o agente etioloégico da enfermidade
linfadenite caseosa (LC), que afeta principalmente ovinos e caprinos. Ha relatos de
casos de LC transmitida ao homem ap0s contato com animais acometidos pela
doenca [2]. Além da caracteristica zoon6tica, outro fator importante e que impulsiona
pesquisas voltadas para LC é que esta causa perdas econémicas na producdo de
ovinos e caprinos. Esta infeccdo apresenta-se de forma cronica e, por vezes, sub-
clinica, o que torna dificil seu diagnéstico e controle. A patogenése da LC é um
processo lento, resultando em uma doenca de carater cronico [3]. Em geral as
infeccdes sao originadas nos ganglios linfaticos, porém, pela disseminacdo da
exotoxina hemolitica fosfolipase D (PLD) pode se tornar sistémica, levando a infec¢cao
de outros 6rgéos [4].

A LC é de dificil erradicacéo, por seu diagnostico geralmente se basear na
apresentacdo de sintomas clinicos (visualizacdo de abscessos em linfonodos

superficiais), 0 que acontece tardiamente. Desta forma, o animal infectado torna-se
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um provavel disseminador do patdgeno [5-7]. A ineficacia da terapia com drogas e a
falha em seu diagndstico clinico precoce torna dificil o controle da doenca [8]. Os
testes de diagndsticos mais utilizados séo: cultura bacteriana e ensaio de
imunoadsorcdo enzimatica (ELISA). A cultura é realizada pela coleta de material do
abscesso e cultivo em meio de crescimento especifico para C. pseudotuberculosis.
Os testes de ELISA baseiam-se na deteccdo de anticorpos contra C.
pseudotuberculosis e mostram-se eficiente na identificagdo precoce de animais
infectados com este patdgeno [9].

A profilaxia e controle da LC podem ser realizados pela drenagem dos linfonodos
superficiais acometidos ou extirpacdo cirdrgica dos mesmos. Outro método € a
vacinacdo do rebanho. H4 no mercado vacinas compostas de combina¢cdes de
antigenos contra outros patdgenos e C. pseudotuberculosis, sendo a proteina PLD,
usada nessa mesma formulacdo, como toxodide contra a LC [10-13]. Ha uma
formulacédo vacinal especifica contra LC que é composta pela C. pseudotuberculosis
viva naturalmente atenuada. Essa vacina foi desenvolvida no Brasil pela Empresa
Baiana de Desenvolvimento Agricola (EBDA) e é conhecida como 1002 (nome obtido
a partir da cepa de C. pseudotuberculosis 1002). Essa vacina confere protecédo de
83% segundo um estudo realizado [14].

Por haver poucas opc¢des de vacinas para a prevencéao e controle da LC, alguns
estudos buscam desenvolver outras formulagdes vacinais, principalmente baseadas
em genes (vacina de DNA) ou em proteinas (vacina de subunidade) da bactéria. Um
exemplo disso € um estudo realizado com o gene que codifica uma proteina de choque
térmico, ou chaperona, do grupo 60 (Hsp60) de C. pseudotuberculosis, em que foram
testadas as vacinas de DNA e de subunidade desse gene contra a LC experimental

[15,16]. E possivel desenvolver outro tipo de formulagdo vacinal, com cepas
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atenuadas por knockout de genes. Um estudo recente utilizou uma cepa atenuada de
C. pseudotuberculosis com knockout para o gene ciuA (gene envolvido no transporte
citrato de ferro para o metabolismo da bactéria), que induziu tanto resposta celular
como humoral ap6s desafio com cepa selvagem [17].

Para desenvolver vacinas, sejam elas de DNA, atenuadas por mutacéo ou de
subunidades, sdo necessarios estudos voltados para identificacdo de genes
relacionados com a viruléncia da bactéria. Estudos recentes sobre o genoma de C.
pseudotuberculosis e seus determinantes moleculares de viruléncia fornecem novas
alternativas para identificar genes que codificam possiveis proteinas antigénicas, ou
seja, sdo genes que podem ser alvo de estudos para formulac¢des vacinais [18]. Uma
das técnicas disponiveis para identificar potenciais antigenos, € a imunovarredura de
bibliotecas genbmicas ou de expressdo génica. Para identificar genes que expressam
proteinas antigénicas € necessario o uso de soro de individuos positivos clinicamente
para determinada doenga [19-22].

Considerando as pesquisas anteriores para a prevencao e controle da LC e os
estudos em busca de genes imunodominantes de C. pseudotuberculosis, acredita-se
que a técnica de imunovarredura de biblioteca de expressdo génica, é eficaz na
selecdo de clones que expressam proteinas imunogénicas. A identificacdo de novos
antigenos pode oferecer beneficios e aplicacbes potenciais no desenvolvimento de
vacinas e até mesmo na formulacdo de novas ferramentas de diagnostico para
identificacdo de C. pseudotuberculosis, em amostras de ovinos e caprinos. A
descoberta das propriedades antigénicas das proteinas pode auxiliar na compreensao
geral da patogenicidade, bem como entender os fatores relacionados a viruléncia da

bactéria.
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Neste estudo objetivou-se identificar e isolar por imunovarredura, genes que
codificam proteinas antigénicas e imunogénicas para o desenvolvimento de testes de
diagnéstico e vacinas contra LC, respectivamente. ApGs a imunovarredura, foram
selecionados os clones que reagiram com 0s soros de ovinos positivos para LC. Os
genes de C. pseudotuberculosis, clonados em vetor de expresséo, foram extraidos de
cada clone e amplificados por PCR para a realizacdo do sequenciamento. As
sequencias dos genes foram comparadas com as sequencias de C.
pseudotuberculosis depositadas no GenBank, no que resultou na identificacdo dos
genes e suas respectivas proteinas antigénicas. Esse estudo foi modelado para
analisar a adequacdo dos genes identificados para futuras aplicacdes no
desenvolvimento de formulacBes vacinais de DNA e de subunidade, bem como

ferramentas de diagndstico para LC.

Materiais e Métodos

Amostras bacterianas

Foi utilizada uma amostra de C. pseudotuberculosis, coletada diretamente de
abscesso de ovino oriundo do nordeste do Brasil. As amostras de Escherichia coli

utilizadas foram XL1-Blue MRF’ e Y1090.
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Extracdo do DNA gendmico de C. pseudotuberculosis

Para a extracdo do DNA gendmico foi utilizado um protocolo adaptado [23].
Foram centrifugados 2 mL de cultura de C. pseudotuberculosis crescida durante 72
horas a 13000 rpm por 10 minutos. Os pellets foram lavados uma vez e ressuspensos
em 0,8 mL de TE Buffer (Tris-HCI 10 mM pH=7,0, EDTA 10 mM pH=8,0) com 10,3%
de glicose, 8 mg de lisozima e deixados overnight a 37°C sob agitacao constante (200
rpm). Apés, foi adicionado as amostras 100 uL de SDS 10% (Dodecil Sulfato de
Sadio), 20 pL de proteinase K 20% e estas foram vortexadas levemente e incubadas
em banho-maria a 56°C durante 5 horas. Em seguida foi adicionado um volume igual
de fenol e os tubos ficaram agitando por 1 hora em agitador orbital. Os tubos foram
centrifugados a 13000 rpm por 15 minutos e os sobrenadantes foram transferidos para
outros tubos onde o ultimo passo foi repetido novamente.

Posteriormente, foi adicionado um volume igual de fenol-cloroférmio e os tubos
foram agitados por 10 minutos na méo, sendo depois centrifugados sob as mesmas
condicdes anteriores. Este passo foi novamente repetido e a fase aquosa recuperada
foi adicionado um volume igual de fenol-cloroférmio:alcool-isoamilico, com 0os mesmos
procedimentos anteriores descritos. Para a precipitacdo do DNA foi adicionado 0,6
volumes de isopropanol e os tubos foram centrifugados sob as mesmas condi¢des
anteriores. Posteriormente, os pellets foram lavados com etanol 70% e colocados sob
a bancada para secagem. Os pellets foram ressuspensos em 50 pL de agua milli-Q
livre de endonucleases e tratados com RNAse por 30 minutos a 37°C. Os DNAs foram
congelados a — 20°C até a sua utilizagao.

A pureza do DNA total das amostras foi verificada por meio de corrida

eletroforética em gel de agarose a 0,8%, corado com brometo de etideo e analisado
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sob luz ultravioleta em transiluminador e fotografado em camara digital. A obtencao
da concentracdo foi realizada em dosagem no espectrofotometro (Gene Quant®),

utilizando-se os comprimentos de onda 230, 260 e 280 nm.

Digestao enziméatica parcial do DNA gendmico de C. pseudotuberculosis

Cerca de 1 pg de DNA gendmico de C. pseudotuberculosis foi utilizado para
cada reacao de digestao parcial com a enzima Sau 3Al a 0.7 U/uL. As reacgdes foram
submetidas a corrida eletroforética em gel de agarose 0,8% e corado em brometo de
etideo. Apds realizou-se o corte das bandas de DNA na altura de 1,000 a 5,000 pb e
estas foram purificadas com o kit QUIAEX Il (Quiagen®).

Os produtos das digestbes e purificacdo foram avaliados mediante corridas
eletroforéticas em gel de agarose a 0,8%, e corado em brometo de etideo. Os
tamanhos dos fragmentos foram verificados e estimados por comparagcdo com 0

marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder (Invitrogen®).

Ligacdo dos insertos ao vetor A ZAP Express e empacotamento da reacao

O DNA purificado foi dosado e ligado ao vetor A Zap Express de acordo com a
seguinte reacao: 1 ug de A ZAP Express; 200 ng de inserto; 0,5 pL de tampéao da
ligase 10x; 2 U de ligase. Quatro microlitros da ligagdo foram adicionados ao extrato
de encapsidacdo Gigapack gold plus (Stratagene®). Em seguida o material foi

incubado por 2 horas a temperatura ambiente. Apds esse tempo foram adicionados
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500 pL de tampéo SM (5,8 g de NaCl, 2 g de MgS04.H20, 50 mL de Tris-HCI pH 7,5,
5 mL de 2% de gelatina), seguidos de 20 puL de cloroférmio. A mistura foi centrifugada

para remocao de debris e armazenada a 4°C.

Cultivo de E. coli XL1-Blue MRF’ para transfecgao

Uma colbdnia de E. coli XL1-Blue MRF’ foi cultivada em meio LB suplementado
com tetraciclina (12,5 pg/mL). A cultura foi incubada a 30 °C durante 16 horas (DO
aprox. de 1). Apos esse tempo as bactérias foram coletadas por centrifugacdo a 1000
X g por 10 minutos a 4°C, e ressuspendidas em 5 mL de tamp&o SM.

As bactérias em tampé&o SM foram diluidas utilizando o mesmo tampéao até OD
de 0,5 e usadas imediatamente para determinacdo do titulo da reacdo de
empacotamento nas seguintes condi¢des: 200 uL de bactérias + 1 pL da diluicdo 1/10
da reacédo de empacotamento (1 pL da reacédo de empacotamento + 9 uL de SM).

A suspensao foi incubada a 37°C por 15 min, sem agitacdo. Quatro mL de top
NZY Agar aquecido a 45°C foram adicionados & suspensdo bacteriana e
imediatamente vertidos sobre placa contendo meio NZY soélido acrescido de IPTG e

X-Gal, previamente aquecidas a 37°C. A placa foi incubada a 37°C por 16 horas.

Amplificagcéo da biblioteca

Uma colbnia de E. coli XL1-Blue MRF" foi cultivada em 50 mL de meio LB

suplementado com tetraciclina (12,5 pg/mL), maltose (0,2%) e MgSO4 (10 mM). A
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cultura foi incubada a 37°C até DO de 1. Apds, as bactérias foram coletadas por
centrifugacéo a 1000 xg por 10 minutos, a 4°C, ressuspendidas em 25 mL de tampéao
SM e mantidas a 4°C até a sua utilizacdo. Quatro mL da suspensédo bacteriana foi
diluida com tampéo SM para DO de 0,5 (volume final 4 mL). Aliquotas de 600 uL de
células diluidas foram incubadas a 37°C por 15 minutos com 125 pL da células
transfectadas (aproximadamente 5 x 10* UFC) em tubo falcon de 50 mL. Para
amplificar toda a biblioteca foram feitas quatro aliquotas.

Quatro mL de top NZY Agar aquecido a 42°C foram adicionados a cada
suspensao bacteriana, misturados por inversao (2 vezes) e imediatamente vertidos
sobre placa de 400 cm? (20 cm x 20 cm) contendo meio NZY sélido, previamente
aguecida a 37°C. As gquatro placas foram incubadas a 37°C por 16 horas. Apds a
incubacédo, 20 mL de tamp&o SM estéril foram adicionados sobre as placas, que foram
mantidas por agitacdo suave durante 4 horas a temperatura ambiente, permitindo a
difusdo dos fagos para o SM.

A suspensédo de fagos foi coletada de cada placa e colocada em tubos de
centrifuga. O lisado foi clarificado por centrifugacédo a 5,000 x g por 10 minutos, para
remocéao dos debris celulares. O lisado clarificado foi armazenado em frasco de vidro
com a adicdo de 0,3% de cloroférmio e mantido a 4°C. O titulo da biblioteca

amplificada foi determinado por meio de diluicdes seriadas.

PCR da biblioteca

Com o objetivo de verificar se haviam fragmentos de DNA de C.

pseudotuberculosis na biblioteca foi realizada a reacdo em cadeia de polimerase
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(PCR) para certificacdo. Para isso utilizou-se primers especificos para o gene pld de
C. pseudotuberculosis em uma reagao contendo toda a biblioteca, com o objetivo de
identificar se este gene estava presente na mesma. Os primers utilizados foram os
seguintes: plDcoryF (5 — ATG AGG GAG AAA GTT GTT TTA — 3) e pIDcoryR (5’ —
TCA CCA CGG GTT ATC CGC - 3)).

O gene pld foi amplificado em reagdo com volume final de 50 pL, contendo: 5
ML de tampéo (1X), 1,5 pL de MgCl2 (1,5 mM), 2 uL de primer foward plDcoryF (20
pmol), 2 uL de primer reverse plDcoryR (20 pmol); 1 yL de dNTP (10 mM); 37 uL de
agua ultrapura; 0,5 U/ uL de Taq DNA polimerase; e 1 yL de DNA gendémico de C.
pseudotuberculosis. A amplificacdo ocorreu em termociclador, onde a temperatura
inicial foi de 95°C, a desnaturacdo da dupla fita a 95°C por 4 minutos, logo apds, o
anelamento dos primers a 55°C por 1 minutos, extenséo da fita de DNA a 72°C por 2
minutos. Os ciclos foram repetidos 35 vezes, com extensdo a 72°C por 7 minutos e

finalizado a 4°C.

Amostras de soros de animais positivos para LC

Foram selecionados soros sanguineos de ovinos com sinais clinicos da LC.
Esses soros pertencem ao banco de soros da Embrapa Gado de Corte, e foram
previamente analisados com o teste de ELISA (dados de titulos soroldgicos nao
mostrados). Dois soros (s.1 e s.2) com altos titulos de anticorpos contra C.
pseudotuberculosis foram selecionados como soros positivos para a imunovarredura.
Cinco soros (s.3, s.4, s.5, s.6 e s.7) com titulacdo média, mas considerados positivos

para LC, foram selecionados para formar um pool de amostras soroldgicas. Um soro
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(sn) que ndo obteve titulos de anticorpos contra LC, e que foi obtido de um animal
sem sinais clinicos da doenca, foi selecionado como soro controle negativo para

imunovarredura.

Obtencéao de soros livres de contaminantes de antigenos de E. coli e antigenos

do fago

O objetivo foi limpar o0 maximo possivel todos os soros de contaminantes de
antigenos de E. coli que poderiam interferir na imunovarredura da biblioteca. Foram
preparados extratos de antigeno bruto de C. pseudotuberculosis e E. coli XL1-Blue e
dosados pelo método de Bradford.

Para preparar a coluna de sepharose, pesou-se 330 mg de sepharose e
adicionou-se a 1 mL de HCL 1mM. Posteriormente a resina foi lavada com
aproximadamente 70 mL de HCI 1mM, homogeneizada e aplicou-se vacuo para
retirada do liquido. Adicionou-se a coluna 5 mL de antigeno sonicado de E. coli
previamente diluido em tampéao de acoplamento (NaHCO3 0,1M, NaCl 0,5M pH 8.3).
Incubou-se por 60 min, sob leve agitacdo, a temperatura ambiente. A resina foi lavada
com tampdao de acoplamento com 5 vezes o seu volume. Realizou-se o blogueio com
Tris 0,1M ph 8,0 por 2 horas. Posteriormente lavou-se alternadamente 3 vezes com
NaAc 0,1 M—NaCl 0,5 M pH 4,0 e Tris 0,1 M—NaCl 0,5 M pH 8,0. Lavou-se com 10 mL
de PBS e adicionou-se 5 mL de soro positivo para C. pseudotuberculosis. Incubou-se
a 4°C por 16 horas sob agitagdo. Coletou-se o soro em gelo e lavou-se a resina com

1 mL de tampéao de acoplamento.



32

A eluicdo dos anticorpos presos a coluna, foi realizada com frac6es de 1 mL de
glicina 0,1 M pH 2,4. A esse material eluido aplicou-se imediatamente 30 pL de Tris 3
M pH 8,8 e 20 pL de NaCl 5 M. Lavou-se a resina com glicina 0,1M pH 2,4 e
posteriormente com tampéao de acoplamento. Repetiu-se este protocolo 6 vezes com
0 mesmo soro a fim de se obter melhores resultados.

Foi realizada mais uma limpeza de soro ovino contra E. coli junto com o fago a
partir do lisado Fago/E. coli. Utilizou-se um fago (A gT11) sem inserto e uma cepa de
E. coli Y1090. A partir de 100 yL de uma cultura de E. coli (Y1090) com DO proxima
a 1, foi adicionado 5 pL do fago (A gT11) e incubado a 37°C por 15 minutos, em
seguida esse volume total foi colocado em um tubo de soft agar (65°C) e
imediatamente vertido sobre uma placa com meio NZY que foi incubado por
aproximadamente 5 horas, até que aparecessem plagues. Como o objetivo era uma
placa de lise confluéncia, os poucos plaques visualizados na placa foram isolados,
eluidos em tampédo SM, centrifugados e o sobrenadante coletado para realizar o
mesmo procedimento acima descrito.

ApOs ter obtido a placa de lise confluéncia, foi colocada uma membrana de
nitrocelulose sobre essa placa por 2 minutos. Essa membrana sensibilizada com o
lisado foi usada para a limpeza dos soros positivos e do soro controle negativo. Cada

soro diluido 1:100 foi passado em 5 membranas.

Analise dos soros limpos

A avaliacdo sorologica foi realizada por meio do teste de Western blotting, com

todos os soros. Para isso foi realizada eletroforese vertical em gel de poliacrilamida
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12% usando preparados antigénicos de C. pseudotuberculosis e E. coli para a
deteccdo da diferenca entre os padrées de bandas das proteinas dos dois
microrganismos. As proteinas presentes foram visualizadas no gel corado com azul
de Coomassie R-250.

O Western blotting foi realizado com os extratos antigénicos sonicados de C.
pseudotuberculosis e E. coli, separadamente, para a analise do perfil de
reconhecimento antigénico das bandas proteicas. Como anticorpo primario utilizou-se
0s soros dos animais naturalmente infectados por C. pseudotuberculosis na diluicéo
1:100 em PBS-T 20, e incubacdo da membrana durante uma hora. A seguir, foram
incubadas, durante uma hora, com anticorpo anti goat-lgG, conjugado a fosfatase
alcalina, diluido a 1:7000 em PBS-T 20. A revelacdo das bandas foi realizada com
cloreto de nitro-blue-tetrazélio (NBT) - sal de 5-bromo-4-cloro-3-indol-fosfato, 4-
toluidina (BCIP), dissolvida em tampé&o de fosfatase (Tris-Base 100 mM, NaCl 100

mM, MgCl2 5 mM).

Imunovarredura da biblioteca de expresséo

Apés a confirmacdo de que os soros dos animais minimizaram o
reconhecimento de antigenos de E. coli, a imunovarredura da biblioteca de expressao
de C. pseudotuberculosis foi realizada a partir dos soros positivos e negativo para LC
selecionados.

A imunovarredura foi realizada a partir de uma diluicdo de 10 da biblioteca de
expressdo de C. pseudotuberculosis (4x108 UFC), onde 100 pL dos fagos

recombinantes foram incubados por 15 minutos a 37 °C com 150 yL de uma cultura
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bacteriana de E. coli (XL1Blue) com DO= 1. Em seguida, a essa mistura foram
adicionados 4 mL de soft agar pré-aquecido a 42°C e vertidos imediatamente sobre
uma placa de LB contendo 10 mM de MgSOas. Para cada soro positivo foram
preparadas seis placas de lise com 2x103 UFC/placa e uma Unica placa foi usada para
0 soro controle negativo. As placas foram incubadas a 37°C durante a noite e, no dia
seguinte foi colocado sobre cada placa uma membrana de nitrocelulose embebida
com IPTG 10 mM.

Para marcar o posicionamento das membranas, foram realizadas perfuracdes
com agulhas e as placas foram incubadas por 4 horas a 37°C. Em seguida, as
membranas foram retiradas com o auxilio de uma pinca e bloqueadas em leite
desnatado 5% diluido em TBS-T (20 mM Tris pH 7,4, 120 mM NaCl e 0,05% de Tween
20) e apos 3 lavagens sucessivas com TBS-T, as membranas foram incubadas com
0s soros de ovinos diluidos a 1:1,500 por 1 hora sob agitacdo e em temperatura
ambiente. ApGs trés lavagens com TBS-T, foi realizada a incubacdo com o anticorpo
secundario, conjugado com fosfatase alcalina, diluido 1:7,000 em TBS-T por 1 hora.
A revelacgéao foi realizada com uma solucdo de NBT/BCIP diluida em tampéo fosfato
por 15 minutos. Como controles, foram realizadas varreduras utilizando soro negativo
para C. pseudotuberculosis e varreduras utilizando o bacteriéfago A Zap Express vazio
(n&o recombinante). Posteriormente foi realizado um imuno dot para verificar se todos

os clones reagiam com todos 0s soros testados na imunovarredura.
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Selecao de clones positivos

Os clones que apresentaram sinal imunorreativo foram retirados das placas
com uma area de seguranca (aproximadamente 0,5 cm de diametro) usando uma
pipeta pasteur. Os fragmentos de soft agar contendo os clones positivos foram
colocados separadamente em tubos de microcentrifuga com 250 uL de tampao SM.
Cada tubo foi agitado em vértex para liberar as particulas de fago recombinante no

tampéo SM. Os tubos contendo os fagos foram estocados a -20°C.

Amplificagao por PCR dos insertos clonados no vetor A Zap Express

Os insertos de DNA, dos clones positivos, presentes nos fagos recombinantes,
foram amplificados por PCR com os primers do A Zap Express: ZAPF (5 GTA AAA
CGA CGG CCAGTG AAT TGT AAT ACA -3’)e ZAPR: (5- TGATTA CGC CAA GCT
CGA AAT TAA CCC TCA CTA AA - 3’), dNTPs 0,2 mM, tampéo da Tag DNA
polimerase, MgCI2 1,5 mM e Taq DNA polimerase 0,5 U. A reagédo foi submetida a
uma etapa de desnaturacdo a 94°C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, hibridizacdo dos iniciadores a 54°C por 30
segundos e extensdo a 72°C por 4 minutos.

Os fragamentos amplificados foram purificados e posteriormente clonados em
vetor pGEM-T easy (Promega®). Os plasmideos recombinantes foram purificados
usando o kit Qiaprep Spin Miniprep (Qiagen®). As sequéncias dos clones
recombinantes foram analisadas por comparacdo com as sequéncias do GenBank

utilizando o algoritmo BLAST e os softwares Bio Edit e Vector NTI 11. As sequéncias
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foram também traduzidas em sequéncias de aminoacidos gerando assim, o fragmento
da proteina correspondente. Apos, as sequéncias traduzidas em proteinas foram
analisadas para verificar tamanho e peso molecular com o auxilio dos softwares Bio

Edit e Vector NTI 11.

Resultados

Digestao parcial do DNA gendmico de C. pseudotuberculosis e ligacdo dos

insertos ao vetor A ZAP Express

A digestao parcial do DNA de C. pseudotuberculosis com a enzima Sau 3Al foi
eficiente. Os fragmentos compreendidos entre 1,000 e 5,000 pares de bases (pb)
foram utilizados para a construcdo da biblioteca, ap6s a purificacdo. Observou-se em

gel de agarose 0,8%, a efetiva ligacao dos insertos no vetor.

Transfeccdao e titulacdo da reacdo de empacotamento do fago (UFC/mL)

O numero de unidades formadoras de colénias (UFC) obtido no plaqueamento
da reacdo de empacotamento (diluicdo de 1/10) foi de 48. Desta forma procedeu-se o
calculo para titulacdo da seguinte maneira: 48 UFC x 10 (fator de diluigdo) x 500 pL
(volume da reacédo de empacotamento) = 240,000 UFC em 500 L, ou seja, 480,000

UFC/mL.
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O total de plagues azuis (fago nativo) na placa contendo a diluicdo de 1/10 =
10 plaques (aproximadamente 20% do total). Isso significa que no total de 240,000
plagues, aproximadamente 48,000 eram fagos n&do recombinantes. O tamanho médio
dos insertos clonados foi de 3 kb, entdo obteve-se no total de fagos recombinantes:
240,000 — 48,000 = 192,000 fagos (80% de eficiéncia), uma representacao do genoma
de: 3 kb x 192,000 = 576,000 kb, ou seja, 5,76 x 108 pb. Isso significa uma cobertura
do genoma superior a 10 vezes, o0 que é considerado excelente. Apds a execucao dos

passos da amplificacéo o titulo obtido para a biblioteca foi de 7 x 108 UFC/mL.

PCR para certificacédo da biblioteca

Na Figura 1, o produto amplificado corresponde a 924 pb do gene pld,

confirmando a presenca deste gene na biblioteca de expressdo de C.

pseudotuberculosis.
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Figura 1. PCR da biblioteca de C. pseudotuberculosis. Eletroforese em gel de agarose a 0,8%
corado com brometo de etidio. M - Perfil eletroforético do padrdo de peso molecular 1 kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen®); 1 - Controle negativo da reagdo de PCR; 2 - Produto da PCR da biblioteca

utlizando-se os primers do gene pld.

Analise dos soros

Os extratos brutos de E. coli e C. pseudotuberculosis foram obtidos na
concentracédo de 1,27 mg/mL e 0,059 mg/mL, respectivamente. Foram analisados
soros dos animais com a finalidade de selecionar os que apresentassem as melhores
respostas de reconhecimento ao extrato bruto de C. pseudotuberculosis, para serem
utilizados na imunovarredura da biblioteca. Foi realizada a eletroforese vertical em gel
de poliacrilamida dos preparados antigénicos de C. pseudotuberculosis e E. coli para
a deteccado da diferenca entre os padroes de bandas das proteinas dos dois

organismos.
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Para avaliar o resultado da limpeza dos soros, foi realizado western blotting,
testando a reagdo de membranas sensibilizadas com extrato de E. coli e de C.
pseudotuberculosis, separadamente, com soros limpos e nao limpos. Observou-se
que houve reacdo de anticorpos especificos para C. pseudotuberculosis pela
visualizacédo de bandas. Houve diminuicdo da reacao de anticorpos especificos para
E. coli, devido as lavagens desse soros, onde ndo foram observadas formacdes de

bandas.

Imunovarredura da biblioteca gendmica de C. pseudotuberculosis

Foram identificados um total de quatro clones positivos em contraste com o
controle negativo. No teste de imuno dot foram utilizados os soros positivos s.1 e s.2,
o pool de soros considerados positivos (s.3, s.4, s.5, s.6 e s.7), que reagiram com 0S
guatro clones. Nao houve reacdo com o soro negativo (sn) e com o controle vetor A

Zap Express sem inserto.

Amplificagao dos insertos clonados no vetor A Zap Express

Os quatro clones amplificaram com os primers ZAPF e ZAPR, gerando

fragmentos entre 2 e 3 Kb, que foram visualizados em gel de agarose 0,8% (Figura

2).
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Figura 2. Amplificagcdao dos insertos clonados no vetor A Zap Express. Gel de agarose 0,8%
mostrando os produtos de PCR amplificados (primers ZAPF e ZAPR). M - Perfil eletroforético do padréao
de peso molecular 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen®); 1 — Controle negativo da reacéo; 2 - Clone 1

(seta vermelha); 3 - Clone 2 (seta amarela); 4 — Clone 3 (seta azul); 5 — Clone 4 (seta verde).

Obtencao da sequéncia dos genes codificadores das proteinas antigénicas para

C. pseudotuberculosis

Os fragmentos amplificados foram identificados por sequenciamento e
revelaram pertencer ao genoma da bactéria C. pseudotuberculosis (Tabela 1). Os
fragmentos correspondentes aos genes identificados no sequenciamento n&o
correspondem ao tamanho total de cada gene. Entretanto, o tamanho real de cada
gene e a posicdo no genoma da bactéria podem ser visualizados na tabela 1. O
esquema da ordem desses genes no genoma de C. pseudotuberculosis esta

esquematizado na figura 3.
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Figura 3. Ordem no genoma de C. pseudotuberculosis dos genes identificados no
sequenciamento. Esquema representando a ordem dos genes no genoma de C. pseudotuberculosis
que foram identificados no sequenciamento, originados dos clones reativos na imunovarredura da
biblioteca. A ordem foi determinada de acordo com a analise a partir do GenBank com acesso
CP001829. A quantidade de pares de bases entre parénteses corresponde ao tamanho do fragmento
clonado e sequenciado, ndo correspondendo ao tamanho total dos genes. As barras paralelas (em

preto) indicam a presenca de mais genes antes, depois e entre os genes identificados.

Foi possivel alinhar, usando o programa Bio Edit, as sequéncias obtidas de
cada gene com as sequéncias de genes de diferentes cepas de C.
pseudotuberculosis, e em alguns casos foi possivel alinhar também com sequéncias
de genes de Corynebacterium ulcerans. Todas as sequéncias das diferentes cepas
foram obtidas do GenBank. Observou-se que os fragmentos sequenciados dos genes
dk2 e Xal sdo conservados entre as diferentes cepas de C. pseudotuberculosis. O
gene Xa2 e o gene psm sdo conservados entre as diferentes cepas de C.
pseudotuberculosis mas possuem diferencas nas sequéncias de nucleotideos entre
trés diferentes cepas de C. ulcerans. Somente 0 gene psec possui a sequéncia de
nucleotideos bem conservada entre as cepas de C. pseudotuberculosis e C. ulcerans.

Com o auxilio do programa Bio Edit, foi possivel traduzir os fragmentos de cada
gene em sequéncias de aminoacidos, o que nos forneceu parte das proteinas
sintetizadas por cada gene. As sequéncias das cepas do GenBank foram traduzidas

também. ApoOs as tradugdes o alinhamento foi realizado e os resultados corroboram
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com os resultados dos alinhamentos dos fragmentos génicos. Desta forma, o gene
dk2 que sintetiza a proteina DK2, os genes Xal e Xa2 que sintetizam as proteinas
XAl e XA2 respectivamente, a PseC e a PSM seguiram os mesmos padrées das
sequéncias de nucleotideos dos seus respectivos genes, citados anteriormente na
analise dos alinhamentos. Informacfes adicionais sobre as proteinas podem ser

visualizadas na tabela 2.

DISCUSSAO

E importante considerar que a LC é uma doenca de facil disseminac&o no
rebanho e por isso é responsavel por perdas econdmicas na ovinocultura e
caprinocultura, além de ser uma potencial zoonose. Desta forma, desperta-se o
interesse em pesquisar novas estratégias de controle para essa enfermidade. Sabe-
se que as vacinas sao ferramentas eficazes na prevencéao e controle de uma doenca,
por isso apostar na identificacdo de novos antigenos de C. pseudotuberculosis é de
grande valia [2].

As vacinas de DNA e as vacinas de subunidades recombinantes sé&o
consideradas mais seguras do que vacinas vivas atenuadas [24]. O seu
desenvolvimento depende da identificacdo de antigenos reativos que vai igualmente
estimular a resposta imune mais eficaz ao agente infeccioso. Alguns estudos com C.
pseudotuberculosis tiveram como objetivo desenvolver bibliotecas genémicas em
cromossomo artificial bacteriano (BAC) para sequenciar o genoma desta bactéria e

identificar a funcdo de alguns genes por analise computacional e indicar possiveis

genes que sintetizam proteinas com fung¢ao antigénicas [8,25].
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A vantagem de se construir uma biblioteca é a de ndo requerer conhecimento
prévio de antigenos alvos, o qual permite a identificacdo de novos antigenos. Além
disso, com grande parte do genoma da bactéria utilizado na biblioteca, pode-se buscar
a expressao de varios genes em um mesmo experimento [22]. Neste estudo a técnica
de imunovaredura de biblioteca de expressdo génica para descobrir genes que
codificam proteinas antigénicas de C. pseudotuberculosis demonstrou-se eficiente
(Figura 4).

O gene dk2 que codifica a enzima dihidroxiacetona quinase 2 (DK2), reagiu no
clone 1 (Tabela 1). Essa enzima tem a funcéo de converter dihidroxiacetona (Dha) em
dihidroxiacetona fosfato (DhaP), pois as quinases possuem a atividade de catalisar e
transportar fosfato terminal do ATP para compostos com receptor fosfato [26,27]. A
Dha quando convertida em DhaP tem funcfes metabodlicas em animais, plantas e
bactérias. Em bactérias ela é integrante da via glicolitica e é uma importante fonte de
fosfato para geracéo de energia [26,28,29].

A DK2 pode também atuar na evaséo da resposta imune em certas viroses. O
virus da dengue, assim como outros RNA virus, pode se beneficiar com a atuacdo
dessa enzima para o desenvolvimento da doenga. A DK2 atua interrompendo o gene
indutor do acido retindico | (RIG-I), que sintetiza uma proteina que é sensora de
viroses e ajudam a modular a resposta imune. Com a interrupgéo desse sensor, certos
interferons ficam reduzidos e compromete a resposta antiviral [30,31]. Em bactérias
nao ha relatos sobre a atuacdo da DK2 na evasédo da resposta imune do hospedeiro.
De acordo com o presente estudo, essa enzima tem propriedade antigénica, o que
pode ser o primeiro relato de uma nova fungcéao desta enzima em bactérias.

O clone 2 apresentou partes de dois genes que ao ser sequenciado e

comparado com as sequéncias gendmicas do GenBank foi identificado como genes
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transportadores de ferro (Tabela 1), no entanto ndo identificamos neste experimento
qual dos dois foi o reagente ou se 0s dois reagiram aos soro positivos para LC. Esses
genes sé@o 0 Xal e o Xa2, que sao integrantes de um operon onde os demais genes
sdo Xa3 e Xa4. Esse operon codifica proteinas de membrana, que sao responsaveis
pela captacao e transporte de ferro para o metabolismo de C. pseudotuberculosis,
assim como em outras bactérias como, por exemplo, Salmonella enterica typhimurium
[4,32].

Um estudo relatou que uma amostra mutante de C. pseudotuberculosis do gene
Xaz2, foi inoculada em caprinos para teste de viruléncia. A mesma n&o causou lesdes
nos linfonodos, ou seja, foi sugerido que houve uma dificuldade no desenvolvimento
desta bactéria dentro organismo animal, por causa da dificuldade de captar ferro para
0 seu metabolismo. Isso sugere que 0 gene Xa2 esta relacionado com a viruléncia de
C. pseudotuberculosis [4]. Estudos sobre o genoma da bactéria revelaram a
organizacdo e a conservacdo do operon Xa entre diferentes amostras de C.
pseudotuberculosis, onde por analise computacional foi possivel confirmar a afinidade
das proteinas codificadas em se ligar e transportar ferro [33,34].

Existem compostos do sistema imune em mamiferos que atuam contra as
enterobactinas, nome dado aos sideroforos (transportadores de ferro) das bactérias.
A lipocalina 2 se liga aos sideréforos e ativa o sistema imune inato contra a infeccao
bacteriana [35]. Foi descrito que Vibrio cholera consegue evadir do sistema imune
pelo fato da siderocalina ndo se ligar a vibriobactina, o que ndo ativa o sistema imune
inato do hospedeiro [36]. Neste presente estudo a proteina do gene Xa2 mostrou-se
antigénica apos reagir com soro de animais positivos para LC. Desta forma, ela torna-
se uma possivel candidata para o desenvolvimento de testes de diagnodsticos

sorologicos, bem como para o desenvolvimento de vacinas contra a LC. Nao podemos
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descartar a possibilidade das outras proteinas do operon terem a caracteristica
antigénica ja que estéo dispostas na membrana de C. pseudotuberculosis.

O gene que codifica uma proteina hipotética da familia NIpC/P60, identificado
no clone 3 (Tabela 1), foi descrito previamente em outros trabalhos cujo o objetivo era
mapear o genoma de diferentes amostras de C. pseudotuberculosis [33,37]. As
proteinas da familia NIpC/P60 sdo encontradas em procariotos, eucariotos e virus
[38]. Elas possuem atividade de protease, amidase ou de aciltransferase e estao
envolvidas na hidrélise de peptideos da parede celular e também na divisdo celular
[39-42]. Diferentes proteinas bacterianas desta familia foram comparadas e foi
relatado que ha residuos ou regides que sao conservadas, mas ndo € possivel definir
se essas regides estao relacionadas com o poder de infectividade do patégeno [43].

Em Mycobacterium avium paratuberculosis, causador da doenca de Johne em
ruminantes, a PseC, codificada pelo gene MAP1272c, reagiu com soro bovino positivo
para doenca [44]. Considerando o resultado da proteina do gene MAP1272c de M.
avium paratuberculosis e sabendo-se essa bactéria faz parte da subordem
Corynebacterineae, pode-se dizer, hipoteticamente, que essas proteinas apresentam
alta atividade antigénica em diferentes patdgenos.

Em outro estudo, a analise do gene Rv2190c de Mycobacterium tuberculosis,
também pertencente a subordem Corynebacterinae, revelou que a proteina codificada
também reagiu a soro de coelho positivo para infeccao desta bactéria. Neste mesmo
estudo ficou comprovado que a proteina tem influéncia no crescimento e na formacao
da parede celular bacteriana [45].

Um estudo sobre a proteina G6R do virus da vaccinia demonstrou que ela atua
na relacdo virus-hospedeiro, sendo importante para o0 estabelecimento da

infectividade e o desenvolvimento do virus no hospedeiro vertebrado [46]. Essa
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proteina pode ter caracteristicas antigénicas, assim como relatado em bactérias da
subordem Corynebacterinae, o que favoreceria no diagnéstico da doenca causada por
esSse OU outros poxvirus, pois esses virus possuem os genes codificadores desse tipo
de proteina bem conservados dentro do grupo [47,48].

O clone 4 que reagiu positivamente com 0s soros dos animais positivos, possui
um gene que codifica a proteina PSM. A sequéncia desse gene foi descrita
anteriormente em um estudo do genoma de C. pseudotuberculosis [49]. Proteinas
desse tipo encontram-se ancoradas a parede celular de bactérias Gram-positivas,
como a C. pseudotuberculosis, por uma sequéncia motivo de aminoacidos especificos
desse grupo de bactérias. A sequéncia motivo LPxXTG é composta pelos aminoacidos
leucina, prolina, x=qualquer aminoéacido, treonina e glicina. O motivo LPXTG é
responsavel por ligar o peptidoglicano, que forma a espessa parede celular das
bactérias Gram-positivas [50].

A enzima cisteina protease-trasnpeptidase sortase A (SRTA) ou sortase A, cliva
0 motivo LPXTG entre os residuos de treonina e glicina e no mesmo local ela liga
covalentemente proteinas de membrana. Essas proteinas ligadas ao motivo LPXTG
geralmente estdo relacionadas com a viruléncia das bactérias por terem a
caracteristica de auxiliar na adesdo e invasdo das células hospedeiras [51]. Um
estudo realizado com a bactéria Streptococcus gordonii, demonstrou que existem
diferentes proteinas da familia LPXTG, na mesma bactéria, que possuem a sequéncia
desse motivo conservada. Essas proteinas em S. gordonii foram identificadas como
adesinas [52]. Em Listeria monocytogenes mutante com o gene que codifica a enzima
sortase A deletado, a viruléncia tornou-se reduzida quando comparada com cepas

selvagens. O fator descoberto foi a impossibilidade dessa bactéria de adentrar a célula
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do hospedeiro. Sem a sortase A, as proteinas de adesdo nao foram ligadas
covalentemente ao LPxTG, originando esse resultado [53].

A proteina PfbA de Streptococcus pneumoniae foi identificada como uma
proteina da familia LPXTG que auxilia ha adeséo e invasdo da bactéria em células
pulmonares em humanos. Foi relatado que ao submeter a S. pnemoniae a um
crescimento em sangue humano contendo anticorpos anti-PfbA, houve uma reducéo
de 50% no crescimento quando comparado ao crescimento sem anticorpos. O que
leva a crer que essa proteina desencadeia uma resposta imume contra a bactéria e
gue essa proteina pode ser candidata a vacina para combater a doenca [54]. Neste
estudo ficou evidenciado que em C. pseudotuberculosis a proteina da familia LPXTG,
identificada pela comparacdo das sequéncias genicas do GenBank, também possui
caracteristicas antigénicas assim como em S. pneumoniae. No entanto ndo ha
evidéncia da real funcéo dessa proteina em C. pseudotuberculosis. Pode-se levantar
a hipbtese que ela, assim como em outras bactérias Gram-positivas, seja uma adesina
e favoreca o desenvolvimento da linfadenite caseosa.

Os genes aqui relatados séo codificadores de proteinas de membrana.
Proteinas desse tipo podem ser antigénicas, podendo favorecer o desenvolvimento
de testes sorolégicos para diagndstico, bem como o desenvolvimento de vacinas
contra LC. Isso se refor¢ca quando analisamos os alinhamentos de cada gene com as
sequéncias de outras cepas de C. pseudotuberculosis, integrantes do GenBank, pois
Se esses genes e suas respectivas proteinas sao conservados entre diferentes cepas
da bactéria, teoricamente uma vacina ou um meétodo diagnéstico desenvolvidos a
partir desses, teriam uma boa eficiéncia contra LC causada por diferentes cepas de
diferentes regides. Somente 0 gene psec, que se apresentou bem conservada entre

diferentes cepas de C. ulcerans, pode apresentar reacdo cruzada entre C.
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pseudotuberculosis e C. ulcerans, caso essa proteina seja selecionada para compor
teste diagnaostico contra LC.

Este é o primeiro relato do uso da técnica de imunovarredura de biblioteca de
expressao génica com C. pseudotuberculosis, a qual nos possibilitou a obtencéo de
genes reagentes a soros de ovinos portadores da LC. Os genes obtidos neste estudo
serdo avaliados, em uma nova etapa, como possiveis antigenos em formulacdes de
testes imunologicos para LC, como o ELISA e, como imundgenos em formulacdes

vacinais frente ao desafio com a C. pseudotuberculosis patogénica.
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ANEXO 1. Tabelas

Tabela 1. Andlise da comparacao pelo algoritimo Blast dos genes sequenciados dos clones positivos de C. pseudotuberculosis com os genes do GenBank.

Clones Genes E-value* Identidade (%) Acesso GenBank Tamanho
Fragmento sequenciado (pb) Gene total (pb)
1 dk2 0 100 CP001829 720 1716
2 Xal 3e-84 100 AF401634 174 1068
Xa2 0 100 AF401634 640 987
3 psec 5e-76 100 CP001829 158 867
4 psm 0 100 CP001829 972 1677

* Quanto mais proximo de zero o E-value, menor € a probabilidade do alinhamento das sequéncias de genes acontecerem ao acaso.



Tabela 2. Analise da comparacéo, pelo algoritimo Blast, das proteinas sintetizadas a partir dos genes sequenciados dos clones positivos de C.

pseudotuberculosis, com as proteinas do GenBank.

54

Clones Proteinas Tamanho da proteina Peso Molecular
Fragmento traduzido (aa*) Proteina total (aa) Fragmento traduzido (kDa) Proteina total (kDa)
1 DK2 239 571 26,29 62,81
2 XAl 58 356 6,38 39,16
XA2 214 329 23,54 36,19
3 PseC 53 289 5,83 31,79
4 PSM 324 559 35,64 61,49

* Aminoacidos.
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RESUMO

Linfadenite caseosa (LC), € causada pela bactéria Gram-positiva Corynebacterium
pseudotuberculosis. E uma das doencas de grande importancia econémica na
ovinocultura e caprinocultura. Vacinas comerciais disponiveis ndo oferecem protecao
adequada aos animais. Portanto, o desenvolvimento de vacinas mais eficientes contra
LC é necessario. Neste estudo avaliou-se o gene Xal de C. pseudotuberculosis como
imunégeno na forma de vacina de DNA, bem como na forma de subunidade
recombinante. Camundongos foram imunizados com pcDNAXal, pcDNAXal+XAlr-
Montanide e XAlr-Montanide e desafiados com uma cepa virulenta de C.

pseudotuberculosis. O estado clinico e as alteragdes anatomopatologicas foram
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avaliadas apos o desafio. A deteccéo de IgG especifico no soro dos camundongos
imunizados, bem como seus isotipos IgGl e IgG2a, foram avaliadas por ELISA
indireto. Os niveis de IFN-y e IL-10 foram determinados por ELISA de captura a partir
dos sobrenadantes de culturas de esplendcitos, estimulados com XAlr. As respostas
imunes celular e humoral induzidas pelas formulacdes vacinais pcDNAXal,
pcDNAXal+XAlr-Montanide e XAlr-Montanide, foram capazes de proteger
camundongos apds o desafio com C. pseudotuberculosis virulenta, resultando na
sobrevivéncia de camundongos sem alteracBes clinicas e anatomopatol6gicas
caracteristicas de LC. Essas formulacdes podem ser promissoras contra a LC em

ovinos e caprinos.

Palavras-chave: Corynebacterium pseudotuberculosis; Linfadenite caseosa; Vacina

de DNA,; Vacina de subunidade; Resposta imune.

1. Introducéo

Corynebacterium pseudotuberculosis € um bacilo Gram-positivo e intracelular
facultativo causador da linfadenite caseosa (LC), doenca que afeta ovinos e caprinos
[1]. Em geral as infeccbes sdo retidas aos ganglios linfaticos, porém, através da
disseminacdo da exotoxina fosfolipase D pode se tornar sistémica, levando a
contaminacdo de todo o sistema linfatico [2]. E de prevaléncia elevada em muitas
partes do mundo e causa significantes perdas econdémicas, principalmente por causa
de desclassificacdo de pele e condenacéo das carcacgas que se encontram infectadas

ao abate [3].



57

A LC é uma doenca de dificil erradicacéo, devido a ineficacia da terapia com
drogas e a falha em seu diagnéstico clinico precoce [4]. Como método preventivo,
encontram-se disponiveis vacinas que sao produzidas a partir da fosfolipase D (PLD),
gue mostrou-se eficaz, pelo menos parcialmente, contra C. pseudotuberculosis [5].
Outra opcao disponivel € uma vacina viva atenuada de C. pseudotuberculsis 1002,
que foi testada a campo e apresentou uma eficiéncia de 83% [6]. Essa vacina viva
atenuada oferece limitacBes com relacdo a condicbes do seu armazenamento, pois
necessita de refrigeracdo, e também com relacdo ao risco de infeccdo a pessoa que
a manipula durante a vacinacdo do rebanho. Vacina de DNA nao necessita de
refrigeracdo e ndo oferece risco de infeccdo ao manipulador, o que favorece uma
vacinacdo mais segura a campo. As vacinas de subunidade necessitam de
refrigeracdo, mas elas também nédo oferecem risco de infec¢cdo ao manipulador.

Em um estudo desenvolvido por nosso grupo para descobrir proteinas
antigénicas e imunogénicas a partir de imunovarredura de biblioteca de expresséo
génica de C. pseudotuberculosis (dados submetidos a publicacédo), detectou-se que
0s genes Xal e Xa2 tem um potencial antigénico quando reagiram com soro de ovinos
positivos pra LC. Esses genes compde o operon Xa, acompanhados dos genes Xa3
e Xa4d. Eles sdo responsaveis pela aquisicdo de ferro para o metabolismo da C.
pseudotuberculosis, desta forma estéo relacionados com a viruléncia dessa bactéria.
Os genes do operon fag sintetizam proteinas de membrana e isso pode contribuir para
gue essas sejam reconhecidas pelo sistema imune como proteinas antigénicas e
imunogénicas [2].

A partir da descoberta do gene Xal pela imunovarredura, este foi testado em
camundongos, quanto a capacidade de protecédo e niveis de resposta imune humoral

e celular em duas formula¢des vacinais; vacina de DNA e vacina de subunidade.
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2. Materiais e métodos

2.1. Cepas bacterianas, procedimentos de estocagem e cultura

Corynebacterium pseudotuberculosis biovar ovis (cepa CP 28033), foi utilizada
para extracdo de DNA gendmico, inoculacédo para determinacédo de desafio e desafio
pés imunizacdo em camundongos. C. pseudotuberculosis cepa 1002 (Linfovac -
Vencofarma®), foi utilizada como controle positivo na vacinacdo dos camundongos.
Escherichia coli Top 10 F’ ou E. coli DH5a (Invitrogen®), foram utilizadas para
clonagem, armazenamento e expansédo plasmidial. E. coli Rosetta-gami (Novagen®)
foi utilizada para expressdo do gene Xal para obtencdo da proteina recombinante
XAL.

As cepas de C. pseudotuberculosis foram aerobicamente crescidas em meio
Brain Heart Infusion (BHI) (BD Biosciences®) liquido por 48 horas a 37 °C, aliquotadas
em glicerol 20% e estocadas a -80 °C. Quando necessério, uma aliquota era utilizada
para estriamento e crescimento de colbnias por 48 horas a 37 °C em placas de petri
contendo meio BHI 4gar com adi¢éo de 5% de sangue ovino. As cepas de E. coli Top
10 FF e DH5a foram crescidas, com aeracdo, em meio Luria-Bertani (LB) (BD
Biosciences®) liquido por 16 horas a 37 °C, seguindo o mesmo protocolo de
aliguotagem e estocagem das cepas de C. pseudotuberculosis. Para obtencédo de
coldnias as amostras eram estriadas em placas de petri contendo LB agar e incubadas
a 37 °C por 16 horas. A cepa de E. coli Rosetta-gami foi crescida em meio 3YT liquido
(Triptona 12 g; Extrato de levedura 7,5 g; NaCl 2,5 g; H20 q.s.p 500 mL), seguindo as
mesmas condicdes de crescimento e estocagem das outras cepas de E. coli. Para
obtencao de coldnias utilizou-se placas de petri contendo meio 3YT &gar e crescidas

conforme ja descrito anteriormente.
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2.2. Camundongos e ética na experimentacdo animal

Camundongos BALB/c fémeas, com faixa etaria entre seis a oito semanas de
idade, foram obtidas por compra do biotério da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG). O modelo murino foi escolhido por ser suscetivel a C. pseudotuberculosis e
desenvolver a formacdo de abscessos, tal qual a LC quando ocorre em ovinos e
caprinos. O projeto para o desenvolvimento deste estudo foi submetido, avaliado e
provado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal

de Mato Grosso do Sul (UFMS), sendo certificado com o registro n® 377/2011.

2.3. Producéo da vacina de DNA

A extracdo do DNA genbmico foi realizada a partir de cultura da cepa C.
pseudotuberculosis 28033, segundo a metodologia descrita por Zhang et al. [7]. A
qualidade e concentracdo do DNA extraido foram avaliados em espectrofotdmetro
Nanodrop® e por eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com Sybr
Gold (Invitrogen®) e visualizado em transiluminador ultravioleta.

O gene Xal foi amplificado reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando
0s seguintes oligonucleotideos iniciadores: XalF 5 — CCC CGG ATC CAT GGT TTC
GAC CGC CTC ATC CAA CCC TAGC - 3 para orientacdo senso, com sitio de
restricdo para enzima BamHI e a sequéncia consenso de Kozak; XalR 5 — CCC GTC
TAG ATC ACA TGT CTC CCT TCC TAG ATT GTG CAT AAG CGA TG - 3’ para
orientacao antisenso, com sitio de restricdo para a enzima Xbal. Os oligonucleotideos

foram desenhados a partir do programa DNASTAR®, baseado na sequéncia gendmica
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da cepa de C. pseudotuberculosis FRC41 (acesso no GenBank CP002097.1). Foi
utilizado 100 ng de DNA em uma reac¢éo de 50 pL contendo tampéo 10X, 1,5mM de
MgCI2, 0,5mM de dNTPs, 5 pmol de cada oligonucleotideo e 2,5 U de Taq DNA
polimerase (Invitrogen®). A amplificacdo foi realizada a partir de 94 °C durante 2
minutos para desnaturacdo inicial e 34 ciclos consistindo em 94 °C durante 30
segundos para desnaturacdo, 56 °C por 45 segundos para anelamento dos
oligonocleotideos, 72 °C durante 1 minuto para extensao, além de 72 °C durante 10
minutos para extensao final.

O produto da PCR, purificado com QIAEX Il Gel Extraction Kit (Qiagen®) e o
vetor pcDNA™3.1(+) (Invitrogen®) foram digeridos com as enzimas de restricdo
BamHI e Xbal (New England BioLabs®). Os produtos digeridos foram entdo
purificados com QIAEX Il Gel Extraction Kit e ligados com T4 DNA Ligase (Pormega®).
Ocorreu a formacado do plasmideo pcDNAXal. O mesmo foi introduzido em células
competentes E. coli DH5a, e uma col6énia recombinante foi selecionada. O DNA
plasmidial foi extraido por meio do o kit Wizard miniprep™ (Promega®). A presenca
do inserto no plasmideo foi confirmada por sequenciamento automatico, utilizando o
kit Big Dye Terminator v 3.1 Cycle (Invitrogen®) e também por digestdo enzimatica
com BamHI e Xbal (New England BioLabs®), esta analisada por meio eletroforese em
gel de agarose 0,8%, corado com Sybr Gold (Invitrogen®) e visualizado em
transiluminador ultravioleta com fotodocumentagdo. O plasmideo vazio
pcDNA™3.1(+), utilizado como controle, e o plasmideo pcDNAXal foram introduzidos
em E. coli DH5a competente, e colbnias individuais foram selecionadas e crescidas
em meio LB liquido, conforme descrito anteriormente, para producdo em larga escala
dos plasmideos. Tais plasmideos foram purificados usando o kit EndoFree Giga

(Qiagen®). A qualidade e concentracdo do DNA plasmidial extraido foram avaliados
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em espectrofotdbmetro Nanodrop® e por eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado
com Sybr Gold (Invitrogen®) e visualizado em transiluminador ultravioleta. Os
plasmideos foram diluidos em solucao fosfato salina (PBS) estéril para a concentracao

final de 1 pg/uL.

2.4. Avaliacdo da transcricdo do RNA mensageiro pelo plasmideo pCDNAXal

em células eucarioticas in vivo

Para a avaliacdo da expressédo do gene Xal em células de eucarioto in vivo,
foram utilizados cinco camundongos BALB/c, sendo que, quatro receberam uma Unica
dose de 100 ug, pela via intramuscular no triceps sural, do plasmideo vacinal
pcDNAXal e um animal recebeu 100 yL de PBS como controle negativo, pela mesma
via. Os camundongos foram eutanasiados, por deslocamento cervical, 24, 48 e 72
horas e 7dias apos receberem a dose Unica de pcDNAXal. O camundongo injetado
com PBS foi eutanasiado apos 7 dias da inoculacdo. Uma porc¢éo do triceps sural foi
coletada para a extracdo de RNA total, em condi¢cGes assépticas, e armazenada a -
80°C para posterior andlise.

Os musculos foram tratados com o reagente Trizol (Invitrogen®) e o RNA total
foi extraido. Subsequentemente, o RNA foi extraido com cloroférmio e precipitado com
alcool isopropilico. O RNA total extraido foi dissolvido em &agua livre de nuclease
(Invitrogen®) e quantificado em espectrofotometro Nanodrop®. Antes de realizar o
procedimento de transcricdo reversa, o RNA total (1-10 ug) foi tratado com a enzima
Amplification grade DNAse | (Invitrogen®), e ap6s a constatacdo da qualidade e pureza

do RNA extraido, a transcrigédo reversa do RNA para cDNA foi realizada com até 10
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Mg de RNA total utilizando a enzima transcriptase reversa do sistema ImProm-|I™
Reverse Transcription System (Promega®). A PCR, a partir do cDNA obtido, foi

realizada conforme ja descrito anteriormente.

2.5. Producéo da proteina XAlr

A sequéncia do gene Xal que codifica a por¢ao hidrofilica da proteina XA1, foi
selecionada com o auxilio do programa Protean (DNASTAR®). Esta sequéncia e a
construcdo do plasmideo de expressao génica foram sinteticamente confeccionados
pela empresa de biotecnologia Genone Biotechnologies. Nas extremidades do
fragmento do gene Xal foram inseridos o sitio de restricdo para a enzima EcoRI. Esta
sequéncia foi ligada ao plasmideo de expressédo génica em procariotos pET-47b(+)
(Novagen®). O sequenciamento para confirmacdo da construcdo plasmidial foi
realizado e fornecido pela empresa. O plasmideo recombinante pET47bXal foi
inserido E. coli da TOP10 F’ quimicamente competente, para obtencao de estoque e
cultivo. Foi realizada a cultura da cepa estoque, em meio LB liquido, para extracéao e
purificacéo do plasmideo pET47bXal com o kit Wizard miniprep™ (Promega®).

O plasmideo pET47bXal foi introduzido em célula quimicamente competente
E. coli Rosetta-gami. A inducao da expresséao génica foi realizada em meio 3YT liquido
(Triptona 12 g; Extrato de levedura 7,5 g; NaCl 2.5 g; H20 g.s.p 500 mL) com Isopropyl
B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) a 1 mM, por incubacgéo a 28 °C, por 4 horas em
agitacdo a 200 rpm. A XALlr foi purificada por cromatografia de afinidade em resina
metalica com a coluna de agarose niquel His trap HP (GE Healthcare®) de acordo com

as instrucdes do fabricante. Apds, foi realizada a dialise em PBS por 72 horas, a 4 °C
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e avaliacdo da purificacdo em gel SDS-PAGE 15%. A proteina purificada foi
guantificada pelo método descrito por Lowry [8] e estocada a -20° C para uso como
vacina de subunidade e uso como antigeno nos testes de ELISA. A inducdo e a
purificacdo da XALr foi verificada por eletroforese em gel de dodecil sulfato de sédio-
poliacrilamida (SDS-PAGE) 15%, corado com azul brilhante de Comassie e Western

blot com poly-Histidine monoclonal antibody (Sigma-Aldrich®).

2.6. Determinacéo da dose de desafio

Camundongos BALB/c foram divididos em quatro grupos com quatro
integrantes cada. Os grupos foram nomeados de acordo com a dose recebida de C.
pseudotuberculosis CP 28033. As doses foram administradas por via intraperitoneal.
O primeiro grupo recebeu a dose de 1x10* unidade formadora de col6nias (UFC), o
segundo grupo recebeu 1x10° UFC. O terceiro grupo recebeu 1x10° UFC. O quarto
grupo recebeu 100 ul de PBS, para controle. A quantificacdo e determinagcédo das
UFC'’s foi determinada pela técnica de Spread Plate desenvolvido por Robert Koch em
1883 [9]. A dose de desafio foi determinada a partir do grupo que obteve: alteracdes
relevantes no estado clinico, tais como inapeténcia, a consumpc¢ao, a desidratacao, a
pelagem ericada e a apatia; Alteracbes anatomopatoldgicas consideraveis, como a
formacdo de abscessos e alteracdes macroscopicas em 6rgdos como baco, rins e

figado, que levaram ao 0Obito ou ndo, em um periodo de observacéo total de 30 dias.
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2.7. Imunizacédo e desafio

Camundongos BALB/c foram divididos em oito grupos de dez integrantes cada. Os
grupos foram denominados da seguinte forma: pcDNAXal, XAlr-Montanide,
pcDNAXal+XAlr-Montanide (booster), pcDNA™3.1(+), Montanide, 1002 (cepa viva
vacinal comercial), Bacterina e PBS. Como adjuvante da proteina XAlr foi utilizado o
montanide e o preparo da reacao foi de acordo com Miles et al. [10]. A bacterina foi
obtida pelo aquecimento a 100 °C por 1 hora, de C. pseudotuberculosis CP 28033
para sua inativacdo. Apos esse procedimento, a inativacao foi confirmada por cultura
em meio BHI agar-sangue, como ja descrito anteriormente, para avaliar se houve
crescimento de colbnias. Na tabela 1 esta descrito o esquema de imunizacao que foi
realizado com os camundongos. A quantidade de 25 ug da XAlr para injecao foi
determinada pelo fato dessa porcdo da XAl conter a maior parte de regiao hidrofilica,

0 que pode facilitar sua captura pelas células do sistema imune.

Tabela 1

Programa de imunizag¢do dos camundongos
Grupos Esquema de Imunizacéao (Dias)

0 15° 300

pcDNAXal 100 pg (IM) 100 pg (IM) 100 pg (IM)
XAlr-Montanide 25 ug (SC) 25 ug (SC) 25 ug (SC)
pcDNAXal+XAlr-Montanide 100 pg (IM) 100 pg (IM) 25 pg* (SC)
pPcDNA™3.1(+) 100 pg (IM) 100 pg (IM) 100 pg (IM)
Montanide 100 pL (SC) 100 pL (SC) 100 pL (SC)
1002 50 pL (IP) - -
Bacterina 1x10° (IP) 1x10° (IP) 1x10° (IP)
PBS 100 pL (IM) 100 pL (IM) 100 uL (IM)

(IM): Intramuscular. (SC): Subcutanea. (IP): Intraperitoneal.
* Ultima dose do grupo pcDNAXal+XAlr-Montanide foi com a proteina recombinante.
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Cinco animais de cada grupo foram desafiados intraperitonealmente 21 dias
apos a Uultima imunizagdo com a cepa virulenta C. pseudotuberculosis CP 28033. Os
animais do grupo 1002 foram desafiados 49 dias depois de serem vacinados com uma
Gnica dose. Neste mesmo periodo 0s outros cinco animais de cada grupo foram
encaminhados para esplenectomia para obtencdo de esplendcitos e avaliagdo da

resposta imune celular.

2.8. Analise da resposta imune humoral

Amostras de sangue, dos dez animais de cada grupo, foram coletadas por
puncdo do plexo retro-orbital um dia antes de cada imuniza¢do e um dia antes do
desafio. Os olhos dos animais foram anestesiados antes das coletas com 1 gota de
solucdo oftalmica de Cloridrato de Proximetacaina 0,5%, deixando agir por 30
segundos. Os soros obtidos foram congelados a -20 °C, e descongelados quando
necessario.

A resposta imune humoral foi avaliada pelos niveis de IgG e de suas subclasses
IgG1 e IgG2 por meio de ELISA indireto. Como antigeno foi utilizada a proteina XAlr,
adsorvida em placas de poliestireno de 96 pocos (Costar® 3590). Para a adsorcéao, foi
aplicado por poco 0,5 ug da proteina em tampéao carbonato bicarbonato 0,05 M pH 9,6
(0,5 pg/100 pl/poco). As placas foram entdo incubadas em camara umida a 4 °C por
16horas.

Para deteccéo de IgG, a placas foram lavadas quatro vezes com PBS/0,05%
(v/v) Tween 20 (PBS-T) e incubadas a 37 °C por 1 hora com 200 uL/poco de solucao

de bloqueio (PBS-T e 5% de leite bovino em pd). Neste intervalo, os soros foram
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diluidos na proporcéo 1:100 em solucéo de diluicdo (PBS-T e 1% de leite bovino em
pd). Como soro controle positivo foi feito um pool dos soros dos animais do grupo
XAlr-Montanide, que ja haviam recebido as 3 doses da proteina recombinante. O soro
controle negativo foi feito com um pool dos soros dos animais do grupo PBS, que
também ja haviam recebido as 3 doses de PBS. Terminada a incubacéo, as placas
foram novamente lavadas, e foram adicionados, em duplicata, 100 puL/poco de cada
soro diluido, seguindo a mesma incubacao citada anteriormente. Apés, as placas
foram novamente lavadas e foram adicionados 100 pl/poco do anti-mouse 1gG ligado
a peroxidase (Sigma-Aldrich®) diluido, com solucdo de diluicdo, na proporcédo
1:10,000. As placas foram novamente incubadas conforme descrito anteriormente.
Apos incubacao e nova lavagem, foram adicionados 95 pl/poco de o-fenilenediamina
(OPD) (Sigma-Aldrich®) (diluido conforme instrucdes do fabricante). As placas foram
entdo incubadas por 20 minutos protegidas da luz, para ocorrer a reacao colorimétrica.
A reacéo foi parada com adicao de 50 pL/poco de acido sulfdrico a 3 M. A densidade
optica (DO) foi lida com absorbancia de 490 nm em espectrofotbmetro.

Para deteccao de IgG1 e IgG2a, seguiu-se 0 mesmo procedimento inicial de
adsorcao da XAlr nas placas. Essas placas foram submetidas a duas lavagens com
PBS-T, sendo bloqueadas com 200 pL/poco de PBS/10% (v/v) de soro fetal bovino
(PBS-SFB). As placas foram incubadas em camara Umida a temperatura por 2 horas.
Os soros foram diluidos com PBS-SFB na propor¢cao de 1:500, sendo utilizados os
mesmo controles negativos e positivos descritos anteriormente. Uma nova lavagem
foi realizada, duas vezes, com PBS-T apds o término da incubacdo. O mesmo
procedimento da aplicacdo dos soros do ELISA para IgG foi empregado. As placas
foram incubadas por 1 hora em camara Umida a temperatura ambiente. Seguiu-se de

quatro lavagens com PBS-T e os anti-mouse IgG1 e IgG2a (BD Biosciences®), ambos
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diluidos com PBS-SFB na proporcdo 1:500, foram aplicados a 100 pL/poco,
respectivamente. Uma nova incubacdo por 2 horas foi realizada, nas mesmas
condicOes descritas. Seis lavagens com PBS-T foram realizadas antes de aplicar 100
uL/poco de Avidina Peroxidase (Sigma-Aldrich®) (diluida com PBS-SFB na proporgéo
de 1:2,000). As placas foram entéo incubadas por 45 minutos em camara umida a
temperatura ambiente. Encerrado este tempo, as placas foram lavadas oito vezes com
PBS-T. O mesmo procedimento empregado em no ELISA de IgG com o uso do OPD
e leitura no espectrofotdmetro foi realizado.

Foi necessatrio realizar a titulacdo dos soros de alguns grupos, que obtiveram
altos niveis de ambos os isotipos, para verificar diferenca significativa entre IgG1 e
IgG2a. Para isso empregou-se 0 mesmo procedimento do ELISA indireto para IgG1l e
IgG2a, diferenciando-se apenas nas diluicdes do soros. Os soros positivos e negativos
foram diluidos com fator de diluicdo 2 de 1:500 até 1:2,000. Os soros testes foram

diluidos com fator 3 de diluicdo de 1:100 até 1:218,700.

2.9. Avaliagéo da resposta imune celular

Cinco animais de cada grupo, que ndo foram desafiados, foram eutanasiados
por deslocamento cervical, 21 dias apés a ultima imunizacéo, e esplenectomizados
para obtencdo dos esplendcitos a serem cultivados para avaliagdo da resposta imune
celular. Os bacgos foram macerados em 2 ml de meio RPMI 1640 (Gibco®). Em placas
de 24 pocos foram aplicadas 2x108 esplendcitos/poco, diluidos em meio RPMI
suplementado (10% (v/v) de soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina G sddica, 100

ug/ml de sulfato de estreptomicina, e 50 mM 2-ME (Sigma Immunochemicals®). Os
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esplendcitos de cada animal foram estimulados com 5 pg/mL de XAlr e 5 pg/ml de
Concavalina A (ConA). Um controle negativo, composto pelo meio suplementado
apenas, para os esplendcitos de cada animal também foi utilizado, onde néo foi
adicionado nenhum agente estimulante. As placas foram entdo incubadas a 37 °C com
5% de CO2 em atmosfera umida, por 48 horas, em meio RPMI suplementado. Apés
esse periodo o sobrenadante das culturas dos esplendcitos foram coletados e
armazenados a -20 °C até o uso.

Os sobrenadantes foram utilizados para determinar a concentracdo de
interferon-gama (IFN-y) e interleucina 10 (IL-10) nas culturas de esplendcitos de cada
animal. Para isso foi realizado o ELISA de captura o kit comercial BD OptEIA™ (BD
Biosciences®), diferenciando apenas no uso do cromégeno que foi o
SIGMAFAST™ OPD (Sigma-Aldrich®). A DO foi lida com absorbancia de 490 nm em

espectrofotometro.

2.10. Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas por meio dos testes Anova, Tukey
(com P < 0,05 quando houve diferenca significativa) e Sidak (com P < 0,0001 quando
houve diferenca significativa) para avaliacdo da diferenga entre os grupos, dos
resultados dos ELISAS indiretos e dos ELISAS de captura. Para isso foi utilizado o
programa GraphPad Prism, versdo 6 para o Windows (GraphPad®). O mesmo

programa foi utilizado para confecgéo dos graficos.



69

2.11. Avaliacdes das alteracdes clinicas e anatomopatolégicas dos camundongos

imunizados e desafiados

Apo6s o desafio, com injecao intraperitoneal, com a cepa virulenta CP 28033
de C. pseudotuberculosis, todos os animais foram observados durante o periodo de
30 dias. Neste periodo foi avaliado o estado clinico de cada animal dos grupos,
levando em consideracdo a inapeténcia, a consumpcao, a desidratacdo, a pelagem
ericada e a apatia. As avaliacdes foram realizadas diariamente. Os 6bitos foram
contabilizados e os animais que estavam em um estado de sofrimento avancado foram
eutanasiados e também contabilizados como 0Obito. Apds, os corpos dos animais
foram encaminhados para necropsia para avaliacdo de alteracoes
anatomopatoldgicas. Todas as alteracdes encontradas durante as necropsias foram
foto-documentadas.

Durante a necropsia, rins, figados e bacos de alguns animais de cada grupo,
com e sem alteragdes, foram coletados e fixados em formol 10% por 48 horas. Os
fragmentos foram rotineiramente processados para laminas histoldgicas, coradas com
Hematoxilina e Eosina (HE) para a descricdo histopatoldgica [11]. A coloracdo de
Gram Histoldgico (método de Macallum Goodpasture) foi realizada para a observacao
de colbnias bacterianas [12]. As laminas foram observadas com o auxilio de um
microscopio optico de luz e as imagens foram obtidas por um sistema de captura de
imagens adequado. N&o foram analisados histologicamente todos os animais dos
grupos, portanto foram selecionadas amostras de baco, rins e figado de alguns
animais com e sem LC. Dessa forma, os cortes histoldgicos corados em HE foram

analisados para a presenca ou nao de alteracdes microscoépicas, principalmente a
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formacdo de abscessos. Dessa forma foi possivel visualisar na microscopia a

formacao desse tipo de alteracéao.

3. Resultados

3.1. Producao do plasmideo vacinal pcDNAXal e da proteina XAlr

Os oligonucleotideos utilizados na PCR foram eficazes na amplificacéo total do
gene Xal, que corresponde a 1068 pares de bases (pb) (Fig. 1A). Apoés a ligagédo do
gene Xal ao plasmideo pcDNA™3.1(+), a construcdo do plasmideo vacinal
pcDNAXal foi confirmada por sequenciamento automatico e digestdo enzimatica,
observando-se o desligamento do gene do plasmideo (Fig. 1B). A presenca de RNAmM
foi observada tanto in vivo, como in vitro por meio da RT-PCR, demonstrando a
eficiéncia do funcionamento do plasmideo vacinal em células eucariéticas. A proteina
XALr foi sintetizada em E. Coli Rosetta-gami, com um peso molecular de 22,11 kDa,

confirmada por eletroforese em SDS-PAGE 15% (Fig. 2A) e Western blot (Fig 2B).
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Fig. 1. Amplificag&o por PCR do gene Xal e digestdo do plasmideo vacinal pcDNAXal. (A).
Eletroforese em gel de agarose 0.8% da PCR para amplificacdo do gene Xal de C.
pseudotuberculosis; na canaleta 1 marcador de pb 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen®) e na
canaleta 2 esta a banda de amplificagdo do gene Xal com 1068 pb. (B). Eletroforese em gel
de agarose 0,8% da digestdo enzimatica do plasmideo vacinal pcDNAXal; na canaleta 1
marcador de pb 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen®), na canaleta 2 esta o plasmideo vacinal
pcDNAXal nao digerido e na canaleta 3 esta o plasmideo vacinal digerido com as enzimas
de restricdo BamHI e Xbal (New England BioLabs®) onde observa-se a banda correspondente
ao plasmideo pcDNA™3.1(+) com aproximadamente 5366 pb (superior) e a banda
correspondente ao gene Xal desligado do plasmideo com 1068 pb (inferior).
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Fig. 2. Expressdo da gene Xal para a sintese da proteina XAlr. (A). Eletroforese em SDS-
PAGE 15% da proteina XALlr; na canaleta 1 marcador de peso molecular de proteinas em
kDa Broad Range Protein Molecular Weight Markers (Promega®) e na canaleta 2 esta a banda
correspondente a proteina XAlr purificada (22,11 kDa). (B). Western blot da proteina XA1lr;
na canaleta 1 marcador de peso molecular de proteinas em kDa Broad Range Protein
Molecular Weight Markers (Promega®), na canaleta 2 esta a banda correspondente a proteina
XALr purificada.
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3.2. Resposta imune humoral

Os niveis de IgG e de seus isotipos, IgG1 e IgG2a, de cada camundongo foram
avaliados por ELISA indireto, tendo como antigeno a proteina XAlr. Para analisar a
progresséao da inducéo de IgG nos grupos, foi necessario coletar amostras de sangue,
para obtencéo dos soros, nas pré-imunizacdes (dias 0, 15 e 30) e no pré-desafio (dia
50), totalizando quatro coletas. Na Fig. 3, observa-se a cronologia das imunizagdes a
partir da média da DO de cada grupo. No dia 30 houve um significativo aumento na
inducao de IgG no grupo XAlr-Montanide, imunizado com a proteina XAlr. Quando
comparado aos outros grupos, obteve diferenca significativa (P < 0,05). No dia 50 o
grupo XAlr-Montanide ainda se destacava com altos niveis de producédo de IgG (P <
0,05), quando comparado aos outros grupos. Nesse mesmo periodo, 0 grupo
pcDNAXal+«XAlr-Montanide também obteve diferenca significativa (P < 0,05) com
relacdo aos outros grupos. Nao foram identificados niveis de IgG significativos no
grupo pcDNAXal e nos grupos controles positivos 1002 e Bacterina.

Os niveis de IgG1 e IgG2a foram determinados com os soros obtidos da coleta
do dia 50. A Fig. 4A representa o resultado dos niveis desses isotipos, um dia antes
do desafio. Os niveis de IgG1(P < 0,05) e IgG2a (P < 0,05) estavam visivelmente
maiores no grupo XAlr-Montanide em relagdo aos outros grupos, pois apresentaram
alta reacéo especifica para XAlr utilizada como antigeno no ELISA indireto. Observa-
se assim uma alta antigenicidade e imunogenicidade dessa proteina. Os demais

grupos nao obtiveram niveis significativos desses isotipos.
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Fig. 3. Deteccédo por ELISA indireto de IgG especifico para o antigeno XAlr, nos camundongos imunizados. Cinética da inducéo de IgG
representada pelas DO’s médias de cada grupo, a cada periodo apés as imuniza¢gdes. Os simbolos “a” no dia 30, * no dia 50 e ** no dia 50
demonstram a diferencga significativa (P < 0,05).
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Fig. 4. Deteccéo por ELISA indireto dos isotipos IgG1 e IgG2a especificos para o antigeno XAlr, nos camundongos imunizados. (A) Niveis de
IgG1 e IgG2a nos soros dos camundongos no dia anterior ao desafio (dia 50) com C. pseudotuberculosis. O simbolo *, tanto para IgG1 como
IgG2a, demonstra diferenca significativa (P < 0,05), quando comparadas as médias de cada grupo para cada isotipo. (B) Titulo final dos isotipos
IgG1 e IgG2a nos soros dos camundongos no dia 50. Estéo representadas as DO’s médias de cada grupo com seus respectivos desvios padroes.
O simbolo * demonstra diferenca significativa (P < 0,0001), quando comparadas as médias entre os titulos de IgG1 e IgG2a.
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Os grupos PBS, pcDNAXal+XAlr-Montanide e XAlr-Montanide foram
selecionados para o ELISA de titulo final de 1gG1 e IgG2a (Fig.4B). O grupo PBS foi
selecionado por ser o grupo controle; o pcDNAXal+XAlr-Montanide foi selecionado
por apresentar os maiores niveis de IgG1 e IgG2a depois do grupo XAlr-Montanide,
mesmo nao sendo niveis significativos; jA o grupo XAlr-Montanide foi quem
apresentou altos niveis dos dois isotipos. Para analisar se houve diferenca
significativa entre os isotipos de IgG dentro de cada grupo selecionado, a titulagéo foi
realizada e as médias comparadas. Observou-se que apenas o grupo XAlr-Montanide
apresentou diferenca significativa entre 1IgG1 e IgG2a (P < 0,0001) e, ao contrario do
apresentado na Fig. 4A onde IgG2a parecia ter maiores niveis do que IgG1, os

maiores titulos foram observados para o isotipo IgG1 (Fig. 4B).

3.3. Resposta imune celular

A concentragéo das citocinas IFN-y e IL-10 foram determinadas por ELISA de
captura, utilizando o sobrenadante da cultura de esplendcitos. Esses foram
estimulados, anteriormente, com a proteina XAlr. Para o ELISA foram selecionados
apenas os grupos das formulacdes candidatas a vacinas contra LC e o grupo que
recebeu a vacina comercial composta pela cepa viva atenuada 1002 de C.
pseudotuberculosis. Com isso, foi possivel detectar a presenca de resposta celular,

bem como comparar as concentragdes das citocinas IFN-y e IL-10 entre 0s grupos.
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Fig. 5. Determinacao da concentracdo das citocinas IFN-y e IL-10, no dia 50, por ELISA de captura. (A) Médias dos niveis de producdo das
citocinas IFN-y e IL-10. Os simbolos * e ** indicam que houve diferencga significativa (P < 0,05). Para IL-10, os simbolos #, # # e # # # indicam a

diferenca significativa (P < 0.05). (B) Comparacéo entre as médias das concentrac¢des das citocinas IFN-y e IL-10. O simbolo * indique que houve
diferenca significativa (P < 0,0001).
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Houve resposta celular mediada por IFN-y, com diferenca significativa (P <
0,05) dos grupos XAlr-Montanide e pcDNAXal+XAlr-Montanide com relacdo ao
grupo 1002 (Fig. 5A). Ainda na Fig. 5A, observa-se o perfil da concentracao de IL-10
em que houve uma maior producdo no grupo 1002, apresentando diferenca
significativa (P < 0,05) quando comparado aos grupos das formulacdes candidatas a
vacinas. Na Fig. 5B nota-se que as formulagbes vacinais deste estudo nao
apresentaram diferenca significativa entre IFN-y e IL-10. O dnico grupo que

apresentou diferenca significativa (P < 0,0001) foi o 1002.

3.4. Avaliacdo das alteracfes clinicas e anatomopatoldgicas na determinacéo

da dose desafio

A dose desafio foi definida em 1x10° UFC, pois em um periodo de observacgéo
de 30 dias, esta causou alteracdes consideraveis nos camundongos, quando
comparados aos camundongos dos outros grupos e principalmente ao grupo PBS.
Com 7 dias de observacéo, foi possivel idenficar a pelagem ericada de todos os
animais deste grupo. Ao redor do 15° dia de observacéo, alguns animais do grupo
1x10° ja apresentavam sinais de inapeténcia, consumpcéao, desidratacdo e apatia.
Ocorreram Obitos de todos os animais, sendo que o Ultimo sobrevivente foi
eutanasiado aos 30 dias por apresentar apatia severa.

No grupo 1x10* essas alteragées clinicas ndo foram observadas e todos os
animais permaceram com um bom estado clinico durante os 30 dias. No grupo 1x108,
todos os animais vieram a obito antes do 7° dia de observacédo, o que inviabilizou a

escolha dessa dose pois as manisfestacdes clinicas foram muito severas e rapidas.
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Evidentemente, no grupo controle PBS, todos os animais permaneceram saudaveis,
0 que possibilitou sua comparacdo com os demais grupos.

Na necropsia, os animais do grupo 1x10° apresentaram alteracGes
anatomopatoldgicas, como: formacédo de pequeno nédulo no abdémen, no local em
que foi injetada a cepa CP 28033 de C. pseudotuberculosis intraperitoneal,
hepatomegalia; alteracdo de coloracdo hepatica, para palida; esplenomegalia;
pequenos nédulos brancos nas superficies renais; formacéo de abscessos hepaticos,
esplénicos e mesentéricos. Nos animais do grupo 1x10* ndo observou-se alteracées
anatomopatolégicas visiveis macroscopicamente. Nos animais do grupo 1x10°
também nao foram detectadas alteracdes, pelo fato da rapidez em que os 6bitos
ocorreram, bem como nos animais do grupo PBS, que apresentavam 0&rgaos

saudaveis, servindo assim como padrdo de compara¢ao na necropsia.

3.5. Estado clinico, contagem de Obitos, de sobreviventes e alteracbes

anatomopatologicas no pés desafio dos camundongos imunizados

Para avaliar a protecao das formulacfes vacinais originadas do gene Xal, foi
necessario acompanhar, no periodo de 30 dias apds o desafio com a cepa CP 28033
de C. pseudotuberculosis, o estado clinico dos animais de cada grupo. Em geral todos
0s animais de cada grupo ao 7° dia pos desafio, apresentavam pelagem ericada e
nédulo abdominal no local da injecdo de 1x10° UFC de C. pseudotuberculosis. Desse
periodo até por volta do 15° dia pés desafio, a maioria dos animais apresentava 0s
sinais clinicos da LC experimental como inapeténcia, consumpc¢ao, desidratacdo e

apatia, principalmente dos grupos controles, como PBS e Montanide.



79

A partir desse periodo 6bitos ocorreram. Mesmo assim, por volta do 15° dia
foram observados que alguns animais nos grupos pcDNAXal, XAlr-Montanide e
pcDNAXal+XAlr-Montanide, comecavam a apresentar melhora no estado clinico,
onde foram observados que a pelagem ja estava em condi¢des normais e o nodulo
abdominal havia regredido. N&o havia apatia nos animais desses grupos. Notou-se
gue esses animais voltaram a se alimentar e ingerir agua normalmente, quando
comparados aos animais dos grupos controles que ndo faziam o mesmo
normalmente. O mesmo foi notado em animais dos grupos controles positivos 1002 e
Bacterina. Isso resultou em uma melhora na condicdo corporal desses animais. A
Fig.6 demonstra o estado clinico de alguns animais ao 30° dia de observacdo pos

desafio.



80

Fig. 6. Comparativo amostral de camundongos imunizados, sem e com manifestacdes
clinicas de LC. (A) Perfil dos animais, imunizados, e desafios com C. psedudotuberculosis
apresentando-se sadios ao final da observacdo (30° dia). Percebe-se, principalmente, a
pelagem nao ericada. (B) Condigéo clinica de alguns camundongos imunizados e desafiados,
gue vieram a 0Obito ou que chegaram vivos ao 30° de observacdo. A seta vermelha indica o
nédulo formado no abdbmen, causado pela administracdo intraperitoneal de C.
pseudotuberculosis no desafio.

As alteragBes clinicas consideradas foram inapeténcia, consumpcao,
desidratacdo, apatia 0 que geralmente estavam associadas as alteragbes
anatomopatologicas como formacdo de abscessos em mesentério, microabscessos
em rins, hepatomegalia e em alguns casos abscessos e esplenomegalia, detectados

na necropsia. As alteragdes anatomopatologicas estédo representadas na Fig. 7. Todos
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0S animais que vieram a Obito apresentavam algum tipo de alteracdo clinica e

anatomopatoldgica, principalmente formacao de abscessos em rins e figado (Fig. 7B).
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Fig. 7. Exemplo de 6rgdos sadios e 6rgdos com alteracdes anatomopatologicas causadas
pela LC em camundongos. (A) De cima para baixo, o exemplo de rins, bago e figado de
camundongos sadios. (B) De cima para baixo, rins, baco e figado com alteracbes
macroscoépicas causadas por C. pseudotuberculosis ap6s o desafio.

A Fig. 8 representa como foram apresentadas as alteracdes patoldgicas em
nivel microscopico, de camundongos sem alteracdes e com alteracdes de LC. Na Fig.
8B, representa a formacao de abscesso, caracterizado pela area de necrose central e
intensa presenca de células inflamatorias ao redor no figado. A Fig. 8F retrata a
formacdo de abscesso no coOrtéx renal, também com presenca de células
inflamatodrias. Em bagos com esplenomegalia foi observado que havia congestéo,
representada pelo acimulo de hemacias na polpa vermelha (Fig. 8D). Na Fig. 9, esta

representado um corte histologico de abscesso corado em HE, onde h& formacgéo da
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regido de necrose delimitada por células inflamatorias mononucleares e pela capsula
de colageno sendo caracteristico de abscessos de LC. Nos abscessos analisados
foram observados um misto de necrose caseosa, por causa da presenca de células
gigantes (Fig. 9C) e mononucleares, bem como necrose liquefativa devido a presenca
de netrofilos (Fig. 9B) e polimorfonucleares. As Figs. 9D e 9E demonstram a presenca
de C. pseudotuberculosis (em azul escuro) no abscesso, coradas por Gram

histoldgico.

Fig. 8. Fotomicrografias representativas de fragmentos de tecidos de camundongos sadios
e/ou acometidos pela LC. (A) Figado sadio, HE, 400x (vp — veia porta; db — ducto biliar; ah —
artéria hepatica; h — hepatécitos). (B) Figado acometido, HE, 100x (vp — veia porta; ah — artéria
hepatica; h — hepatdcitos; ci — células inflamatérias; ab - abscesso). (C) Bago sadio, HE, 200x
(pv — polpa vermelha; pbr — polpa branca). (D) Bago acometido, HE, 400x (pv — polpa
vermelha; ci — células inflamatérias; hm — hemacias). (E) Rim sadio, HE, 40x (pe — pelve; pa
— papila; me — medula; cx — cértex). (F) Rim acometido, HE, 100x (ab — abscesso; cx — cortex;
me — medula).



83

Fig. 9. Fotomicrografias de fragmentos de abscesso de camundongo acometido pela LC. (A)
Abscesso, HE, 400x (nc — regido de necrose caseosa e liquefativa; ca — capsula). (B)
Abscesso, HE, 1000x (ne — neutrdfilo). (C) Abscesso, HE, 1000x (cg — células gigantes). (D)
Abscesso, Gram histoldgico, 400x (cp — colénias de Corynebacterium pseudotuberculosis).
(E) Abscesso, Gram histologico, 1000x (cp - colénias de Corynebacterium
pseudotuberculosis).

Ao final da observagdo dos grupos, no 30° dia, o nimero de Obitos e
sobreviventes foram contabilizados. Os grupos PBS, pcDNA™3.1(+), Montanide e
Bacterina apresentaram 60% de Obitos e 40% de sobreviventes. Os grupos

pcDNAXal, XAlr-Montanide e pcDNAXal+XAlr-Montanide obtiveram 40% de Obitos
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e 60% de sobreviventes, sendo que o mesmo perfil foi observado para o grupo da
vacina comercial 1002 (Fig. 10). Ainda na Fig. 10 esta representada também a
guantidade de camundongos, por grupo, que apresentaram essas alteracoes. Embora
0s grupos PBS, pcDNA™3.1(+) e Montanide apresentaram sobreviventes, 0s mesmos
apresentaram sinais clinicos e alteracbes anatamopatoldgicas, assim como os que
vieram a oObito antes do 30° dia. Dessa forma, nesses grupos, 100% dos animais
tinham alteragdes clinicas e anatomopatoldgicas de LC detectadas nas necropsias. O
grupo Bacterina apresentou 80% de alteracdes de LC, sendo que um desses animais
chegou ao 30° dia vivo. Os grupos 1002 e pcDNAXal+XAlr-Montanide apresentaram
o mesmo perfil de alteracdes de LC, ou seja, os dois grupos obtiveram 60% sendo
gue dois animais desse montante foram a 6bito antes do 30° dia e um desses animais
viveu por todo o periodo. Nos grupos pcDNAXal e XAlr-Montanide as alteragdes
foram evidentes somente nos animais que foram a ébito antes do 30° dia (40%), os

demais (60%) chegaram vivos ao final e sem alteracdes de LC experimental.
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Fig. 10. Quantitativo de Obitos, sobreviventes e acometidos por alteracdes
anatomopatoldgicas ap6s desafio a cepa CP 28033 de C. pseudotuberculosis, dos
camundongos imunizados. Os dados apresentados séo referentes ao periodo de observacéo
até o 30° dia pos-desafio, para avaliagdo da protecdo apos as imunizagoes.

4. Discussao

O gene Xal foi identificado como sintetizador de uma proteina antigénica, a
partir de uma imunovarredura de biblioteca genémica de C. pseudotuberculosis com
soros de ovinos positivos para LC (dados submetidos para publicacdo). Com isso,
este estudo foi o primeiro a avaliar o gene Xal de C. pseudotuberculosis, nas
formulacdes vacina de DNA e subunidade, como potencial gerador de resposta imune
e protecao contra LC experimental em camundongos. Estes sdo considerados como
0s principais modelos/ferramentas experimentais, em virtude de ser um animal
pequeno, de poder ser mantido em espacgos reduzidos, e por possuir um periodo de

gestacdo curto. Além disso, camundongos infectados com C. pseudotuberculosis
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apresentam sinais clinicos, perfil de hemograma e bioquimica sérica, bem como as
alteracdes histopatoldégicas em o6rgdos viscerais similares aos observados em
pequenos ruminantes naturalmente infectados por este microrganismo [13]. Essas
alteracdes histopatolégicas foram observadas em camundongos deste estudo,
principalmente com realacédo a formacéo de abscessos, que foram caracteristicos de
LC (Fig. 9).

Estudos relataram que em 15 e 24 horas apds a inoculagcdo com C.
pseudotuberculosis em camundongos, houve alteracdes histopatolégicas
caracterizadas por formac6es de microabscessos proximo ao local da injecéao [13,14].
No presente estudo alguns camundongos desafiados com a cepa CP 28033 e que
desenvolveram LC, independente a qual grupo pertencesse, comecaram a apresentar
alteracdes anatomopatoldgicas por volta do 15° dia apds o desafio. Dessa forma, na
histologia foi possivel visualizar a formacéo de abscessos principalmente em figado e
rins (Figs. 8B e 8F).

Na microscopia notou-se a presenca de neutrofilos, macréfagos, linfécitos e
células gigantes principalmente na formacdo dos abscessos, caracterizando a
necrose caseosa. No centro necrético haviam neutrofilos degenerados formando
piocitos, o que caracteriza a necrose liquefativa (Figs. 9A, 9B e 9C). A presenca
dessas células inflamatérias na formacéo de abscessos em LC foi relatado por Lan et
al. [15]. A presenca de C. pseudotuberculosis foi confirmada pelo método de Gram
histol6gico em cortes de abscessos (Figs. 9D e 9E). Em um estudo essa bactéria foi
identificada em cortes histologicos pela coloragéo de HE [16].

Foi identificado que a vacina de DNA pcDNAXal, a vacina de subunidade XAlr
(com adjuvante montanide) e o booster pcDNAXal+XAlr-Montanide, geraram

resposta imune a ponto de proteger camundongos contra C. pseudotuberculosis.
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Esses grupos obtiveram integrantes ao final do periodo de observacéao (30 dias pos-
desafio com 1x10° UFC de CP 28033 virulenta) sem alteracées clinicas e
anatomopatoldgicas caracteristicas de LC. O mesmo ocorreu com 0 grupo positivo da
cepa vacinal comercial 1002. Ao contrario dos grupos controles negativos (PBS,
Montanide e pcDNA™3.1(+)) que apresentaram sobreviventes pds desafio mas todos
com alteracdes de LC ao final de 30 dias. O grupo controle positivo Bacterina chegou
ao final com dois sobreviventes, sendo que um apresentava alteracdes (Fig.10).

Sabe-se que a proteina XAl é responsavel pela aquisicdo de ferro, obtido do
hospedeiro, para o metabolismo de C. pseudotuberculosis [2]. Este fator da
dependéncia do ferro esta relacionado com a viruléncia desta bactéria, pois ele é
necessario para que diversas funcbes bacterianas sejam desempenhadas,
principalmente para a geracao de energia [17]. Billington et al [2], ressaltou ainda que
as proteinas do operon Xa possuem caracteristicas hidrofébicas por possuirem
similaridades com proteinas captadoras de ferro de E. Coli. Essa informacéo
corroborou quando a proteina XAlr foi sintetizada para este estudo, onde em alguns
procedimentos para sua andlise, como a quantificacao e para a realiza¢éo dos ELISAs
indiretos, foi necessaria a sua solubilizacao.

As vacinas de DNA, ou vacinas de terceira geragcao, representam uma nova
fronteira nas tecnologias vacinais e estdo emergindo como um novo e importante
meétodo de protecéo contra enfermidades em animais. O uso de vacinas de DNA como
estratégia na profilaxia e tratamento de diversas infec¢cdes, pode gerar uma memoria
de resposta imune a longo prazo. Elas séo capazes de desencadear respostas imunes
humoral (Th2) e celular (Th1l), gerando uma protecéo mais eficaz [18,19].

Sendo C. pseudotuberculosis uma bactéria intracelular facultativa, a resposta

imune modulada por células Thl seria a mais adequada. Essas células séo linfécitos
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T CD4*, que apoOs a apresentacdo de um antigeno via complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe Il e atuacdo de IL 12, produzidas por
macrofagos, tornam-se efetoras. A partir disso, Thl produz IFN-y, que atua na
ativacdo de macréfagos aumentando sua capacidade de destruicdo da C.
pseudotuberculosis, apés a fagocitose. O IFN-y também atua em linfécitos B para
diminuir a producédo de IgG1l e aumentar a producdo de IgG2a em camundongos.
IgG2a pode ativar o sistema complemento e também atuar na opsonizacdo da
bactéria, para facilitar a fagocitose pelos macréfagos. Essa imunoglobulina é
importante no combate a bactérias como C. pseudotuberculosis, pois ela possui uma
alta capacidade de responder a polissacarideos, que estdo presentes em grande
guantidade na parede celular de bactérias Gram-positivas. Nota-se que a producéo
de IgG2a esta relacionada com a presenca de IFN-y durante a infeccdo, em
camundongos [20-28].

Neste estudo o plasmideo vacinal pcDNAXal néo foi capaz de estimular uma
resposta imune humoral significativa, estimulando baixos niveis de IgG1 e IgG2a (Fig.
4A). Mas ao observamos a Fig. 10, nos deparamos com um dado interessante, pois
no grupo que recebeu esse plasmideo vacinal houveram sobreviventes sem
alteracdes clinicas e anatomopatoldgicas de LC, tal qual exemplificados nas Figs. 6A
e 7A. O mesmo foi observado no grupo pcDNAXal+XAlr-Montanide. Neste caso, a
explicagdo seria uma resposta celular mediada por células T CD4*. Em camundongos
Balb/c, vacinados contra Staphylococcus aureus, com uma vacina multivalente, foi
observado que a baixos niveis de 1gG a atuacdo de células T CD4* foi eficiente para
promover a protecdo contra S. aureus e aumentar o tempo de sobrevivéncia de alguns

animais [29].
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Analisando o perfil de IFN-y gerado nos grupos pcDNAXal e pcDNAXal+XALlr-
Montanide (Fig. 5A), foi possivel destacar que houve resposta celular, modulada por
Thl, capaz de gerar protecdo em alguns individuos desses grupos, 0 que promoveu
a sobrevivéncia destes sem as alteracdes tipicas de LC (Fig. 10). Isso fica ainda mais
evidente quando a presenca de IFN-y nesses dois grupos nao difere significativamente
do grupo XAlr-Montanide, que obteve maiores niveis de IgG2a. Dessa forma, a vacina
de DNA, com e sem booster de proteina, gerou resposta celular contra C.
pseudotuberculosis. A presenca de células inflamatorias observadas na histologia,
como em tecidos de baco e figado por exemplo, reforca a atuacao celular para
combater a bactéria (Figs. 8B e 8D).

Uma vacina de DNA pode ter sua acdo, de estimulo da resposta imune,
aumentada. Essa melhora da ac&o pode estar relacionada com a forma de entrega do
DNA vacinal a célula eucariética. O plasmideo vacinal pode ser envolto por
nanocapsulas carreadoras, que o protege das acdes enzimaticas das células e o
entrega ao ndcleo com uma maior integridade possivel. Sendo assim, havera uma
maior producdo proteica originada deste DNA vacinal, a partir das células do
hospedeiro [30]. Outro fator que pode influenciar na potencializacdo da resposta
imune a partir de uma vacina de DNA é a rota de administracdo. Uma vacina de DNA
a partir do gene pld de C. pseudotuberculosis, foi inoculada por via subcutanea e
intramuscular em ovinos. Por via subcutanea a vacina induziu um nivel de protecao
baixo, em comparacdo com a via intramuscular, que gerou uma resposta de 1gG2
significativamente maior em relacdo aos animais nao vacinados [31].

Existe ainda outra via de modulacdo da resposta imune, contra esse tipo de
bactéria, a partir da diferenciacdo de T CD4* em célula Th2 em resposta ao estimulo

por IL-4. Elas sdo capazes de produzir IL-10 que estimulam também a diferenciacéao
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de linfécitos B em plasmocitos para produzirem IgG, favorecendo assim o
desenvolvimento da resposta humoral. A presenca de IL-10 também pode resultar no
blogueio da ativacdo de macréfagos, a partir do impedimento da atuacado do IFN-y.
Por isso IL-10 é conhecida como citocina imunorreguladora. Em resumo, Th1l modula
a resposta celular e Th2 a resposta humoral [28,32—-36].

O grupo XAlr-Montanide, obteve uma forte resposta Th2 caracterizada pelos
altos titulos de IgG1, com diferenca significativa quando comparada aos titulos de
IgG2a (Fig. 4B). Vacinas de subunidade proteica geralmente induzem resposta imune
modulada por Th2, indicada pela presenca de altos niveis de IgG1l. Esse anticorpo
tem alta capacidade de reconhecer antigenos proteicos. Pode ocorrer também o
reconhecimento direto da subunidade proteica, por ser um elemento extracelular, por
linfocitos B. Apoés isso, esses linfocitos tornam-se ativados e comecam a secretar
anticorpos especificos contra essa subunidade. Esses anticorpos podem ser da classe
IgG, e podem atuar na neutralizacdo e opsonizacdo de antigenos facilitando a
fagocitose e destruicdo dos mesmos. Essa interacdo do linfécito B com a subunidade
proteica também gera linfocitos B de memadria. Quando ocorre uma segunda dose da
vacina de subunidade, a resposta sera mais rapida pela atuacdo das células B de
memoria [21,26,37-39].

Entretanto, a XAlr foi capaz de induzir também uma resposta Thl, observada
pela producdo de IFN-y (Fig. 5B). Vacinas de subunidade proteica podem também
gerar resposta Th1. Para isso, essa subunidade proteica é fagocitada por APC'’s,
processada em peptideos e apresentada como antigenos por moléculas do MHC.
Quando esses peptideos sao apresentados via MHC de classe Il a células T CD4*, as

mesmas podem se diferenciar em células Thl ou Th2. Quando diferenciam-se em
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Thl, essas produzem IFN-y, que desencadeia a ativacdo da resposta imune celular,
como ja descrito anteriormente [28].

Observou-se a partir desses dados, relacionados a formulagdo XAlr-
Montanide, que essa subunidade proteica foi capaz de gerar uma resposta imune
mista, ou seja, modulada por células Thl e Th2. Camundongos imunizados com a
proteina HSP60r, contra C. psedutotuberculosis, obteve o mesmo perfil misto de
resposta imune. Entretanto, a HSP60r ndo foi capaz de proteger o animais apos o
desafio. Isso pode ter ocorrido devido a acdo imunorreguladora de IL-10 que bloqueou
a atuacao de IFN-y [40]. A presenca de IL-10 (Fig. 5), tanto no grupo XAlr-Montanide
como nos grupos pcDNAXal e pcDNAXal+XAlr-Montanide, ndo impediu totalmente
a acdo do IFN-y. Isso é evidenciado a partir do momento em que esses trés grupos
apresentaram camundongos sobreviventes sem alteragdes clinicas e
anatamopatolégicas (Fig. 10).

E importante ressaltar o uso de adjuvantes para vacinas de subunidade pois,
eles estimulam células fagociticas a capturarem a subunidade proteica, para serem
apresentadas as células T como antigenos. Existem varios tipos de adjuvantes, porém
o selecionado para acompanhar a XAlr neste estudou foi o Montanide. Ele é um
adjuvante emulsificante baseado em agua e 6leo, considerado um grande estimulador
da resposta imune em camundongos [10]. Adjuvantes emulsificantes promovem uma
liberacdo lenta da subunidade proteica no organismo. ISso ocorre por causa da
formacao de granuloma no local da injecdo. Isso promove um estimulo a formacéo de
resposta imune a longo prazo [41,42].

As formulagdes vacinais demonstradas neste estudo, baseadas no gene Xal
de C. pseudotuberculosis, foram capazes de induzir resposta imune e também de

proteger os camundongos contra o desafio com uma cepa virulenta. As formulacgoes
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vacinais com o plasmideo pcDNAXal, que induziu uma resposta imune celular; com
0 booster pcDNAXal+XAlr-Montanide, que também estimulou uma resposta celular;
e com a formulacdo de subunidade XAlr-Montanide, caracterizada neste estudo por
estimular uma resposta imune mista, ou seja, celular e humoral; todas foram capazes
de promover a sobrevivéncia da maioria dos integrantes de seus respectivos grupos.
Isso foi evidenciado principalmente pela ndo presenca de alteracdes clinicas e
anatomopatolégicas nos sobreviventes desses grupos. NOS grupos controles
negativos foi observado o oposto, ou seja, 0s sobreviventes apresentavam todas as
alteracdes de LC.

Embora os achados sobre a resposta imune gerada nesses camundongos
imunizados ndo possam ser extrapolados para outras espécies de animais, esses
resultados sédo animadores. A forma das lesdes (abscessos) causadas por C.
pseudotuberculosis na LC em camundongos € muito semelhante as que ocorrem em
ovinos e caprinos. Desta forma o modelo murino reflete uma realidade aproximada do
desenvolvimento da LC, o que nos possibilitou realizar este estudo com as candidatas
vacinais contra C. pseudotuberculosis. Ajustes em doses, formas de entrega vacinal
e rotas de administracdo podem ser realizadas em estudos posteriores, mas mesmo
assim com esses resultados pode-se projetar um estudo com essas formulagdes

candidatas a vacinas em ovinos e caprinos contra LC.
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